Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto

Analise do Tecido Osseo Neoformado sob
Estimulo da Proteina Morfogenética rhBMP-2

Associada a um Novo Carreador

Joao Paulo Mardegan Issa

Ribeirao Preto
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto

Analise do Tecido Osseo Neoformado sob
Estimulo da Proteina Morfogenética rhBMP-2

Associada a um Novo Carreador

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, como parte
dos requisitos para obteng¢ao do titulo
de Mestre em Odontologia, area de

Reabilitagdo Oral

Orientador: Prof. Dr. Rubens Ferreira de

Albuquerque Jr.

Ribeirao Preto
2006



Data da Defesa : [

Banca Examinadora

PrOf. DF. e ————————————
Julgamento.:........ceeiiiiiniree Assinatura:.......ccccccceiiiiinicc s
PrOf. DF. e ————————————
Julgamento.:.......coeeciiiiiniee Assinatura:.......ccccccceiiiiinicc s
PrOf. DF. e ————————————



Dedicatéria



“A Deus, que nos deu o dom da vida, nos
presenteou com a liberdade, nos abengoou com a inteligéncia, nos deu a graga
de lutarmos para a conquista de nossas realizagdes, cabe o louvor e a gléria, a

mim so6 cabe agradecer.” (Rui Barbosa)

Aos meus pais, Joao Batista e Maria
Clarice, pelo eterno apoio, forca, compreensao, amizade e muito amor que me

fizeram forte para conquistar mais esse objetivo.

A minha irma, Mariana, pelo apoio, forga,

amizade, ajuda, paciéncia, amor e compreensao.



Agradecimentos



Ao meu Orientador e amigo Prof. Dr. Rubens Ferreira de Albuquerque
Junior e ao Prof. Dr. Vinicius Pedrazzi, pela atengdo e paciéncia em ensinar
sempre da melhor forma e com brilhantismo e perfeccionismo, serviram de
exemplo de educadores e pesquisadores.

A Profa. Dra. Mamie Mizusaki lyomasa, pela grande colaboracdo em todas
as etapas desta pesquisa, sendo imprescindivel para a sua realizagéo, por me
conceder o privilégio de poder trabalhar no seu Laboratério e pela sua amizade e
consideragao.

A Profa. Dra. Elaine Aparecida Del Bel Belluz Guimaraes pelo incentivo e
grande contribuicdo na realizagcao deste trabalho. Exemplo de profissionalismo,
seriedade e sempre pronta a ajudar.

Aos Professores da Bioquimica, Prof. Dr. César Spadaro e Profa. Dra.
Maria Vitéria Bentley, pelo respeito e atengdo com que receberam e pela ajuda
prestada neste trabalho.

Aos poés-graduandos Cassio e Rodrigo pela contribuicdo prestada durante a
execucao da pesquisa.

As Técnicas de Laboratério Dimitrius Pitol, Nilce de Oliveira Wolga, Ana
Cristina Morseli Polizello e Célia Maria Aparecida da Silva, pelo apoio durante a
fase laboratorial desta pesquisa e pelo carinho e atencdo em todos os
momentos.

A Empresa Dentscler Ind. de Aparelhos Odontoldgicos Ltda pelo suporte

em equipamentos e materiais.



Aos demais Professores, Funcionarios e colegas da FORP-USP.
A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo- FAPESP

(processo numero: 04/12013-0), pelo suporte financeiro.



SUMARIO

RESUMO ... e e e 10
ABSTRACT e 11
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt 12
2. REVISTA DA LITERATURA . ...ttt 15
3. PROPOSIGAOD. ... .ottt en e 45
4. MATERIAL E METODO.........ooioieeeeceeececeeee et 47
5. RESULTADOS. ... .ot 61
B. DISCUSSAOD.......oouiiieieiieieteie ettt sttt 71
7. CONCLUSAO.........cooiiietee ettt 79

REFERENCIAS........ooeeeeeeeeeeee et en e n s 81



Issa, J.P.M. Analise do tecido 6sseo neoformado sob estimulo da proteina
morfogenética rhBMP-2 associada a um novo carreador. 2006. 99f. Tese
(Mestrado)- Faculdade de Odontologia, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade e a quantidade do tecido 6sseo
neoformado em defeitos O6sseos criticos (DOC) de 5x5mm, produzidos
cirurgicamente na mandibula de ratos Wistar, sob estimulo da associagao rhBMP-
2/monoleina. Sessenta ratos machos adultos (350g), foram divididos em 4 grupos:
grupo 1- 15 animais com DOC; grupo 2- 15 animais com DOC+15 pg rhBMP-2 em
solugdo aquosa; grupo 3- 15 animais com DOC+gel de monoleina puro; grupo 4-
15 animais com DOC+15 pg rhBMP-2 incorporada ao gel de monoleina. Apds 2
semanas, os animais foram submetidos a perfusdao para remog¢ao das hemi-
mandibulas, processamento histologico e analises histomorfométricas. Os dados
obtidos foram analisados pelo teste de Tukey Kramer-HSD. As porcentagens de
tecido 6sseo para as regides basal, central e oclusal da mandibula foram em
média (desvio padrao), respectivamente: grupo 1- 26,68(4,45); 26,16(4,58);
34,78(5,58); grupo 2- 58,9(12,31); 57,78(12,06); 64,24(11,40); grupo 3-
29,64(11,15); 25,03(7,01); 34,29(8,13); grupo 4- 59,72(13,79); 58,13(8,79);
71,81(8,29). Nos grupos 2 e 4 foram observados um percentual de 0sso
neoformado significantemente maior que nos grupos 1 e 3 (p<0,05). Entre as
regides avaliadas, a oclusal foi a que apresentou maior quantidade de tecido
0sseo neoformado, seguida pelas regides basal e média, independentemente do
grupo avaliado. Os resultados sugerem que o gel de monoleina pode ser usado
como um carreador eficiente para a rhBMP-2 na estimulagdo da cicatrizagao
Ossea, além de apresentar consisténcia conveniente para o preenchimento de
defeitos Osseos e propriedades que facilitam uma liberacdo controlada da
proteina. Fapesp: 04/12013-0

Palavras-chave: Proteina morfogenéticas, rhBMP-2, Monoleina, Carreador,

Neoformacao Ossea, Histomorfometria.



Issa, J.P.M. Analysis of new bone formation stimulated by bone
morphogenetic protein rhBMP-2 associated with a new carrier. 2006. 99f.
Tese (Mestrado)- Faculdade de Odontologia, Universidade de Sédo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2006.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the quality and quantity of new bone
formation stimulated by the rhBMP-2/monoolein placed in 5x5mm critical bone
defects (CBD) made in Wistar rats mandibles. Sixty male adult rats (350g) were
divided into 4 groups: group 1- 15 animals with CBD; group 2- 15 animals with
CBD + 15 ug rhBMP-2 in water solution; group 3- 15 animals with CBD +
monoolein gel; group 4- 15 animals with CBD + 15 pg rhBMP-2 incorporated to
monoolein gel. After two weeks, the animals were perfused and their
hemimandibles block-removed for histological processing and histomorphometric
evaluation. Tukey Kramer-HSD test was used for data analysis. The means
(standard deviation) percentages of new formed bone for basal, middle and
occlusal areas were, respectively: group 1- 26.68(4.45); 26.16(4.58); 34.78(5.58);
group 2- 58.9(12.31); 57.78(12.06); 64.24(11.40); group 3- 29.64(11.15);
25.03(7.01); 34.29(8.13); group 4- 59.72(13.79); 58.13(8.79); 71.81(8.29). Groups
treated with rhBMP-2, groups 2 and 4, presented significantly more bone formation
than the control groups, groups 1 and 3, (p<0.05). BMP-2 associated to monoolein
demonstrated an increased percentage of new formed bone when compared with
BMP-2 in water solution (p<0.05). In respect to the evaluated mandibular areas,
the highest amount of new formed bone was observed in the occlusal region,
followed by the basal and middle areas, independently of the evaluated group. The
results showed that, the rhBMP-2 associated to monoolein gel produced and
efficient bone repair capability besides presenting adequate consistency for defect
filling and properties that allow controlling the protein release. Fapesp: 04/12013-0
Key-words: Morphogenetic protein, rhBMP-2, Monoolein, Carrier, New bone

formation, Histomorphometry.
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Nos ultimos 30 anos, diversas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo
de identificar proteinas capazes de induzir a formacdo de tecido Osseo e
padronizar métodos de aplicagao biolégica que possam conduzir a diminuigéo ou

eliminacao de enxertias 6sseas (Nawata et al., 2005).

Ha mais de uma década, as proteinas morfogenéticas (BMPs) foram
identificadas e purificadas a partir da matriz 6ssea humana (Bessho et al., 1989).
Desde entdo, foram identificadas mais de 20 diferentes proteinas da mesma
familia, isto é, proteinas com estruturas semelhantes, algumas delas sintetizadas
por meio de técnicas biolégicas moleculares, denominadas proteinas humanas
recombinantes ou rhBMPs (Wozney, 1989; Celeste et al., 1994; Urist, 1997;
Bouxsein et al.,, 2001). Essas BMPs fazem parte da superfamilia de fatores de
crescimento TGF-3, que engloba polipeptidios com caracteristicas estruturais
comuns (Kingsley, 1994) e que desempenham papel importante na migracéo de
células progenitoras, proliferacdo de células mesenquimais, diferenciacdo de
células osteogénicas ou condrogénicas, invasdo vascular e remodelagdo Ossea
(Reddi, 1997; Rauch et al., 2000; Spector et al., 2001). Além disso, as BMPs, em
especial a BMP-2, sdo potentes indutoras da osteogénese durante a fase de
formagdo 6ssea embriolégica e nos casos de reparos de fraturas e recuperagao
de defeitos ésseos (Hogan, 1996; Rosen et al.,, 1996), podendo ser portanto
utilizadas em varias situagcdes que envolvem a recuperacdo do complexo

craniofacial.

Estudos clinicos tém afirmado que a otimizacdo na aplicagao clinica das

proteinas morfogenéticas € dependente de uma biodisponibilizagdo sustentada,
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pois proporcionariam menores riscos de efeitos colaterais. Além do mais, um
sistema carreador adequado deve ser seguro e apresentar propriedades bem
definidas, além do mais, apresentar plasticidade necessaria para aplicagcdo em
regides com caracteristicas anatémicas distintas (Riley et al., 1996; Ripamonti &

Duneas, 1996).

Assim, devido as possibilidades de aplicagdo das proteinas morfogenéticas
na recuperacao de defeitos Osseos craniofaciais, portanto de fundamental
interesse para a Odontologia, este trabalho objetivou avaliar a qualidade e a
quantidade do tecido 6sseo em neoformacéao, sob estimulo da associagao rhBMP-
2/gel de monoleina, em defeitos Osseos criticos confeccionados no 0sso

mandibular de ratos Wistar.



REVISTA DA LITERATURA
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Fatores de crescimento

O tecido 6sseo é uma fonte rica de fatores de crescimento com acgdes
importantes na regulacado de sua formacgao e reabsorgao. Freqlientemente, esses
fatores de crescimento sao sintetizados por células esqueléticas, embora algumas
citocinas sejam secretadas por células estromais e do sistema imunoldgico ou
hematopoiético, e encontradas no “microambiente” ésseo (Manolagas & Jilka,
1995). Provavelmente, esses fatores sao liberados localmente pelo osso, quando
reabsorvido, ou pelas células 6sseas ativadas como consequéncia do processo de
reabsor¢ao. Essas células podem entédo agir de maneira sequencial, regulando as

ocorréncias necessarias para a formacao de tecido ésseo.

A superfamilia dos fatores de crescimento teciduais B (TGF-B) pode ser
particularmente importante na aposicdo que liga a formagdo com a reabsorgao
Ossea anterior. A seguinte sequéncia de ocorréncias durante a remodelagéo 6ssea
normal tem sido proposta: A reabsorcédo 0ssea provoca a liberacdo do TGF-R ativo
do osso (Pfeilschifter & Mundy 1987) e sensibilizagdo dos precursores dos
osteoblastos, causando proliferacdo. Esta exposicdo ao TGF-R €, entretanto,
provisodria e, como consequéncia, as células originadas sofrem diferenciagcdo e
expressam as BMPs, proteinas morfogenéticas responsaveis por um efeito auto-
estimulatério sobre os osteoblastos e formacao de nddulos mineralizados. Porém,
os membros da superfamilia TGF-B ndo atuam sozinhos. Outros fatores de
crescimento tais como os IGFs, FGFs e PDGF provavelmente também tém um
efeito sobre a proliferacao e diferenciacdo de osteoblastos. Estes fatores sao

todos estimulantes do crescimento 6sseo. Ha varias evidéncias que sugerem
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interacdes sinérgicas, bem como inibitdrias, entre os fatores de crescimento que
agem sobre os osteoblastos. Por exemplo, o TGF-B, FGFs, PDGF, BMPs, IGF-I e
IGF-Il podem, cada um, estimular diretamente os osteoblastos, mas podem
também reduzir a resposta do osteoblasto aos seus analogos (Massague, 1985;

Roberts et al. 1985).

As interacbes entre os fatores de crescimento sdao complexas, mas é
essencial elucida-las para se ampliar a compreensao sobre os processos de
formacdo 6ssea local. E provavel que as complicadas interagdes entre os fatores
liberados localmente de forma ativa, como uma consequéncia do processo de
reabsor¢ao, sejam responsaveis pela formagédo cuidadosamente coordenada do

0SSO NOVO que ocorre nesses locais.

Segundo Deuel & Huang (1984) o PDGF estaria presente nos alfa-granulos
plaquetarios, sendo secretados apds a exposicdo das plaquetas a um corpo
estranho como a membrana basal subendotelial ou colageno. Baseados em outras
pesquisas, afirmaram que o PDGF é uma glicoproteina altamente basica,
separada em duas funcdes protéicas ativas que diferem entre si no conteudo de
carboidratos covalentemente unidos. Os PDGFs | e Il apresentariam atividade
mitogénica, composicdo aminoacida e reatividade imunolégica semelhantes. O
PDGF estimularia células alvo especificas através de unido a receptores de
superficie celular que, por sua vez, mediariam uma cascata de eventos que
levariam a sintese de DNA e proliferacdo celular. Outra propriedade do PDGF

seria a quimiotaxia de células inflamatdrias e fibroblastos.
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O fator de crescimento insulinico (IGF) desempenha importante papel na
regulagem anabdlica do metabolismo 6sseo e cartilaginoso (Bolander 1992;
Canalis, 1993). McCarthy et al. (1989) demonstraram os efeitos regulatérios
exercidos pelos IGF | e Il na sintese de colageno ésseo por osteoblastos e nos
niveis de transcricdo de colageno tipo | em cultura de células enriquecidas com
osteoblastos de osso parietal de ratos fetais. Seus achados demonstraram que
ambos apresentaram acdes similares, embora o IGF-| estimulasse a sintese de
colageno em 10nM e o IGF-Il em 30nM. Ambos também aumentaram a

incorporacgao de prolina em colageno tipo | sem diminuir sua taxa de degradagao.

Atualmente existem 4 fatores de crescimento fibroblastico, constituindo uma
familia de cinases tirosinicas transmembranais que possuem afinidade com pelo
menos 22 receptores. Esses fatores de crescimento estdo envolvidos em diversos
processos, entre leles, migracdo e diferenciagdo celular, formacao tecidual,
diferenciacao e sobrevivéncia neuronal, recuperacao de feridas e transformacoes

malignas (Coumoul & Deng, 2003; Franceschi et al., 2005).

Proteinas morfogenéticas

As primeiras descobertas sobre processos que determinam a formacao de
0sso, em sitios onde nao estavam previamente presentes esses tecidos, foram
relatadas por Urist. Para o autor, um fator especifico seria o responsavel por este
efeito. Esse fator foi relatado como uma substancia indutora de formacgao 6ssea,

presente na matriz 6ssea. Essas substancias indutoras e as células induzidas
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eram provenientes do hospedeiro e estas mesmas substancias indutoras seriam
descendentes de histiocitos e células do tecido conjuntivo peri-vascular. O termo
osteoinducgao foi designado para um principio fundamental de regeneragao 6ssea
desencadeado pela acado das proteinas 6ésseas morfogenéticas (Urist, 1965; Urist
& Strat, 1971).

De uma sequéncia de aminoacidos de extrato 6sseo altamente purificado,
Wozney et al., 1988, obtiveram clones de DNA que continham o cédigo de cada
proteina. Ao todo, obtiveram 8 proteinas e 7 delas, denominadas BMPs,
apresentavam caracteristicas estruturais semelhantes. A purificacdo da BMP
presente no 0sso bovino possibilitou a identificacdo de diferentes variantes
protéicas e a clonagem molecular de fatores com capacidade de induzir a
formacao de tecido 6sseo. Com o isolamento de varios polipeptidios associados
as BMPs, os autores determinaram sua sequiéncia de aminoacidos e sintetizaram
sondas de oligonucleotidios. Dessa forma, foi possivel a clonagem das BMPs de
nuameros 2 a 9 (BM-2 a BMP-9), que constituem membros da familia de fatores de
crescimento transformador beta (TGF-R). Os membros desta superfamilia podem
exercer efeito inibitoério ou estimulante sobre as células, dependendo do estagio de
diferenciacao celular em que venham a atuar (Wozney et al., 1990).

As proteinas morfogenéticas possuem efeitos proliferativos sobre diferentes
tipos celulares, exibindo propriedades quimiotaticas e podendo induzir a
diferenciagcdo de células mesenquimais em células de linhagem osteoblastica e
condroblastica (Reddi & Cunningham, 1993). Além disso, as BMPs séo potentes
indutoras da osteogénese durante a fase de formagado 6ssea embriolégica e nos

casos de reparos de fraturas (Hogan, 1996; Rosen et al., 1996). Entre os membros
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da extensa familia dessas proteinas, as BMP-2, 4 e 7 tém demonstrado

importancia fundamental na osteogénese (Hogan, 1996; Rosen et al., 1996).

A disponibilidade das BMPs recombinantes permitiram provar a capacidade
osteoindutora dessas proteinas bem como a caracterizagdo detalhada de suas
atividades in vivo. A rhBMP-2 foi a primeira molécula estudada em detalhe (Wang
et al., 1990), produzida a partir de células do ovario de hamsters chineses. A
purificacdo e a caracterizacdo bioquimica dessas moléculas demonstraram sua
semelhanga com as moléculas de BMP encontradas no osso humano (Israel et al.,
1992; Inoda et al., 2004; Kamakura et al., 2004). Como € apontado no trabalho de
Kamakura et al., 2004, o uso da rhBMP-2 em sistemas de liberacdo ectdpicos,
favorece a capacidade osteoindutora desta molécula. Nesse trabalho, diferentes
dosagens de rhBMP-2 foram combinadas a um carreador especifico (fosfato
octacalcio- OCP) implantado em defeito désseo critico (9mm de extensdo) na
calvaria de rato, e apresentaram formacgdo Ossea ectdpica comprovada por
exames histologicos.

Também Inoda et al. (2004) realizaram estudo em 30 ratos, combinando
50ug de rhBMP-2 em uma matriz carreadora a base de colageno tipo |, para
preenchimento de um defeito 6sseo de 4mm na calvaria, sacrificando os animais
3, 6 e 9 semanas apo6s a implantagdo do material. Os resultados histologicos
revelaram expressiva formagao éssea no grupo que recebeu matriz de colageno
associada a rhBMP-2, em contraste com o grupo controle, que recebeu matriz de

colageno pura, evidenciando as propriedades osteoindutoras da rhBMP-2.
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Por outro lado, a proteina morfogenética recombinante humana do tipo 4
(rhBMP-4) parece ter atividade muito similar a BMP-2, pois induziu a formacéao de
cartilagem e osso em experimentos realizados em ratos (Sampath et al., 1992). As
BMP-6 e BMP-7, assim como as BMP-2 e BMP-4, sdo osteoindutoras e
condroindutoras, mas torna-se dificil comparar as atividades relativas de todas
essas moléculas devido as diferentes metodologias utilizadas pelos pesquisadores
na sua avaliagédo (D’Alessandro et al., 1991; Cox et al., 1991). Estudos in vivo
demonstraram que as BMPs podem induzir a formacdo de tecido dsseo e
cartilaginoso, porém, por um processo ainda nao totalmente esclarecido e que
envolve a participacao de multiplos fatores de crescimento locais e sistémicos. Os
estudos na caracterizacao individual dessas proteinas sdo complicados por 2
motivos: as comparagdoes envolvendo os diferentes tipos de BMPs tém sido
realizadas em tipos celulares distintos e alguns desses estudos, tém sido
realizados com proteinas derivadas de tecido 6sseo purificado, o qual geralmente
contém diferentes tipos de BMPs.

Os tratamentos com BMPs resultam na diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em diferentes tipos celulares com seus respectivos
fendtipos (Yamaguchi et al., 1991), por exemplo, nas células C26, a BMP-2
aumenta a expressao da fosfatase alcalina e dos receptores para o horménio
paratireoidiano (PTH) e também a expressédo da osteocalcina, um marcador para
diferenciagao de osteoblastos.

De um modo geral, as BMPs in vitro possuem efeitos significantes nas
células nos multiplos estagios de formagao 6ssea, como também observado em

estudos in vivo. Através de quimiotaxia, as BMPs podem trazer células ao sitio de
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implantacdo e fazer com que células mesenquimais indiferenciadas se
transformem em tipos celulares especificos sintetizadores de tecido 6sseo e
cartilaginoso, como os osteoblastos e condroblastos (Inoda et al., 2004; Kamakura
et al., 2004).

Em 1965, Marshall Urist descobriu que a matriz éssea descalcificada
implantada em sitios ndo-0sseos induziu a formacdo de novo tecido dsseo e
cartilaginoso (Urist, 1965). O autor definiu este processo como autoindugado e
mostrou que extratos de proteina poderiam ser separados do tecido dsseo
descalcificado e seriam responsaveis por essa formagao de osso novo (Urist et al.,
1973). Nesse modelo, novo osso era formado seguindo eventos bem
caracterizados de ossificagdo endocondral, com a formacdo de tecido
cartilaginoso antes da formagao de osso novo. (Urist et al.,, 1979; Sampath &

Reddi, 1981).

Proteinas recombinantes humanas

O osso pode ser descrito como tendo trés componentes: um componente
mineral, uma matriz de colageno e um componente de proteinas de crescimento.
Usando modelos experimentais em rato, alguns autores desmineralizaram e
separaram o tecido 6sseo em um componente de matriz colagena e um
componente de proteinas de crescimento. O componente protéico foi reconstituido
com matriz inativa e implantado ectopicamente. Novo osso foi observado apés 10
dias, sendo esse componente de fator de crescimento chamado de proteina 6ssea

morfogenética (Urist et al., 1979; Sampath & Reddi, 1981).
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Embora a BMP tenha a habilidade de induzir formagcdo de osso novo, é
dificil de ser obtida pelo processo de purificagdo porque pequenas quantidades
estdo presentes no osso. Recentes avangos nas técnicas de biologia molecular
proporcionaram a produ¢cdo de grandes quantidades de proteinas humanas

recombinantes puras, como as BMPs.

O desenvolvimento das proteinas recombinantes (rhBMPs) comegou por
isolamento de membros individuais da superfamilia de proteinas morfogenéticas.
Muitas dessas proteinas sdo membros dos fatores de crescimento transformante
beta (TGF-B) que constituem uma superfamilia de proteinas baseadas na
homologia de sequéncia de aminoacidos primarios (Celeste et al., 1990). As
recombinantes BMP-2 e BMP-4 sdo 92% idénticas; e a BMP-5,6,7 e 8 s&o 82%

idénticas (Wozney, 1995).

Isolando as BMPs de ossos de cadaveres humanos, somente 0,1ug de
BMP por kilograma de osso pode ser obtido. Ja a rhBMP-2 pode ser produzida em
abundancia. Essa proteina possui propriedades nao-antigénicas e nao-
imunogénicas, ndo havendo risco de transferéncia de doenga humana porque ela
€ uma proteina produzida por principios de bioengenharia (Genetics Institute,

Cambridge Mass, unpublished reports, 1995).

A atividade osteoindutora das proteinas morfogenéticas recombinantes
humanas (rhBMPs) foi avaliada em estudos in vivo (Fujimura et al., 1995;
Kusumoto et al., 1995). Devido a potente agdo osteoindutora observada nesses

estudos, torna-se evidente o potencial dessas proteinas para uma grande
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variedade de aplicagdes clinicas, como cirurgias reconstrutivas, defeitos 6sseos
provocados por processos patolégicos, perdas ésseas fisioldgicas, dentre outras
(Johnson et al., 1988 a, b, 1990; Toriumi et al., 1991; Marden et al., 1994; Boyne,

1995).

Relagao entre BMP e TGF-f

Embora as BMPs facam parte da superfamilia TGF-, parece ndao haver
muitos efeitos em comum sobre diversos tipos celulares, conforme demonstrado
em estudos in vitro. Por exemplo, o TGF-f3 inibe a produgao de fosfatase alcalina
em varios tipos celulares, incluindo as células C26, W-20-17 e MC3T3-E1 (Noda &
Rodan, 1986; Katagiri et al., 1990b), enquanto as BMPs aumentam a produgao
dessas substancia nos mesmos tipos celulares. Também em contraste com as
BMPs, o TGF-B suprime a incorporagdo de sulfato em alguns tipos celulares

especificos.

Si et al. (1998) estudaram as agdes sinergéticas da rhBMP-2 e TGF-B1 na
formacao dssea. Os autores enxertaram essas substancias combinadas ao osso
bovino ceramico no musculo da coxa de 45 camundongos na forma de trés
complexos diferentes: apenas rhBMP-2, apenas TGF-1 e rhBMP-2 associada ao
TGF-B1. A analise histoldgica apds 3, 5, 7 e 14 dias mostrou que, com excecao do
grupo que recebeu apenas TGF-f, ocorreu neoformagao éssea ectopica, e que a

quantidade de tecido 6sseo neoformado induzido pela rhBMP-2/TGF-31 foi maior
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do que com o enxerto de rhBMP-2 isoladamente, com diferengas estatisticamente

significantes.

Uso ectépico da BMP

Gao et al. (1995) estudaram, por meio de métodos histoquimicos, os
mecanismos pelos quais as BMPs induziam a formacao 6ssea em outros tecidos.
Verificaram que este efeito pode ser dependente da expressao celular de certas
substancias, tais como a fibronectina, a BMP enddgena e a fosfatase alcalina.

Chaudhari, Ron e Rethan (1997) examinaram a rhBMP-2 e seus efeitos, in
vitro, usando marcadores bioquimicos para fenotipos osteoblasticos, em culturas
primarias de osteoblastos de calvaria de fetos de ratos. Os resultados indicaram
que a rhBMP-2 estimula a atividade da fosfatase alcalina e paratorménio (PTH),
além de induzir a produgcdo de AMP ciclico e a biossintese de colageno numa
forma dose-dependente, em culturas confluentes e apds 48 horas. Foram também
estudados os efeitos da rhBMP-2 na atividade da fosfatase alcalina na presenca
ou auséncia do acido ascorbico. Os resultados indicaram que a presenca do acido
ascorbico potencializou o efeito da rhBMP-2, porém sua auséncia nao pareceu ser
determinante, demonstrando que ele ndo seria um co-fator essencial na ativagao
da rhBMP-2, mas sim capaz de amplificar os efeitos osteoindutores da rhBMP-2.

Ong et al. (1997) compararam, in vitro, a atividade de osteoblastos tratados
ou ndo com BMP-2, aplicados a superficie de titanio, e verificaram um aumento
significativo de fosfatase alcalina e vitamina D3, aparentemente responsavel pela

producao de osteocalcina.
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Uso das BMPs em pequenos defeitos 6sseos

Xiang et al. (1993) analisaram a osseointegracao de cilindros de titanio
enddsseos em 15 cdes edéntulos. Foram testados implantes recobertos com
BMPs bovinas e com albumina bovina. Apds 8 semanas, foram observadas areas
de tecido fibroso ao redor dos implantes recobertos com albumina, enquanto os
implantes cobertos com BMPs apresentavam uma area de contato continua com o
0sso adjacente, indicativa de maior osseointegracgao.

Sigurdsson et al. (1995) avaliaram a regeneragdo de cemento e 0sso em
defeitos supra-alveolares de 5x5mm criados cirurgicamente em caes Beagle e
tratados com rhBMP-2. O grupo experimental recebeu rhBMP-2 associada a
particulas biodegradaveis misturadas em sangue autdlogo enquanto os defeitos
no grupo controle foram deixados apenas com o coagulo. Observou-se pequena
quantidade de reabsorgédo 6ssea no primeiro grupo e extensas areas reabsorvidas
no grupo controle, indicando uma agéo significativa da rhBMP-2 na estimulagao da
regeneragao ossea periodontal.

Sigurdsson et al. (1996) avaliaram diversos carreadores para a rhBMP-2,
num estudo sobre o processo de regeneracgao periodontal em defeitos de tamanho
critico, na regido supra-alveolar de caninos de cédes da ragca Beagle. Foram
usadas matrizes ésseas desmineralizada (DBM) e cristalina bovina (Bio-Oss),
esponja de colageno absorvivel (ACS), além de acido poliglicélico (PLGA) e
granulos de acido polilatico (PLA), associados a 0,2mg/mL de rhBMP-2. Apds 8
semanas, os animais foram sacrificados e os tecidos analisados histologicamente.
Regeneracao 6ssea substancial foi observada nos grupos em que foi aplicada a

rhBMP-2, sendo os carreadores DBM e Bio-Oss os que apresentaram melhores
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resultados, apesar de alguns problemas quanto ao uso clinico desses
carreadores. Este estudo indicou que a qualidade do material carreador, incluindo
a capacidade de manter espaco pode afetar a agao da rhBMP-2 sobre o processo
de regeneracgao periodontal.

Nevins et al. (1996) utilizaram rhBMP-2 como material de enxerto no
levantamento de seio maxilar, em 6 cabras adultas. A formacdo Ossea foi
observada através de sequenciais radiograficas, tomografias computadorizadas e
analises histopatoldgicas. Os resultados mostraram que a rhBMP-2 foi capaz de
induzir a formacgao de tecido 6sseo trabecular denso no assoalho do seio maxilar,
sem nenhuma resposta adversa apds 12 semanas.

Higuchi et al. (1999) avaliaram o potencial de recuperagao 6sseo em ratos
Long-Evans apdés aplicagdo de BMP-2. Para isso um defeito de 5mm de didametro
foi criado na regido do angulo mandibular, sendo que no grupo experimental foi
aplicado 6ug de rhBMP-2 em 60ul do copolimero PGS utilizado como material
carreador € no grupo controle, apenas foi aplicado o material carreador. Os
animais foram sacrificados apds 4 semanas e as mandibulas submetidas a
processamento histolégico para posterior analise histomorfométrica. Os resultados

obtidos apontaram substancial formagao 6ssea no grupo que continha a rhBMP-2.

Uso das BMPs em grandes defeitos 6sseos

Boyne et al. (1996) produziram defeitos Osseos bilaterais de 2,2cm na
mandibula de 7 macacos Rhesus. Trés macacos tiveram duas lojas cirurgicas
preenchidas com doses diferentes de rhBMP-2 (0,8mg/centimetro e

0,2mg/centimetro). Em 4 macacos, um defeito 6sseo recebeu 0,4mg/centimetro de
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rhBMP-2 e o outro foi preenchido por osso autégeno. Apds 4 meses, as areas
enxertadas receberam implantes de titanio, sendo possivel observar a completa
regeneragao O0ssea nos 7 animais. A analise histologica dos 3 macacos que
receberam a proteina revelou altas taxas de matriz éssea calcificada, assim como
varias camadas de osso lamelar no rebordo, indicando que a rhBMP-2 é capaz de
induzir a regeneracao de defeitos dsseos criticos.

Boyne, Nath e Nakamura (1998) compararam também em macacos
Rhesus a utilizagdo da proteina 6ssea morfogenética do tipo 2 (rhBMP-2) com
enxerto Osseo medular autégeno particulado esponjoso (PMCB) para a
regeneragao de defeitos criados cirurgicamente, simulando fissuras maxilares. Os
autores concluiram que a rhBMP-2, em combinagdo com um osteocondutor
apropriado, pode ser um substituto efetivo para o enxerto autégeno de PMCB na
reconstrugcao de defeitos 6sseos de fissuras congénitas de maxila.

Marukawa et al. (2001) avaliaram os efeitos da rhBMP-2 na formacao
O0ssea de defeitos no osso alveolar mandibular de primatas jovens Rhesus, de
forma isolada ou em esponja revestida de acido poliglicélico (PGLA), chegando a
conclusao de que a combinacdo com PGLA pode ser uma alternativa efetiva na
substituicdo do enxerto 6sseo autdgeno para reconstrugdo cirurgica na pratica
clinica. Entretanto, na forma isolada, a rhBMP-2 ndo demonstrou tanta eficiéncia,
exigindo assim um material osteocondutor quando usada em grandes defeitos
0sseos.

Yamamoto et al. (2006) propuseram investigar a capacidade do hidrogel
biodegradavel de gelatina como material carreador da rhBMP-2 na regeneragao

ossea de coelhos. Para isso, foram criados defeitos 6sseos criticos de 20mm no
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osso ulnar de coelhos neozelandeses e 17ug de rhBMP-2 foi incorporada em
quantidade suficiente do gel para preencher o defeito 6sseo. As analises por raios
X de baixa intensidade revelaram maior quantidade de tecido 6ésseo neoformado
no grupo que continha a BMP-2 incorporada ao hidrogel do que no grupo que
continha somente o hidrogel, sugerindo assim que este gel possui propriedades

adequadas para a biodisponibilizacédo da BMP-2.

Carreador para a biodisponibilizagao da proteina

A proteina morfogenética de classificagdo 2, ou rhBMP-2, vem provocando
interesses para aplicacdes clinicas, por sua capacidade diferenciada de induzir a
ossificagao e por estar disponivel comercialmente.

Entretanto, in vivo, a rhBMP-2 se difunde rapidamente a partir do local de
implantacdo, quando depositada em solugcdo, o que abrevia o seu efeito
osteoindutor (Fujimura et al., 1995). Para isso, estudos recentes tém demonstrado
que a aplicacao de doses elevadas dessas proteinas diretamente sobre os tecidos
nao € tao eficaz quanto a inducdo de osteogénese, pela rapida metabolizagao
protéica (Wang et al., 1990; Wozney et al., 1990); entretanto, doses menores, mas
sustentadas, parecem produzir resultados satisfatorios (Yasko et al., 1992; Gerhart
et al.,, 1993; Lee et al.,, 1994; Bostrom et al.,, 1995). Assim, a presenga de um
material carreador influencia no volume de osso formado e diminui a quantidade
de proteina necessaria para a indugao da formacido éssea. Portanto, o papel da
matriz carreadora € o de imoblizar a proteina no sitio em que foi implantada por

um periodo de tempo suficiente para que ocorra a resposta celular. Para isso, o
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carreador deve apresentar caracteristicas satisfatérias quanto as propriedades
quimicas, textura superficial, tamanho dos poros, volume de lacunas, taxa de
biodegradagao, hidrofobicidade e hidrofilicidade, cristalinidade e cinética de
liberagdo das moléculas a serem incorporadas (Hollinger & Battistone, 1986;
Hollinger, 1993; Hollinger et al., 1995; Hollinger & Leong, 1996). Nesse sentido,
substancias capazes de disponibilizar as BMPs aos tecidos por periodos
prolongados, tais como as esponjas de fibrina e colageno, hidroxiapatita, sulfato
de calcio, matriz 6ssea desmineralizada, ceramicas de fosfato de calcio, biovidros,
organoapatitas, organofosfatos, homopolimeros polilacticos e materiais sintéticos
como os copolimeros tém sido utilizados como carreadores em diversos estudos
(Miller & Rhodes, 1982; Bolander & Balian, 1986; Kawamura et al., 1987;
Yamazaki et al., 1988; Takaoka et al., 1988, 1991; Hollinger et al. 1989; Desilets et
al., 1990; Richard et al., 1991; Ripamonti, 1991; Sato et al., 1991; Miyamoto et al.,
1992; Stupp & Ciegler, 1992; Ripamonti & Reddi, 1992; Katz et al., 1993; Li, 1993;
Ohgushi et al., 1993; Damien et al., 1994; Ducheyne et al., 1994; Hollinger et al.,

1995; Renier & Kohn, 1997; Matsuo et al., 2003; Peterson et al., 2005).

Entretanto, propriedades como reabsorgcdo controlada, densidade
adequada para suportar os tecidos moles, liberacdo sustentada de farmacos,
facilidade de manipulagao e aplicagédo, sdo propriedades desejaveis, porém nem
sempre encontradas nos materiais atualmente disponiveis (Bessho & lizuka, 1995;

Bessho et al., 2002; Keskin et al., 2005).

Assim, biomateriais osteocondutivos podem servir como ponto inicial para

desenvolver carreadores de BMPs. Obviamente, cada classe de biomateriais
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osteocondutivos tem suas vantagens e desvantagens, sendo a comparagao entre
os diferentes materiais usados como carreadores dessas proteinas uma tarefa
dificil, em funcdo dos diferentes modelos experimentais e dos diferentes sitios
anatbmicos utilizados para a implantacdo do material (Lindholm & Gao, 1993;

Hollinger & Leong, 1996).

Estudos pré-clinicos tém enfatizado que a otimizagdao na aplicagao clinica
das proteinas morfogenéticas é dependente de uma liberagdo sustentada em
pequenas doses, pois proporcionam menores riscos de efeitos colaterais. Além do
mais, um sistema carreador adequado deve ser seguro e apresentar propriedades
bem definidas e resultados previsiveis. O material carreador deve exibir ainda, a
plasticidade necessaria para aplicagdo em regides com caracteristicas anatdmicas

distintas (Riley et al., 1996; Ripamonti & Duneas, 1996).

Assim, alguns materiais tém sido apontados como sistemas carreadores
adequados para as rhBMPs. O material carreador ha mais tempo utilizado e,
portanto, mais estudado é o colageno, citado na literatura como um material
biocompativel e eficiente na liberagdo sustentada da rhBMP, independentemente
do seu sitio de implantagdo (Sigurdssan et al., 1995; Sigurdsson et al. 1996;
Toriumi et al., 1990; Kirker-Head et al., 1996). O colageno oferece as células um
substrato permissivo para sua unido e diferenciacdo (Sampath & Reddi, 1981;
Reddi, 1992). O colageno € o principal componente da matriz extracelular (ECM),
que influencia a biologia das células sensibilizando os receptores na sua

superficie, interagindo com fatores de crescimento, como as BMPs, e
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proporcionando um ambiente de interagdo (Sampath & Reddi, 1981; Paralkar et

al., 1990; Reddi, 1992; Vukicevic et al., 1993).

Kenley et al. (1994) realizaram um estudo em que o PLGA foi aplicado puro
ou combinado a 10 ou 30 pg de rhBMP-2 em defeitos 6sseos de 8mm em calvaria
de ratos, para comparagdo com um grupo controle em que foi implantada apenas
a matriz 6ssea colagena. Apds 21 dias, os animais foram sacrificados e
submetidos a analise radiografica e histomorfométrica. O exame radiografico
revelou radiopacidade em todos os animais em que foi aplicada a rhBMP-2,
indicando neoformacgao 6ssea, enquanto a analise histolégica revelou reabsorgao
do PLGA apds 21 dias. Os autores salientaram a necessidade de se pesquisar
materiais carreadores que permanegcam no local e que sejam capazes de

disponibilizar essas proteinas aos tecidos adjacentes de modo gradual.

Uma consideracao importante no uso de carreadores para as proteinas
morfogenéticas diz respeito ao volume do defeito a ser reparado. Defeitos ésseos
muito grandes requerem uma quantidade apreciavel de biomaterial a ser
implantado e levam mais tempo para que o carreador seja reabsorvido, o que
pode levar a formacao de tecido fibroso e interferir no processo de remodelacao
Ossea. Esse aspecto é apresentado no trabalho de Sirgudsson et al. (1996), que
compararam a eficacia da matriz 6ssea desmineralizada, osso mineral bovino,
esponja de colageno e granulos de PLGA e PLA, como carreadores para a
rhBMP-2, quando implantados em defeitos periodontais na regido supra-alveolar
de canino. Embora esses carreadores apresentassem propriedades fisico-

quimicas diferentes, quantidades substanciais de tecido dsseo e cementario foram



Mestrado, Issa JPM 33

observadas em todos os casos. Nesse estudo, os granulos de PLA e osso mineral
nao se degradaram de modo significativo apdés 8 semanas, o que limitou a
quantidade de tecido 6sseo neoformado. O volume do defeito dificultou a
estabilizagcdo do carreador, especialmente dos particulados, que pareciam migrar

para o sitio de implantacgao.

Uso de BMPs associadas a membranas

Galgut (1993), utilizando membranas biodegradaveis na regeneragao
tecidual guiada, verificou uma cicatrizagao rapida, com recuperagéo da anatomia e
do epitélio queratinizado e minima retragao do tecido mole. O autor concluiu que
esse material biodegradavel eliminaria um segundo procedimento cirurgico de
remogao e poderia ser utilizado como rotina em procedimentos cirurgicos de

regeneragao.

Zellin e Linde (1997) investigaram se membranas fixadas isoladamente ou
em combinagao com a rhBMP-2 na regiao craniofacial e precocemente expostas,
sao capazes de contribuir no processo de cicatrizacdo dssea em defeitos criticos
de ossos longos de coelhos. Para isso um defeito de 10mm de extens&o, no 0sso
radio, foi tratado com a fixacdo de membranas dilatadas de politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE). Os resultados mostraram uma formacédo 6ssea minima no
interior do defeito e em muitos casos o colapso das membranas, porém, quando
se utilizou membranas em combinagdo com a rhBMP-2, ocorreu a formagao de

um filete 6sseo ligando os dois cotos do defeito em 10 semanas. Os autores
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concluiram que membranas combinadas com rhBMP-2 podem produzir uma

completa cicatrizagao do defeito em ossos longos de coelhos.

Fritz et al. (2000) verificaram como membranas de grande comprimento
podem permanecer em posicao em grandes defeitos 6sseos, para a promocao de
regeneragao guiada, num experimento em 18 macacos adultos da espécie
Macaca mulatta. Os autores criaram defeitos 6sseo bilaterais mandibulares
padronizados em 8x19mm e os recobriram com membranas refor¢adas (ePTFE)
estabilizadas por mini parafusos. Nenhum material foi adicionado ao defeito. Os
resultados indicaram, através de radiologia digital e histomorfometria, que nenhum
aumento 6sseo ocorreu nos casos de membranas expostas por 1 més ou menos.
Os autores sugerem, com base nos resultados encontrados, que membranas
fixadas no lugar por 1 més ou menos resultaram em minimo ganho 6sseo,
comparado com membranas fixadas por 2 a 12 meses. Os resultados histolégicos
mostraram que o osso formado apds 2 meses da insergdo da membrana ja era

maduro.

Aplicacgao clinica da rhBMP-2

A efetividade no uso da rhBMP-2, representada pela quantidade e nivel de
inducdo para formacgao Ossea € afetada pelo carreador utilizado, espécie animal e
pelo tempo de espera até o sacrificio do animal (Wozney, 1995; Zellin & Linde,
1997). Yasko et al. (1992) em um estudo sobre os efeitos da rhBMP-2 em fémur

de ratos, observaram que uma dose de 11ug de rhBMP-2 resultou em significante
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formagdo Ossea, com evidéncias mecanicas, radiograficas e histologicas dessa
unido, enquanto que uma dose de 1,4ug produziu novo 0sso, mas sem evidéncias
de unido. Outros estudos demonstraram também que dosagens muito altas de
rhBMP-2 nao sao efetivas, cabendo ao carreador o papel de proporcionar uma

distribuicao lenta e gradual da rhBMP-2 (Zellin & Linde, 1997).

Varios experimentos foram realizados para se testar a habilidade
osteoindutora das proteinas morfogenéticas na recuperagao de defeitos ésseos
criticos realizados nas mais variadas espécies animais, entre eles, nos ratos (Doll
et al.,, 1990; Mark et al., 1990), coelhos (Moore et al., 1990), cachorros (Sato &
Urist, 1985; Urist et al., 1987b; Nilsson & Urist, 1991), ovelhas (Lindholm et al.,
1988) e macacos (Ferguson et al., 1987). Em todos esses estudos, ha indicios de
que as moléculas de BMP sdo muito uteis no tratamento de inUmeras condicdes
clinicas onde se objetiva a formagéo de osso novo (Einhorn, 1992).

Assim, uma nova classe de tratamentos esta sendo realizada empregando
essas proteinas recombinantes e, dessas proteinas, a rhBMP-2 é a que possui
maior numero de estudos pré-clinicos e clinicos sobre potencial toxicoldgico.
Esses estudos incluem a rhBMP-2 em doses unica e multipla, bem como estudos
de fertilidade e teratologia. Dosagens de rhBMP-2 foram administradas por via
intravenosa (IV), similarmente a outros estudos. Em todos os estudos, as
dosagens de rhBMP-2 (por kilograma de peso corpéreo) foram selecionadas em

uma quantidade inferior aquela utilizada nos estudos clinicos humanos.

Uma unica dose intravenosa de 5,3mg/Kg de peso corporeo em ratos e

caes revelou ser compativel, ndo havendo perdas ou qualquer outra complicagao
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durante o tratamento (Schaub, 1993). A toxicidade da rhBMP-2 apds multiplas
doses foi avaliada em ratos Sprague-Dawley e caes da raga beagle (Schaub,

1993), sendo que apods 28 dias de estudo, nenhum efeito adverso foi notado.

Em estudos de teratologia com ratos e coelhos, o tratamento com rhBMP-2
em ratos e coelhos gravidos, ndo produziram qualquer toxicidade maternal
sistémica ou anormalidade fetal com dosagens de até 1,6mg/Kg/dia. Nos estudos
de fertilidade, nenhum efeito maternal ou paternal na performance reprodutiva foi
observada com dosagens de até 0,16mg/Kg/dia (Genetics Institute, Cambridge

Mass, unpublished reports, 1995).

Monoleina

Atualmente os lipideos estdo se destacando como potenciais excipientes
para a industria farmacéutica, apresentando caracteristicas interessantes para
serem usados como sistemas carreadores de farmacos, com particular interesse
na veiculagao de farmacos pouco solluveis em agua. Varios lipideos obtidos de
fontes naturais com polaridade variavel ja& se encontram disponiveis

comercialmente (D Antona et al., 2000).

A monoleina ou monoleato de glicerila € um lipideo polar capaz de formar
géis de fase liquido-cristalina liotrépica quando em contato com a agua. Trata-se
de um composto anfifilico que apresenta uma cadeia carbbnica de 18 carbonos

contendo uma insaturacio do tipo cis no carbono 9 e esta cadeia esta unida ao
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glicerol por uma ligacéo éster. A presenca da dupla ligagao favorece a formagao

de estruturas nao lamelares, como a fase cubica (Shah & Paradkar, 2005).

Sistemas formados por monoleina e agua apresentam varias caracteristicas
desejadas para os sistemas de liberacdao de farmacos e por isso vém sendo
propostos para este fim. Estes sistemas sado atoxicos, GRAS (geralmente
reconhecidos como seguros) e sdo bastante usados na industria farmacéutica de
alimentos e cosmeéticos. Eles sdo também biodegradaveis, uma vez que a
monoleina pode ser degradada por esterases presentes em varios tecidos, sendo
liberado acido oléico e glicerol, além de serem considerados biocompativeis, pois
sdo produzidos naturamente como um produto final da digestdo de lipideos

(Norling et al., 1992; Stoltze, 1995; D Antona et al., 2000).

Esses sistemas tém sido utilizados como carreadores de farmacos em
varias formas farmacéuticas, assim como em varias vias de administragao (Shah
et al., 2001), como, por exemplo, matrizes semi-sdlidas, implantes subcuténeos e
intra-musculares (Mallone et al.,, 2000), injecao intravenosa (Lee & Kellaway,
2000a,b) e também géis para apliccéo intra-nasal (Ramanathan et al., 1998). A
monoleina também apresenta propriedades bioadesivas, o que indica seu uso em
sistemas de liberacéo trans-mucosa (Geraghty et al., 1997; Lee et al., 2001). Por
via oral, pode se utilizar capsulas contendo matrizes de monoleina que, no
momento do uso, formara a fase cubica quando em contato com liquidos corporais
(Chang & Bodmeier, 1997a) ou ainda matrizes com monoleina, nas quais haveria
a formacdo de uma camada liquido-cristalina ao redor da matriz quando em

contato com o meio aquoso (Nielsen et al., 1998). Capsulas contendo metoprolol e
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monoleina sdo exemplos da administracdo por via oral com formacgado da fase

cubica in vivo (Carr et al., 1997).

Uma das caracteristicas importantes da fase cubica é sua estabilidade
fisica em excesso de agua, assim como estabilidade a 37°C, o que possibilita sua
administragao por varias vias, mantendo sua estrutura quando em contato com

fluidos bioldgicos (Lara et al. 2005).

Para via parenteral, no entanto, uma dificuldade encontrada para a
administracdo € a elevada viscosidade da fase cubica, o que dificulta sua
administracdo por meio de injecdo (Puri & Bansal, 2004). Neste caso, sdo
utilizados sistemas liquido-cristalinos de fase lamelar, menos viscosos e que
podem ser injetados através de uma seringa, 0os quais absorvem agua do meio
circundante e se convertem em fase cubica no local de aplicagdo (Sadhale &
Shah, 1999a). As propriedades de fluxo de sistemas de monoleina, assim como a
mesofase formada, também podem ser alteradas visando maior facilidade para
injecao através de mistura de solventes ou outros excipientes variados (Norling et
al., 1992; Alfons & Engstron, 1998; Chang & Bodmeier, 1998; Nielsen et al., 1998;

D’Antona et al., 2000; Malonne et al., 2000).

Com relagao a incorporagao de farmacos, os sistemas de monoleina e agua
sao capazes de solubilizar farmacos com diferentes propriedades fisicas e
quimicas (Caboi et al., 2000; Lee et al., 2005). Devido a seu carater anfifilico, o
sistema é capaz de incorporar tanto farmacos lipofilicos como hidrofilicos (Chang

& Bodmeier, 1997b; Malonne et al., 2000; Boyd et al.,, 2006). Os farmacos
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hidrofilicos ficam solubilizados nos canais de agua do sistema, enquanto que
farmacos lipofilicos ficam incorporados na bicamada lipidica. Os géis de fase
cubica de monoleina e agua mostraram-se capazes de promover uma liberagao
lenta de farmacos (Wyatt & Dorschell, 1992). Burrows et al. (1994) estudaram a
liberagao in vitro de varios farmacos com solubilidades diferentes a partir de géis

de fase cubica de monoleina e agua.

Também podem ser incorporados farmacos de varias massas moleculares,
inclusive peptideos e proteinas, sem perda da atividade biolégica de enzimas
(Nylander et al., 1996; Shah et al., 2001). Ericsson et al. (1983) demonstraram que
sistemas de fase cubica de monoleina e agua sao capazes de incorporar
proteinas de varias massas moleculares, além de permitir a liberacdo destas
proteinas, com a manutencido da atividade enzimatica, o que foi observado com
lizosima. Nesse estudo, a formacao de fase cubica parece ser facilitada quando as
proteinas apresentam carga liquida. Também ja foi demonstrado que sistemas de
fase cubica de monoleina e agua aumentaram a estabilidade de farmacos
peptidicos, através de uma acgéo protetora contra degradacao enzimatica (Lee &

Kellaway, 2000 a,b).

Leslie et al. (1996) estudaram a encapsulagdo de hemoglobina em sistemas
de fase cubica de monoleina, obtendo elevada eficiéncia de encapsulagao sem
provocar alteragao na estrutura da hemoglobina. O sistema permitiu uma liberagao
lenta da hemoglobina encapsulada e pode ser sugerido como potencial veiculo

para hemoglobina e outros agentes bioativos.
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Os sistemas de fase cubica de monoleina também foram estudados como
veiculos potenciais para a liberagao de insulina, apresentando inclusive, aumento
na estabilidade da mesma. Nestes estudos, o gel de fase cubica foi capaz de
incorporar insulina e aumentar sua estabilidade, por meio de um efeito protetor
contra agregacao de moléculas que pode ocorrer com farmacos peptidicos em
solucao e que leva a precipitacdo e inativagao do farmaco. Os sistemas liquido-
cristalinos de fase lamelar que sdo capazes de absorver agua e se converterem
em fase cubica in situ foram utilizados para a incorporagao de insulina devido a
sua menor viscosidade, o que facilita a administracdo injetavel. A insulina
incorporada nestes sistemas nao apresentou alteragdo em sua estrutura,
mantendo sua conformagao nativa e sua atividade bioldgica. A liberagéo in vitro da
insulina nestes sistemas foi lenta, apresentando 100% de liberagcdo em 4 dias.
Entretanto, estudos in vivo apresentaram uma liberagdo mais rapida de insulina,
provavelmente devido a degradagao do sistema no tecido subcuténeo pela agao

de esterases (Sadhale & Shah, 1999 a, b).

Os sistemas de monoleina e agua também apresentam propriedades
bioadesivas, ainda que o mecanismo de bioadesdo nao esteja completamente
elucidado (Geraghty et al.,, 1997; Lee & Kellaway, 2000b). Os sistemas
precursores de fase cubica apresentam propriedades bioadesivas maiores do que
a fase cubica propriamente dita, sugerindo um mecanismo de bioadesao
inespecifico, no qual ocorre a formagao da fase cubica durante o processo de
bioadesdo, provavelmente envolvendo a desidratacdo da mucosa no local de

aplicacao (Nielsen et al., 1998; Lee et al., 2001).
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Norling et al. (1992) estudaram um sistema liquido-cristalino de monoleina
capaz de se transformar em fase cubica in situ para a administracdo do
metronidazol para aplicacdo em bolsa periodontal. O sistema apresentou liberagao

lenta do farmaco, através da difusdo do mesmo pelos canais de agua do gel.

Geraghty et al. (1996) avaliaram o uso de um sistema de monoleina e agua
como sistema de liberagdo para farmacos anto-muscarinicos (brometo de
propantelina e cloridrato de oxibutinina) para administragdo vaginal, observando
que o sistema sustentou a liberagao dos farmacos por periodos de 18 a 20 horas.
A cinética de liberagao foi dependente da raiz quadrada do tempo, indicando que a
liberagao dos farmacos foi controlada por difusdo e sugerindo que a velocidade de
liberacdo dos farmacos foi controlada pela difusdo das moléculas através dos

canais de agua da fase cubica liquido-cristalina.

Os sistemas de monoleina foram avaliados como sistemas intra-nasais para
administragcao de prometazina, num estudo comparativo entre formulacdes intra-
nasais (gel de monoleina e microsferas de carboximetilcelulose) e injegao intra-
venosa. As formulagdes intra-nasais demonstraram biodisponibilidade comparavel
e velocidade de absorgao maior do que injeg¢ao intra-muscular em cachorros, sem
apresentar irritabilidade ou inflamacgao local no sitio de administragdo, sendo
consideradas como formulagbes promissoras para a administracdo de
prometazina. Neste estudo, entretanto, as microsferas de carboximetilcelulose
apresentaram biodisponibilidade maior do que o gel de fase cubica (Ramnathan et

al., 1998).
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Lee & Kellaway (2000a,b) estudaram sistemas de fase cubica e lamelar de
monoleina para a administragcdo de um peptideo modelo (D-Ala, D-Leu encefalina)
na forma de sistemas bioadesivos bucais, aproveitando as propriedades
bioadesivas da monoleina. A liberagao do peptideo mostrou ser influenciada pelo
teor inicial de agua do sistema, assim como pela temperatura (Lee & Kellaway,
2000a). Os sistemas liquido-cristalinos apresentaram fluxo de permeacao in vitro
na mucosa bucal maiores do que o controle, sugerindo um efeito promotor de
absor¢cao da monoleina (Lee & Kellaway, 2000b). A adicdo de acido oléico e
polietileno 200 em sistemas de fase cubica de monoleina e agua nao modificou a
estrutura dos mesmos e aumentou a permeacéo in vitro do peptideo D-Ala, D-leu
encefalina, otimizando o efeito promotor da monoleina no sistema (Lee &

Kellaway, 2000c).

Malonne et al. (2000) estudaram sistemas de monoleina para a
administracdo de cloridrato de tramadol na forma de implantes injetaveis
intramusculares, verificando através de estudos in vitro e in vivo, que a formulacao

avaliada proporciona liberacao sustentada do farmaco.

A monoleina também vem sendo proposta como adjuvante na formulagao
de vacinas, mostrando-se capaz de aumentar a resposta imune em estudos de
formulagbes para imunizagcdo através da mucosa nasal (Schroder & Svenson,

1999).

Os sistemas liquido-cristalinos podem ser utilizados no desenvolvimento de

sistemas de liberacado de farmacos transdérmicos. Os cristais liquidos aumentam a
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solubilidade de compostos e favorece o coeficiente de difusdo de farmacos,
facilitando o transporte do farmaco através de membranas biolégicas, bem como
através da pele (Wahlgren et al., 1984). Além disso, foi demonstrado que lipideos
extraidos do estrato cérneo humano formam estruturas liquido-cristalinas
lamelares, sendo que os lipideos polares sao os maiores responsaveis pela
estrutura organizacional dos lipideos da pele. A estrutura lamelar formada pelos
lipideos no estrato corneo é considerada essencial para a funcdo de barreira do
mesmo (Kayali et al., 1991). Em virtude desta afinidade com a estrutura dos
lipideos do estrato cérneo, sistemas liquido-cristalinos podem ser apropriados

para o desenvolvimento de sistemas transdérmicos.

Além disso, a monoleina é considerada um promotor de absorcéo,
facilitando a permeacao de farmacos através da pele. Tem sido sugerido que a
monoleina é capaz de penetrar nos dominios intercelulares do estrato cérneo e
modificar a estrutura dos lipideos, rompendo a estrutura organizada dos mesmos,
0 que é essencial para a fungao de barreira na pele e, desta maneira, facilitando a
difusdo de farmacos através da pele (Ogiso et al., 1995). A presenca de uma
insaturagcdo na cadeia carbbnica da monoleina pode ser responsavel pelo seu
efeito promotor, formando espagos que alteram a organizagao lipidica da pele
(Tanojo et al., 1997). Os sistemas de monoleina e agua foram capazes de
aumentar a permeacao de farmacos em membranas e na pele, além de serem
capazes de controlar a liberagao de farmacos. Carr et al. (1997) encontraram uma

permeacao de nicotina através do estrato cérneo de 2 a 3 vezes maior utilizando-
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se geéis de monoleina e agua quando comparado com sistemas nao liquido-

cristalinos, sugerindo o efeito promotor do lipideo.

Embora a descoberta das proteinas morfogenéticas e sua produgdo em
laboratério sejam relativamente recentes, ja é bem reconhecida a acao
osteogénica potente que apresentam. A aplicacdo da rhBMP-2 em combinagao
com o gel de monoleina, para uma liberagdo controlada, podera produzir
resultados cientificamente relevantes. Apesar de nao haver relatos na literatura
sobre seu uso em associagao as proteinas morfogenéticas, € bem documentado
seu sucesso na liberagao controlada de farmacos sobre a pele ou mucosa. Pelo
fato de apresentar consisténcia fisica apropriada, facilidade para associagao de
substancias farmacologicamente ativas e ser de facil produgao, justifica-se o

interesse na sua avaliagao como agente carreador.



PROPOSICAO
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Diante das amplas possibilidades de uso das proteinas morfogenéticas na
Odontologia, este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade e a quantidade
do tecido 6sseo neoformado, sob estimulo da associagao rhBMP-2/monoleina, em
defeitos criados no osso mandibular de ratos Wistar, utilizando-se métodos

histomorfométricos e estatisticos para a analise.



MATERIAL E METODO
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Infra-estrutura para implementag¢ao da pesquisa

O Campus da USP de Ribeirdao Preto possui Biotério Central que
providencia distribuicdo regular de cobaias (Cavia porcellus), ratos Wistar e
camundongos Suicos. O laboratério de Diagndstico Molecular localizado no
Departamento de Materiais Dentarios e Prétese, os laboratérios de Neurofisiologia
Molecular e de Pesquisa Macro e Microscépica localizados no Departamento de
Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirao
Preto e o laboratério de Tecnologia Farmacéutica situado na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP-RP, contam com salas para experimentagcao
animal, equipamentos para obtencdo dos sistemas baseados em monoleina e
BMP, analise quimica, pesagem e analises histolégicas e histoquimicas. Entre os
equipamentos disponiveis estdo microcomputadores, microscopio Leica e Nikon,
criostato, cromatografos a liquido, micrétomo para cortes histoldgicos, “freezers” (-
20 e -70°C), estereotaxico, agitador orbital refrigerado, destilador de vidro, balanga

digital e contador Geiger.

A proteina morfogenética utilizada neste estudo foi gentiimente doada pelo
Prof. Dr. Walter Sebald, do Theodor-Boveri-Institut fur Biowissenschaften
(Biozentrum) der Universitat Wirzburg, Wurzburg, Alemanha, que é o autor do

meétodo de producéo industrial da rhBMP-2 em cultura de E. coli.
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Obtenc¢ao das formulagoes

Os géis de monoleina foram obtidos na proporgdo 7:3 (Monoleina:Agua),
contendo 15 ug de BMP por volume aplicado no defeito 6sseo. O preparo consistiu
da seguinte sequéncia: pesou-se a monoleina em béquer de vidro, aquecendo até
45° C e adicionou-se agua na mesma temperatura, deixando em equilibrio até a
formagdo de um gel transparente e viscoso. Adicionou-se a BMP em solugao
aquosa e homogeneizou-se a preparagao, sendo que esta quantidade de agua foi

descontada da anterior.

Selegcao dos animais

Para este trabalho foram selecionados 60 ratos Wistar adultos, machos,
pesando aproximadamente 350 gramas, oriundos do Biotério Central do Campus
de Ribeirdo Preto, USP, sendo alojados em caixas com 5 animais cada, com livre
acesso a agua e alimento, com temperatura controlada (23+1°C) e ciclo

claro/escuro de 12 / 12 horas, sendo o inicio do periodo de claro as 07:00 horas.
Os animais foram divididos em 4 grupos, cada grupo contendo 15 animais:

Grupo 1: 15 animais contendo apenas o defeito 6sseo critico.

Grupo 2: 15 animais contendo o defeito dsseo critico mais a aplicacdo de

15 pug rhBMP-2 presente em solugdo aquosa.

Grupo 3: 15 animais contendo o defeito dsseo critico mais a aplicacdo do

gel de monoleina na area.
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Grupo 4: 15 animais contendo um defeito dsseo critico mais a aplicagcao de

15 pg rhBMP-2 na area, utilizando-se como carreador o gel de monoleina.

Foram realizadas cirurgias em 4 animais e os dados obtidos, tanto
macroscopicos quanto histologicos, revelaram a viabilidade de realizagédo do

projeto proposto.

Técnica Cirurgica

1- Anestesia

Os animais foram anestesiados com a solucdo anestésica de Coopazine
(Xylazina)- sedativo, analgésico e relaxante muscular; e Dopalen (Ketamina)-
anestésico geral, fornecido pela Agibrands do Brasil LTDA- Campinas, SP, Brasil,
na proporcao de 75-100mg/Kg de Ketamina e de 5-10mg/Kg de Xylazina, injetada
por via intramuscular (Figura 2A). Também foi feita a aplicagdo em ambos os
olhos dos animais, durante a cirurgia, de uma gaze estéril embebida em soro

fisioldégico a 0,9% com o objetivo de prevenir o ressecamento das corneas.

2- Incisao e divulsao dos tecidos

Os animais dos dois grupos, apos anestesia, foram submetidos a uma
incisdo de aproximadamente 1cm de extensdo na regido submentoniana direita,
com lamina de bisturi estéril numero 15, previamente montada em cabo de bisturi

numero 3. As fibras dos musculos masseter e bucinador serdo levemente
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afastadas com curetas (Golgran n° 3) adaptadas para se ter acesso a regiao

O0ssea que se deseja (Figura 2B).
3- Criacao do defeito ésseo critico

Na mandibula exposta, foi realizada a criacao do defeito 6sseo critico na
regido do corpo, no bordo inferior, da porcao direita da mandibula. Para isso se
utilizou de uma broca cirurgica tronco-cénica de ago adaptada em contra-angulo
(Kavo, Sao Paulo, Brasil) e, com o auxilio de um motor elétrico para implantes,
ajustado em 3000rpm, com constante e abundante irrigacdo com soro fisioldgico
0,9%, procedeu-se a uma osteotomia de 5x5mm (altura x largura) de extenséo,
trespassando as corticais 6sseas, de acordo com padrdes citados na literatura

(Figura 2C).
4- Sutura dos tecidos e medicacgao

Apds a cirurgia, procedeu-se a sutura dos tecidos em camadas.
Primeiramente, o tecido muscular foi reposicionado a sua posigao original, ou seja,
a posicao que ocupava anteriormente ao afastamento. Em seguida, a pele do
animal foi suturada com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José
dos Campos, SP, Brasil), de modo a fechar devidamente as margens do retalho.
Em seguida, cada animal recebeu uma dose de 0,1mL/100g de peso do antibiético

Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte (Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil).
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Controle pés-operatério

Os animais operados ficaram sob observagdo constante e receberam
alimentagcdo pastosa nos 3 primeiros dias. Apos este periodo, receberam ragao
comum para animais de pequeno porte, sendo feita a limpeza de suas caixas, com

troca da maravalha, diariamente.

Sacrificio dos animais e perfusao

Ap0ds o periodo pré-determinado de 2 semanas de criagao do defeito 6sseo
critico, os animais foram anestesiados com urethane 37,5% (usando-se 0,4 mL
dessa solugdo para cada 100g de peso corpéreo) e submetidos a perfusdo. Esta
se da pela passagem de uma solugado isotdnica, sendo a mais usada PBS
(solugdo tamponada de fosfato) a 0,01M, pH 7,4 (£200ml), pelo sistema
circulatério dos animais, lavando todo o sangue. Em seguida para promover a
fixagao dos tecidos, foi perfundido com o PFA 4% (paraformaldeido 4%) dissolvido
em solugao de PB a 0,1M, pH 7,4. O sistema de perfusdo € constituido por dois
frascos, um contendo PBS 0,01M e outro contendo PFA 4%, colocados a uma
altura de aproximadamente 150cm acima do animal para que os fluidos passem
pelo sistema circulatério com uma pressdo aproximadamente igual a pressao
sanguinea. As solugdes chegam até o animal por uma agulha introduzida no
ventriculo esquerdo sem se misturarem. E realizado um corte no atrio direito para

a saida do sangue e das solugdes. O sucesso da perfusdo pode ser percebido
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pelo tremor muscular causado pela reacédo do fixador com proteinas das células,

deixando o animal rigido (Figura 2D).

Processamento Histolégico

Apds a perfusdao, a mandibula contendo os dentes e tecidos moles
adjacentes foi removida, utilizando-se para isso tesouras e pingas adequadas. Os
tecidos moles presentes foram cuidadosamente separados do osso mandibular,
para a obtencdo do fragmento 6sseo contendo o defeito com margem de
seguranga. Esses fragmentos foram imersos na mesma solugéo fixadora por 24
horas. Em seguida, os espécimes foram descalcificados em EDTA+TRIS a 0,5M,
trocando-se as solugbes a cada 2 dias. Apds o periodo de descalcificagao, que foi
em torno de 3 semanas, a acado do acido foi neutralizada por 24 horas em uma
solugcdo de sulfato de sbédio a 5%. Em seguida, foram desidratados em série
crescente de alcoois: 70% (overnight), 80%, 85%, 90%, 95% e 100% (2 horas em
cada concentracéo). Feito isso, esses blocos 6sseos foram colocados em partes
iguais de alcool e xilol (overnight) e diafanizados em xilol, com trocas a cada 2
horas, sendo executadas 3 trocas; e em seguida, incluidos em parafina. De cada
amostra foram realizados cortes semi-seriados de 6um de espessura, paralelos a
base da mandibula, de modo a obter laminas contendo cortes das regides:
oclusal, média e basal da mandibula. Esses cortes foram corados por Tricrémio de
Masson e Hematoxilina-Eosina (HE) e observados em microscépio de luz Leica

DMLB?2 (Figura 2E).
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Analise qualitativa ao microscépio de luz

A analise qualitativa das laminas permitiu avaliar o osso neoformado na
area de criacao do defeito dsseo critico, bem como diferenciar o osso existente e o
neoformado, nas coloragdes de Tricrdbmio de Masson e Hematoxilina-Eosina (HE).
Foi utilizado um microscopio de luz Leica DMLB2, acoplado a uma camera digital
Leica DC300F, pertencentes ao Departamento de Morfologia, Estomatologia e
Fisiologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto-USP. As imagens
digitais foram analisadas através de objetiva com 10X e 20X de aumento (Figura

9).

Analise quantitativa

A quantidade de osso neoformado (Pp) de cada animal foi analisado pelo
Método de Contagem Diferencial de Pontos. Utilizou-se um sistema de captura de
imagem acoplado a um microscopio de luz Leica e um sistema-teste de 100
pontos (Pt=100). Este sistema-teste € de padrao quadratico, com intervalo entre
linhas de 98,67um (d) e a area do ponto teste equivalente a d?, ou seja, a area do
quadrado (Mandarim-de-Lacerda). Cinco campos aleatérios da regido basal da
mandibula foram selecionados dos cortes histolégicos de cada animal com 10X de
aumento para a contagem da quantidade de pontos que recaiam sobre o tecido
0sseo neoformado (Pp) e obtido uma média aritmética desses valores (Tabela I).
Para o calculo da area foi multiplicado cada um desses valores obtidos na tabela |

por d? (98,67 pum)?, obtendo-se a area ocupada pelo tecido ésseo (Figura 2F).
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Também foi determinada a porcentagem relativa de osso neoformado (Vv)
em relacado ao defeito dsseo. Esta relagao foi determinada pela relagao entre os
pontos que recaiam sobre o tecido 6sseo neoformado (Pp) e o total de pontos da

grade teste (Pt=100), sendo representada pela seguinte formula: Vv = Pp/Pt (%).

A quantidade de tecido conjuntivo (medula 6ssea) foi determinada pelo total
de pontos menos os pontos que recaiam sobre o tecido 6sseo neoformado

(Tabela Il).

Avaliagao da osteoindutividade do material

Teste em 3 ratos Wistar machos (350g) para a verificagdo da atividade
osteoindutora da proteina morfogenética rhBMP-2, sendo que para isso 15ug de
rhBMP-2 foi dissolvida em quantidade suficiente de solucdo aquosa de tampéo
fosfato (pH=7,0) e incorporada em uma matriz de colageno que foi envolvida em
uma capsula gelatinosa de quitosano. Esse material foi inserido na regiao
subcutadnea abdominal dos animais e aguardou-se 2 semanas até o sacrificio por
perfusdo, sendo removido o tecido muscular e a pele adjacente a regiao
trabalhada cirurgicamente, submetendo-os a processamento histolégico
convencional e analise ao microscoépio de luz para a verificacdo de indicios de

formacao de osso novo.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida

A caracterizacao eletroforética da proteina foi feita em gel de poliacrilamida
desenvolvida em um sistema para eletroforese Sigma (St. Louis, MO, USA),
segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). O gel de separagao
apresentando 12% de acrilamida e o gel de empilhamento preparado com 5% de

acrilamida foram preparados de acordo com protocolo descrito a seguir:

Gel de Gel de
Solugdes empilhamento corrida
(5%) (10%)
Acrilamida 30,0% / bis-acrilamida 0,8% 340 uL 3,2 mL
Tampao TRIS - HCI 1,5 mol/L pH 8,8 - 3,0 mL
Tampéo TRIS - HCI 0,5 mol/L pH 6,8 500 pL -
H>O deionizada 1,1 mL 1,56 mL
SDS 10% 40 pL 160 pL
TEMED 10% 10 pL 40 pL
Persulfato de amonio 10% 10 uL 40 pL

Um volume de 10,0 uL da rhBMP-2 foi diluido em 10,0 uL de tampéo de
amostra 2X concentrado A amostra foi aplicada diretamente no gel de

poliacrilamida, em duplicatas. A eletroforese foi desenvolvida sob corrente
constante de 10 mA, a 4°C, utilizando-se o tamp&o de corrida tris-glicina. Apds a
eletroforese, metade do gel de poliacrilamida foi corado pela solugédo de

Coomassie e descorado por lavagens em solugao descolorante. Como padrao de

massa molecular foi utilizado o “Rainbow Molecular Weight Markers da Amersham
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Biosciences” cujas bandas e respectivas massas moleculares estdo descritas a

sequir:
PROTEINA Massa Molecular
(Daltons)

Ovoalbumina..........cccccviiiiiiiiiiiieeee e 45.000
Anidrase Carblnica.........cccceevveeeeieeeiiieieeeeeens 30.000
Inibidor de Tripsina..........cccoevvieiieieiiiiiieeeeees 20.100
LiSOZIMA.......coiiiiiieiieei e 14.300
AProtiniNa......ccooeii e 6.500
Insulina - cadeia b...........oooviiiiiii 3.500
Insulina - cadeia a...........oovvvvviciiiiieeeieeeeeee, 2.500

A outra metade do gel, correspondente a duplicata das amostras

analisadas, foi utilizada para o Teste de Western Blotting.

Western Blotting

As proteinas removidas eletroforeticamente foram transferidas para
membrana de nitrocelulose segundo Towbin et al. (1979), através de um sistema
Mini Trans-Blot (Bio-Rad). A transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose foi realizada montando-se o gel de SDS-PAGE e a membrana em um
sistema “sanduiche” entre filtros protetores. Este sistema foi colocado em uma
cuba eletroforética, contendo tampao de transferéncia a 4°C, posicionada sobre
um agitador magnético para homogeneizagdo do tampado e aplicou-se uma

corrente de 350mA por 60 minutos.
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Apos transferéncia, as membranas de nitrocelulose contendo as proteinas
aderidas foram incubadas com tampao TBS-T contendo 5% de leite desnatado por
12 horas a 4°C. As membranas foram lavadas rapidamente com tampao TBS-T e
incubadas com o anticorpo primario (monoclonal de cabra) anti-rhBMP-2, na
diluicdo de 1:1.000, por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo constante.
Apos este periodo, as membranas foram lavadas rapidamente por duas vezes,
uma vez por 15 minutos e 3 vezes por 5 minutos com 0 mesmo tampao a uma

razdo de 4 mL por cm? de membrana.

O anticorpo secundario marcado com peroxidase (anti-anticorpo de cabra),
na diluicado de 1:2.000, foi incubado com a membrana por 1 hora a temperatura
ambiente sob agitacdo constante e um novo processo de lavagem foi realizado
como anteriormente. Apos as lavagens, volumes iguais das solugdes de revelagao
contidas no Kit “ECL Western blotting detection reagents and analysis system”
(Amersham Biosciences) foram misturadas, de modo que o volume final
mantivesse uma razéo de 0,123mL/ cm? de membrana. A membrana foi incubada
com esta mistura por 60 segundos e o excesso de solugdo foi seco em papel
absorvente. A membrana foi embrulhada com papel filme e colocada em um
cassete de autoradiografia para exposi¢cdo. A marcagao do anticorpo primario foi

visualizada em filme fotografico.

Leitura do gel em espectrofotometro

Foi realizada a leitura do gel corado em espectrofotdmetro para a obtengao

o calculo da pureza da amostra. O gel foi cortado verticalmente e colocado em um
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suporte acoplado em um espectrofotdmetro Beckman-DU-70. Esse suporte foi
desenvolvido pelo Prof. Dr. Augusto César C. Spadaro no laboratério de
Bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP,
que consiste de uma barra de aluminio devidamente adaptada para se prender ao
carrinho do “Scan” com presilhas para acoplar uma placa de vidro com o gel
devidamente cortado (Figura 1). O espectrofotbmetro fornece um grafico
padronizado da faixa eletroforética do gel, indicando através dos picos a
localizagédo das proteinas e pelo calculo da area a estimativa da porcentagem de

pureza da amostra.

Figura 1: Suporte desenvolvido para receber o gel cortado e ser levado ao

espectrofotdmetro.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio dos programas estatisticos
SAS e JMP (SAS Institute Inc., NC, USA), ao nivel de significancia de 5%,
aplicando-se a andlise de Varidncia baseada em modelo linear geral (GLM

ANOVA) e o Teste de Tukey (Tukey's Studentized Range — HSD — Test).
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Figura 2: Sequéncia de procedimentos realizados neste trabalho. A- Anestesia
intramuscular. B- Instrumentais utilizados na cirurgia. C- Defeito dsseo critico sendo
realizado com a peca reta adaptada ao motor de implante e auxilio do guia-cirdrgico de
inox. D- Eutanasia dos animais por perfusao intra-cardiaca; E- Processamento histolégico;
F- Imagem histolégica capturada, apés inser¢cao da grade para contagem de pontos sobre
tecido 6sseo.



RESULTADOS
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A- Teste piloto, com utilizagao do gel de monoleina

Com o teste-piloto realizado em 4 animais, foi possivel concluir que a
dimensao do defeito 6sseo que anteriormente era de 3x3x1mm e o tempo de
espera até o sacrificio de 4 semanas eram inadequados, pois 0 animal apresentou
substancial formacado 6ssea, levando a alteracdo da dimensao do defeito para
5x5mm, sem parede 6ssea de fundo e reducdo do tempo de espera para o

sacrificio de 4 semanas para 2 semanas.

B- Avaliagao do potencial de osteoindutividade da rhBMP-2
Os dados histolégicos obtidos neste teste, revelaram pontos de formacéo
de 0sso novo no tecido mole adjacente a area de insergéo da capsula gelatinosa,

observados tanto na coloragdo de Hematoxilina-Eosina quanto na de Tricrébmio de

Masson (Figura 3).

Figura 3: Seta indicando o nucleo de formacéao dssea, circundado por tecido conjuntivo.

A- Coloragdo em H.E- 20X. B- Coloragdo em Tricrdbmio de Masson- 20X
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C- Teste de Eletroforese e Western Blotting

A analise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da proteina
rhBMP-2 encontra-se representada na Figura 4. A amostra avaliada apresentou
uma massa molecular estimada em 10.500 daltons, com uma banda menos densa
em torno de 45.000 daltons. Esses resultados obtidos confirmam que a amostra

utilizada neste estudo é realmente a proteina morfogenética do tipo 2 (rhBMP-2).
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Figura 4: Analise eletroforética da proteina morfogenética do tipo 2 (rhBMP-2) em
SDS-PAGE 12%. Coloracdo com Coomassie brillant blue R-250. Linhas 1e 2
representando a amostra da proteina morfogenética; linha 3, representando os

padrées de massa molecular (45 - 3,5 KDa) (Amersham Biosciences).

A Figura 5 mostra o grafico que relaciona o fator de retencédo (Rf) com a
massa molecular de padrdes submetidos ao processo eletroforético. A reta obtida
nesta figura, representa a equacédo Log y = 2,149 - 2,259.Rf, com r = -0.99441,

sendo adequada para a caracterizagcédo da proteina de interesse neste estudo.
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Figura 5: Gréafico do fator de retencdo (Rf) em

funcdo da massa molecular relativa de padrdes.

D- Avaliagao pelo espectrofotometro

A porcentagem de pureza da proteina estudada foi calculada pela leitura do
gel de eletroforese em espectrofotbmetro indicando um indice 99,9% como
podemos observar na Figura 6, onde o grafico mostra de uma forma quantificada

as faixas de proteinas existentes no gel analisado.
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Figura 6: Corte vertical do gel de eletroforese na faixa correspondente
rhBMP-2 e leituras a 600nm.

E- Contagem de pontos sobre tecido 6sseo (Pp)
Foram analisados 5 campos por animal, considerando-se as trés regides
(basal, média e oclusal) em um total de 15 animais em cada um dos 4 grupos

considerados neste estudo (Figuras 7 e 8).
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No grupo 1 em que foi realizado simplesmente a confec¢cdo do defeito
O0sseo critico, sem a colocagdo de qualquer material, foram obtidos
respectivamente os seguintes valores para a porcentagem relativa de tecido 6sseo
neoformado (Vv em %) e para a area em mm?: 26,6 e 259,9 (regido basal), 26,1 e

2545 (regiao média), 34,7 e 338,5 (regiao oclusal).

No grupo 2 em que foi realizado o defeito 6sseo critico e a inser¢gao de 15
Mg rhBMP-2 em solugdo aquosa de tampéao fosfato (pH=7,0), foram obtidos
respectivamente os seguintes valores para a porcentagem relativa de tecido 6sseo
neoformado (Vv em %) e para a area em mm?: 58,9 e 573,5 (regido basal), 57,7 e

562,5 (regiao média), 64,2 e 625,4 (regiao oclusal).

No grupo 3 em que foi realizado o defeito 6sseo critico e a colocagao do gel
de monoleina puro em quantidade suficiente para preenchimento do defeito, foram
obtidos respectivamente os seguintes valores para a porcentagem relativa de
tecido 6sseo neoformado (Vv em %) e para a area em mm?: 29,6 e 288,5 (regido

basal), 25,0 e 243,6 (regido média), 34,2 e 333,8 (regiao oclusal).

No grupo 4 em que foi realizado o defeito dsseo critico e a inser¢gao de 15
Mg rhBMP-2 combinada ao gel de monoleina, foram obtidos respectivamente os
seguintes valores para a porcentagem relativa de tecido ésseo neoformado (Vv
em %) e para a area em mm?* 59,7 e 581,4 (regido basal), 58,1 e 565,9 (regido

média), 71,8 e 699,1 (regido oclusal).

Assim, na comparagao entre os quatro grupos estudados, foi observado

que nos grupos que continham a rhBMP-2, ou seja, nos grupos 2 e 4, ndo ocorreu
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diferenca significante entre si, assim como na comparagao entre os dois grupos
que nao continham a rhBMP-2, ou seja, entre os grupos 1 e 3, mas na
comparagao entre grupos com e sem a rhBMP-2, os resultados apontaram
diferenga estatistica, com uma maior quantidade de tecido 6sseo neoformado no
grupo 4, ou seja, no grupo em que a proteina morfogenética foi combinada a uma
matriz carreadora (p<0,05).

Considerando agora as trés regides analisadas (basal, média e oclusal),
independentemente de cada um dos quatro grupos considerados neste estudo,
foram observados respectivamente os seguintes valores médios para a
porcentagem relativa de osso neoformado (Vv em %) e para a area em mm?:
regido basal (43,7 e 425,4), regidao média (41,7 e 405,9) e regido oclusal (51,2 e
498,4). Portanto a regido oclusal apresentou um padrao de recuperagao mais
rapido, observado pela maior quantidade de pontos sobre tecido ésseo, seguida

pela regido basal e por fim a regido média.
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Resposta
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Figura 7: Grafico representativo da quantidade de tecido 6sseo entre as trés

regides, nos quatro grupos estudados.
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Figura 8: Grafico representativo da quantidade de tecido conjuntivo entre as trés

regides, nos quatro grupos estudados.
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Figura 9: Laminas histolégicas coradas em Tricrobmio de Masson (10X

aumento), respectivamente dos grupos 1, 2, 3 e 4, considerando a seqliéncia de

regides: basal, média e oclusal.
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Tabela I: Média, desvio padrao e erro padrdao dos pontos coincidentes
com o tecido 6sseo neoformado nas regides basal (b), média (m) e

oclusal (o) dos quatro grupos analisados (1, 2, 3 e 4)

Grupos Média Desvio Padréao Erro Padrao
1b 26,68 4,45 1,15
1m 26,16 4,58 1,18
10 34,77 5,58 1,44
2b 58,91 12,31 3,18
2m 57,79 12,06 3,11
20 64,24 11,40 2,94
3b 29,64 11,15 2,88
3 m 25,03 7,01 1,81
30 34,29 8,13 2,10
4 b 59,73 13,79 3,56
4 m 58,13 8,80 2,27
40 71,81 8,30 2,14

Tabela Il: Média, desvio padrao e erro padrao dos pontos coincidentes com o
tecido conjuntivo nas regioes basal (b), média (m) e oclusal (o) dos quatro

grupos analisados (1, 2, 3 e 4)

Grupos Média Desvio Padrao Erro Padréao
1b 73,32 4,45 1,15
1m 73,84 4,58 1,18
10 65,23 5,58 1,44
2b 41,09 12,31 3,18
2m 42,21 12,06 3,11
20 35,76 11,40 2,94
3b 70,33 11,15 2,88
3m 74,84 6,96 1,80
30 65,71 8,13 2,10
4 b 42,07 12,58 3,25
4 m 42,20 8,85 2,28

4 0 28,19 8,30 2,14




DISCUSSAO
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A qualidade e a quantidade do tecido 6sseo neoformado sob estimulo da
associacao rhBMP-2/monoleina, em defeitos 6sseos criticos criados no 0sso
mandibular de ratos Wistar, foram avaliados neste trabalho.

O modelo experimental em ratos Wistar foi especificamente idealizado para
o estudo proposto, e a escolha desse animal baseou-se nas vantagens
observadas em testes-piloto, como um processo de cicatrizagdo rapido, padrao
tecidual 6sseo semelhante ao humano, facilidade de alojamento e alimentagao,
resisténcia a variacdes climaticas, baixo custo, além de sua utilizagao rotineira em
outros modelos experimentais envolvendo cicatrizacdo. Quando se busca um
dimensionamento apropriado do defeito 6sseo para a avaliacdo de biomateriais
com potencialidades para aplicagdes em humanos, a escolha do modelo
experimental é relevante e dependente da taxa de recuperacdo do animal
(Genetics Institute, Cambridge, Mass, unpublished reports, 1995).

Nesse modelo, a regido inferior mediana do corpo mandibular foi o alvo de
maior interesse para a avaliagdo da capacidade osteoindutora da rhBMP-2, por
apresentar osso cortical e trabeculado, além de volume suficiente para a
observagcdo do processo cicatricial nos planos sagital, frontal e transverso. O
volume mandibular nessa regiao, permitiu a criagao de defeitos com trés ou quatro
paredes, o que favoreceu a estabilizacdo do material testado. Em modelos como o
usado por Higuchi et al. (1999), que avaliaram a cicatrizagdo na regiao do angulo
mandibular de ratos, isso ndo ocorre, pois o volume Osseo naquela regiao €&
minimo e fundamentalmente constituido por uma lamina cortical. O modelo
experimental desenvolvido foi considerado particularmente apropriado por

envolver osso craniofacial, de interesse portanto para a Odontologia, que depende
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freqientemente da recuperacado desse tipo de tecido para a reabilitacdo oral de
pacientes.

Como a proposta inicial deste estudo foi a de avaliar o processo de
recuperacao 0ssea na regiao meédia do corpo mandibular de ratos Wistar, optou-se
pelo uso das proteinas morfogenéticas, especificamente a recombinante do tipo 2
(rhBMP-2), pois sao proteinas reconhecidamente osteoindutoras que por agao
quimiotatica, fazem com que células mesenquimais indiferenciadas se diferenciem
em osteoblastos e passem a sintetizar osso (Lyon set al., 1990; Song et al., 1995;
Lee, 1997; Ripamonti & Reddi, 1997; Wozney, 1998; Ripamonti & Duneas, 1998;
Ducy & Karsenty, 2000; Schilephake, 2002; Arosarena & Collins, 2005). E sabido
que esta proteina morfogenética, por si sé, é capaz de promover a osteoindugao
(Desilets et al., 1990), no entanto, a busca por um material carreador que otimize a
aplicacao desta proteina, biodisponibilizando-a lenta e gradualmente, tem sido
objeto de estudo em quase todas as pesquisas que envolvem a aplicagdo de
proteinas morfogenéticas no processo de recuperagao ossea.

Portanto, objetivando-se alcangar essa liberagdo sustentada da proteina
morfogenética, utilizou-se neste estudo o gel de fase cubica de monoleina, que ja
vem sendo estudado na literatura como sistema liberador de diferentes farmacos e
substancias, incluindo moléculas protéicas e peptidicas (Geraghty et al., 1997;
Nielsen et al., 1998; Lee & Kellaway et al., 2000b, Lee et al., 2001; Bonacucina et
al., 2005), pois esses géis sao dotados de caracteristicas favoraveis, tais como,
consisténcia adequada apds a implantagao permitindo manter a rhBMP-2 in situ,
alta viscosidade o que permite sua forte aderéncia as paredes do defeito dsseo,

biocompatibilidade para com os tecidos circunjacentes, custo reduzido e rapidez
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de sintetizacdo pois € um material a base de glicidios (Nylander et al., 1996;
Geraghty et al., 1997; Lee & Kellaway 2000b; Shah et al., 2001; Lee et al., 2005;
Boyd et al., 2006). Além disso, os géis de monoleina representam uma alternativa
aos materiais carreadores comumente utilizados nas pesquisas, entre eles, as
esponjas de colageno e fibrina e materiais a base de hidroxiapatita com
propriedades biolégicas excelentes mas, nem sempre com propriedades
farmacocinéticas suficientes para permitir a biodisponibilizacdo da BMP e os
materiais sintéticos e copolimeros, em que possivelmente possibilitem uma
liberacdo sustentada da BMP, mas com alguns inconvenientes com relagdo a
biocompatibilidade (Desilets et al., 1990).

A dosagem aplicada em nossa pesquisa foi de 15ug de rhBMP-2, para um
defeito dsseo de 5x5mm de dimensao de trés paredes 6sseas e um periodo de
espera até o sacrificio de 2 semanas. Em trabalhos semelhantes, Yasko (1992)
revelou que uma dosagem de 11ug de rhBMP-2 para a recuperagédo de um defeito
0sseo de 5mm em fémur de ratos, resultou em significante formagao de tecido
0sseo, com evidéncias mecanicas, radiograficas e histolégicas, enquanto que
uma dosagem de 1,4 ug produziu novo tecido 6sseo mas sem essas evidéncias
de unido. Doses maiores de 20 ug de rhBMP-2, em defeitos Osseos supra-
alveolares de 5mm de extensdo, em caes da ragca Beagle resultaram em
substancial recuperagdo Ossea apos 8 semanas (Sigurdsson et al. 1995),
enquanto doses extremas de 50ug de rhBMP-2 combinadas a matriz de colageno,
em defeito de 4mm na calvaria de ratos, embora tenha resultado também em
formagdo abundante de osso (Inoda et al. 2004), ndo demonstraram vantagens

em relacdo a doses menores mas sustentadas como relatado no trabalho de
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Wang et al. 1990, em que foram testadas dosagens de 0,5 a 115 de ug de rhBMP-
2. Em nosso estudo, foi encontrada maior quantidade de tecido 6sseo neoformado
nos grupos que envolviam a aplicacdo da rhBMP-2, mais acentuada quando essa
proteina foi incorporada ao gel de monoleina, nas 3 regides analisadas.
Aparentemente, a rhBMP-2 sozinha tem a capacidade por si s6 de induzir a
neoformacao tecidual, porém quando associada a um material carreador que a
imobilize demonstra acao potencializada, por tempo suficiente para que ocorra
resposta celular, o que esta de acordo com os resultados encontrados por Wang
et al.,, 1990 e Wozney et al., 1990. A atividade osteoindutiva significantemente
maior da associacdo BMP/monoleina observada em nosso trabalho esta de
acordo com relatos prévios de outros pesquisadores e, provavelmente relacionada
a capacidade de retencao do carreador no local (Winn et al., 1998; Uludag et al.,
2000; Uludag et al., 2001; Kamakura et al. 2004; Maire et al., 2005). No trabalho
de Kamakura et al. (2004) ndo houve diferenga significante para a recuperagao
Ossea entre as dosagens de 1 pg e 10 ug de rhBMP-2 combinadas ao carreador
fosfato octacalcico (OCP), devido a alta reabsor¢cédo por este apresentada,
ressaltando portanto a importancia da matriz carreadora em permanecer no local e
proporcionar uma biodisponibilizagado lenta e gradual da proteina morfogenética.

A pureza da proteina morfogenética utilizada em um trabalho é um fator de
extrema importancia, pois ela refletira diretamente na taxa de tecido 6sseo
neoformado. Em nosso trabalho, apés as analises de Eletroforese, Western
Blotting e leitura de gel em espectrofotdmetro, foi constatado que a rhBMP-2
apresentou um alto indice de pureza, aproximadamente 99,9%, o que explica a

grande quantidade de tecido 6sseo neoformado encontrado nos dois grupos



Mestrado, Issa JPM 76

experimentais em que foi aplicada essa proteina. Wang et al. 1988 confirmam
esse conceito, ao afirmarem que para se obter uma determinada quantidade de
tecido 6sseo e cartilaginoso a partir de 600ng de BMP-2 com 50% de pureza seria
necessario uma quantidade aproximadamente 10 vezes maior com o uso de 50ng
da nao-recombinante bovina BMP-2, 100% pura, para se obter a mesma
quantidade de tecido 6sseo e cartilaginoso, além do mais, uma amostra de BMP-2
altamente pura aceleraria o processo de neoformacdo éssea ou pelo menos
diminuiria o tempo necessario para que novo osso formado fosse observado.
Wang et al. 1990, em outro trabalho, afirmaram também que a pureza da amostra
além de influenciar na taxa de neoformacéo tecidual, pode também influenciar na
presenca ou nao de tipos celulares especificos.

Durante a execugao dos defeitos d6sseos criticos em nosso trabalho, o
peridsteo, camada membranosa rica em células osteoprogenitoras, foi mantido e
desempenhou um papel importante de servir de arcabougo para deposicao de
células osteoprogenitoras, auxiliando assim a rhBMP-2 no processo de
diferenciagao das células mesenquimais indiferenciadas em células de linhagem
osteoblastica, fato este também relatado nos trabalhos de Ueno et al. 1999 e
Inoda et al. 2004, sendo o periésteo também capaz, por si s, de induzir o
processo de recuperacgao ossea (Ueno et al. 1999), como foi observado em nosso
trabalho no grupo experimental em que simplesmente foi confeccionado o defeito
osseo critico, sem a colocacdo de qualquer material e obteve-se o fechamento
integral do defeito ésseo, embora com menor proporgdo de tecido Osseo

neoformado apds a quantificacdo pela analise histomorfométrica.
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Neste trabalho foi utilizado como método histomorfométrico para analise,
um sistema-teste de 100 pontos acoplado a um microscopio de luz Leica, para
quantificacdo do tecido 6sseo neoformado. Os Métodos por Contagem Diferencial
tém sido propostos na literatura por serem de facil execugao, pois o sistema-teste
pode ser sobreposto durante ou apds a captura da imagem da estrutura a ser
quantificada, serem de baixo custo pois ndo exigem o uso de recursos eletrbnicos
sofisticados e grande acuracia, pois permitem abranger toda a extensdao da
imagem a ser considerada e a posterior aplicagcdo de férmulas para calculo
estereoldgico caso seja necessario (Gundersen et al., 1988b; Cruz-Orive & Weibel
1990; Mandarim-de-Lacerda, 1999). A contagem de pontos por grades apresenta
como principal vantagem em relagdo ao uso de softwares, o fato de que nao é
possivel confundir estruturas no momento da quantificacdo pelo primeiro método,
pois ao se estabelecer parametros ao computador, como diferenga de cor ou
forma de estruturas como é utilizado no segundo método, existe sempre o risco do
software reconhecer na contagem uma estrutura ndo desejada (Mandarim-de-
Lacerda, 2003).

Na comparacgédo entre as regides mandibulares, basal, média e oclusal,
independentemente do grupo estudado, a maior quantidade de tecido 6sseo
neoformado foi encontrada na regido oclusal, seguida da regido basal e por fim a
regido média. Este fato é explicado pela literatura, considerando que o numero de
paredes 6sseas € um fator critico no processo de recuperagao éssea (Blumenthal
et al. 2003; Kim et al. 2004; Araujo & Lindhe, 2005), tendo muitas vezes um papel
mais importante do que o biomaterial a ser colocado neste local (Simon et al.

2003). Assim, a presenga de um remanescente 6ésseo como € visto na regiao
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oclusal, facilita o processo de recuperagao 6ssea, pois neste caso ja existe uma
superficie em que as células Osseas presentes, osteoblastos, atuardo na
diferenciagao celular de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos
que passarao a sintetizar osso, fendmeno este classificado como osteoindugao e
este remanescente 0sseo servira como um arcabougo para a deposigao do tecido
6sseo neoformado, processo este classificado como osteocondugdo. Deste modo,
ap6s a analise quantitativa por contagem de pontos que recaem sobre tecido
0sseo e qualitativa, pela diferenga morfolégica tecidual pela presengca de um
tecido 6sseo mais cortical ou mais trabeculado, € de se esperar que sejam
encontrados valores mais altos para a contagem de tecido 6sseo neoformado,
sendo este mais organizado na regido oclusal, seguido da regiao basal e por
ultimo da regido média, com minimo contato com o tecido ésseo remanescente e
portanto com caracteristicas histologicas que revelam um tecido ésseo mais
trabeculado, com amplas lacunas e vasos calibrosos, caracterizando o processo

de neoformagao 6sseo como centripeto (Kusumoto et al. 2005).



CONCLUSAO
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Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que:

1- O rato Wistar representa um modelo experimental viavel para avaliagao
do processo de cicatrizacdo 6ssea apoés a criagao de defeitos dsseos criticos;

2- Devido a semelhancas anatdmicas e histologicas entre a mandibula do
ser humano e do rato, os resultados encontrados neste estudo poderéao contribuir
para com as pesquisas relacionadas ao reparo de fraturas maxilares, cicatrizacao
de alvéolos, implantes odontolégicos e técnicas de levantamento do seio maxilar,
dentre outras;

3- A proteina morfogenética recombinante do tipo 2 (rhBMP-2) utilizada
neste estudo, contribuiu enormemente no processo de regeneragédo 0ssea, nao so
pela sua reconhecida atividade osteoindutora, mas também pelo seu alto grau de
pureza;

4- A manutencdo do periosteo, camada membranosa rica em células
osteoprogenitoras, durante a confecgdo do defeito dsseo critico, contribuiu para
uma recuperagao 6ssea mais rapida;

5- A manutencado de um tecido ésseo remanescente, como visto na regido
oclusal, facilitou o processo de recuperacao 6sseo, como foi observado na analise
histomorfométrica por contagem de pontos;

6- O gel de monoleina pode ser usado como um carreador eficiente para a
rhBMP-2 na estimulacdo da cicatrizacdo dssea, além de apresentar consisténcia
conveniente para o preenchimento de defeitos Osseos e propriedades que

facilitam uma liberacao controlada da proteina.
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