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Resumo:

Nos ultimos anos tém sido alvo de estudo, as potencialidades do uso de fatores de

crescimento na area da medicina, e da implantologia em particular.

Os fatores de crescimento sdo mediadores bioldgicos que regulam eventos celulares no
processo de cura e reparacéo tecidular, tais como quimiotaxia, mitogenese, osteogenese,

osteoindocéo, etc.

Contudo, a falta de estandardizacdo dos métodos de obtencdo e aplicacdo levam a

concluses controversas quanto a sua eficacia e beneficios terapéuticos.

Estdo disponiveis no mercado varios tipos de fatores de crescimento, como por exemplo
PDGF, BMP, IGF, FGF, TGF, PRGF Endoret, etc.., todos eles com aplicabilidades
semelhantes mas com potenciais efeitos diferentes.

Sendo certo que mediante os estudos efetuados seja “in vitro”, em animais ou em
humanos, mais testes terdo que ser feitos para serem apresentados resultados

inequivocos dos beneficios dos fatores de crescimento.

O objetivo deste trabalho é analisar diferencas entre varios fatores de crescimento e sua

preparacdo, para serem usados na area da implantologia.

Palavras chave: growth factors, bone regeneration, PRGF, periodontal regeneration.
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Abstract:

In the lasted years have been studied, the potential use of growth factors in medicine

and implantology in particular.

These proteins are biological mediators that regulate cellular events in healing and
tissue repair, such as chemotaxis , mitogenesis , osteogenesis , osteoinduction , etc.

process.

However, the lack of standardization of methods of obtaining and applying lead to

controversial conclusions as to its efficacy and therapeutic benefits.

There are several kinds of growth factors such as PDGF, BMP , IGF , FGF , TGF ,
PRGF Endoret, etc., all of them with similar potential applicability but with different

potential effects .

Given that, more studies carried out “in vitro " , in animals or humans, will have to be

made to appear unambiguous results of the benefits of growth factors.

The objective of this work is to analyze the differences between various growth factors

and its preparation, for use in the field of implantology.

Key words: growth factors, bone regeneration, PRGF, periodontal regeneration.
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| - INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos, acompanhando a necessidade de novas terapias na area da
medicina, tém-se desenvolvido novos meios de possibilitar regeneracdo tecidular,
diminuicdo da inflamacao, efeito anti microbiano, mais rapido e se possivel sem efeitos

adversos.
Com o estudo dos fatores de crescimento, tem sido possivel otimizar tais propriedades.

Na area da implantologia, onde regeneracéo tecidular, seja 6ssea seja ao nivel de tecidos
moles, tem um papel fundamental, impde-se um estudo aprofundado da potencial
utilizacdo de fatores de crescimento, tendo a possibilidade de serem obtidos de maneira
répida, relativamente barata, e sendo o paciente o seu dador.

A utilizacdo de biomateriais em implantologia, tem vindo a evoluir e a tornar-se cada
vez mais importante, para poderem ser usados como material reparador e de
preenchimento, como por exemplo na falta de 0sso para a colocacdo de implante, para

melhor estabilidade.

Existem varias complicacdes na recolha de enxertos autdgenos devido a escassez de
sitios dadores, dificuldade na coleta e correta utilizagdo, nomeadamente obtencdo de
uma boa revascularizacdo do 0sso, podendo dessa maneira comprometer todo o

processo (Schimming, et al., 2004)

Na maior parte das vezes o o0sso disponivel, seja pelo fator idade ou devido a perda
dentaria, em que ha& grande reabsorcdo Ossea, € reduzido, sendo entdo necessario

recorre-se a enxertos.

Os enxertos 0sseos podem-se classificar segundo a sua origem, podendo ser

autoenxertos, aloenxertos, ou xenoenxertos.
A estrutura éssea pode ser de trés tipos, cortical, esponjoso e corticoesponjoso.

Finalmente quanto a técnica de implantacdo dos diferentes enxertos, pode ser onlay,
inlay, enxertos pediculados e enxertos livres (Raspal, et al., 1997).
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Com a utilizagdo de FC, foi possivel em conjunto com biomateriais ou em separado,
potencializar e melhorar a regeneracdo tecidular, proporcionando melhores taxas de

sucesso em colocacédo de implantes (Rodriguez, et al., 2003).

“ O uso de fatores de Crescimento em implantologia”, ¢ o tema abordado neste

trabalho, por ser atual, estar em franco desenvolvimento e estudo.

Pretende-se efetuar uma revisdo bibliogréfica, para poder comparar os diferentes fatores
de crescimento, suas propriedades, aplicabilidades, meios de obtencdo, e comparar as
diferentes opinides formadas de diferentes autores quanto a utilizacdo de fatores de

crescimento.

Por fim tentar-se-4 concluir sobre a eficicia do seu uso na area da implantologia,

obtendo resposta a questdes como:

1. Terdo os fatores de crescimento influéncia na resposta inflamatéria de modo a

diminui-la?
2. Serdo responsaveis pela quantidade e rapidez na regeneracdo tecidular?

3. Os resultados da aplicacdo dos fatores de crescimento serdo dependentes da sua

concentracdo, preparacao e aplicacdo?

4. E teremos ja atingido o conhecimento da sua correta utilizacdo?

I1- Materiais e Métodos:

Para o estudo realizado foi feita busca de artigos cientificos on-line, na base de dados da

Pubmed, Scielo, b-on, assim como em livros.

N&o se balizaram datas dada a importancia na recolha de artigos, tentando utilizar os

mais recentes como base de informacgéo.

Foram utilizados como termos de pesquisa “ growth factors, bone regeneration, PRGF,

periodontal regeneration “.
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Como critérios de inclusdo foram usados estudos clinicos em animais, em humanos e
“in vitro”. Como critérios de exclusao, todos 0s artigos que ndo estivessem escritos em

Inglés, Espanhol e Portugués.

Depois de analisados segundos os critérios referidos, dum total de 224 artigos foram

utilizados como referéncia para estudo 156.

Foram também utilizados livros para pesquisa neste estudo, sendo estes referenciados.

I11- Fatores de crescimento

Fatores de crescimento (FC), sdo proteinas produzidas por células do proprio tecido,
mediando os fendmenos de comunicacdo celular, responsaveis pelos processos de

reparacao tecidular e sua regeneracao.

Estdo presentes em maior concentracdo quando ha necessidade de remodelacdo ou
reparacao, desempenhando papéis importantes nos processos de proliferacdo celular,
diferenciacdo, quimiotaxia, formacdo de matriz, angiogenese, mitogenese, entre outros.
(Howell, et al., 1997)

Conhecendo as suas caracteristicas genéticas, foi possivel classifica-los mediante
caracteristicas comuns, resultando varios grupos de FC, (Arnas, et al., 2002), tais como
os derivados de plaguetas, como os PDGF, TGF-B, VEGF, EGF, os derivados de
células de origem de macréfagos, FGF-2, PDGF, IGF-I1, os derivados de queratinocitos,
KGF, os resultantes de osteoblastos, BMP 2-4, BMP-7, etc.

A maior parte dos fatores de crescimento e os seus péptidos sdo obtidos por
biotecnologia, pela técnica de producdo de proteinas recombinantes, a mesma técnica

adotada na producéo de vacinas e antibidticos.

Um sequenciamento de amino&cidos obtidos do DNA humano é inoculado na bactéria

E.coli que por processo fermentativo produz os fatores de crescimento.

Ap0s o processo de isolamento e purificacdo, os FC sdo nanocapsulados para viabilizar

a permeabilidade cuténea e protecdo contra protéases enddgenas.



O uso de Fatores de Crescimento em implantologia: revisao bibliografica

7 A ' RN
- O

. L
thraflmado« e «quk« . E. coll

‘ Fatores de Crescimento

Purificacio Secretados
W-
< o - Nanoencapsulagao
Tl | ee—)
e -

CG-Nanossoma: 70 - 250 nm

Figura 1- Processo de producéo de fatores de crescimento . (Home Page da

PharmaSpecial)



O uso de Fatores de Crescimento em implantologia: revisao bibliografica

Fator
de
crescimento

Células de origem

Funcgdes

PDGF

TGF-B

VEGF

EGF

KGF

PDGF

TGF-R

VEGF

BMP 2-4

BMP-7

FGF-2

IGF-II

PDGF

TGF-B

VEGF

Plaguetas

Plaquetas, leucécitos, fibroblastos

Plaquetas, leucécitos, fibroblastos

Macréfagos, células mesenquimais,

plaquetas

Queratinocitos, fibroblastos

Macroéfagos, células endoteliais

Macréfagos, leucécitos, fibroblastos

Macréfagos

Osteoblastos

Osteoblastos

Macroéfagos, células endoteliais

Macréfagos, fibroblastos

Macroéfagos, osteoblastos

Fibroblastos, osteoblastos

Macrofagos

Aumenta a quimiotaxia de neutréfilos e monécitos

Aumenta a quimiotaxia de neutré6filos e mondcitos,
Libertacdo autocrina, geragao de citocinas adicionais

e quimiocinas

Aumenta a permeabilidade vascular

Estimula a proliferacéo epitelial e a migracéo

Estimula a proliferacéo e a migracéo epitelial

Estimula a proliferacéo de fibroblastos e a sintese de ECM,
aumenta a quimiotaxia, a proliferacéo e a diferenciagio

das células endoteliais

Estimula a proliferacdo e a migragdo epitelial,
Estimula a proliferacéo de fibroblastos e a sintese de ECM,

inibe a protease e aumenta a producao de inibidores

Aumenta a quimiotaxia de células progenitoras endoteliais,

estimula a proliferacéo de células endoteliais

Estimula a migracédo de células progenitoras

mesenquimais

Estimula a diferenciacdo osteoblastica e condroblastica

Estimula a migracao de células progenitoras mesenquimais

Estimula a proliferacéo de osteoblastos e a sintese

de matriz 6ssea

Estimula a diferenciacéo de fibroblastos dentro

de miofibroblastos, estimula a proliferagdo

de células mesenquimais progenitoras

Induz células endoteliais e apoptose fibroblastica,
induz diferenciacdo de fibroblastos dentro de miofibroblastos,

osteoblastos estimula a quimiotaxia e a sobrevivéncia de osteoblastos

Quimiotaxia de células-tronco mesenquimais, efeito de antiapoptose

sobre as células que forma osso, promog&o de angiogenese

Quadro 2 : Quadro adaptado do livro Tratado de Periodontia clinica e Implantologia
Oral de Jan Lindhe.
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1. PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas.

Este fator de crescimento é uma proteina cationica dimérica existente maioritariamente
em granulos a-plaquetarios, (Lynch, et al., 1991) sendo libertados durante a cascata de
coagulacao Existem também em menor quantidade em mondcitos, macrofagos, células

endoteliais , em fibroblastos e na propria matriz ossea, (Anitua, et al., 1999).

Foi primeiramente identificado, (Roos, et al., 1974 ) , ( Kohler, et al., 1974), como um

potente agente mitogénico e quimiotatico para osteoblastos.

Foi verificado, (Sant’Ana, 2001), também o aumento de células produtoras de
colagénio, um periodo de tempo maior na secrecdo da quantidade total de colagénio, o
estimulo da resposta osseo indotora em enxertos de 0sso desmineralizado. Também foi

verificada estimulacéo de sintes de DNA.

O PDGF atua sobre a célula alvo ativando os recetores o e B, (Hart, et al., 1988),
(Heldin, et al., 1988), que estdo relacionados estruturalmente a proteina tirosina quinase.
Esta ativagdo ocorre por homodimerizagdo ou heterodimerizagdo, formando cadeias
polipepetidicas A ou B, podendo apresentarem-se em trés isso formas, a AA, aBB e a

AB, sendo elas todas bioldgicamente ativas.

O PDGF-BB tem igual afinidade para os recetores a e B, enquanto que o PDGF-AA tem
afinidade exclusiva ao recetor a. Estes dois recetores induzem resposta mitogenica, mas

sO o 13 tem capacidade de estimulagdo quimiotatica,(Anitua, et al., 1999).

Por isso, para que exista uma maior resposta, € necessario a ativacdo de ambos os
recetores (Lalani, 2003), sendo os efeitos do PDGF exercidos ap0s unido aos mesmos.
(Arnéas, 2002).

O (FC) PDGF-AA, ¢ secretado maioritariamente pelos fibroblastos, células musculares

lisas e osteoblastos. A forma —BB parece estar mais associada a macrofagos.

As plaquetas produzem as formas A e B, sendo que as suas proporcdes sdo 23% BB,
65% AB e 12% AA. Vai depender dos RNA mensageiros produzidos e da eficacia da
traducéo o tipo de PDGF a ser produzido, (Anitua, 2000).
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Foram recentemente identificadas duas novas formas, PDGF-C e PDGF-D , (Laila, et
al., 2005).

A atuacdo e o efeito do PDGF esta dependente da presencéo ou ndo de outros FC, tendo

propriedades quimiotaticas para fibroblastos, macrofagos e leucdécitos.

Sanchéz et al., em 2003 demostraram in vivo que o PDGF tem potencial angiogénico e

capacidade estimulativa do colagénio e formacao de matriz, (Sanchez, 2003).

Bartol, et al., em 1996 com o intuito de estudarem os efeitos das varias concentragdes
de PDGF na proliferacdo , migracdo celular e na sintese de matriz extracelular,
proposeram um modelo in vitro de ferida cirurgica com lesdes discoides, contendo

camada confluente de fibroblastos do ligamento periodontal.

Os resultados obtidos mostraram que com a quantidade de 10ug/ml de PDGF e 0,2% de

soro bovino fetal, ouve um aumento na migracao e proliferacéo celular.

Foi também demostrado in vitro que a incorporacdo de PDGF-BB em materiais
aloplésticos e enxertos xendgenicos, melhora a resposta biologica regenerativa desses
mesmos materiais, (Lee, et al., 2000) , (Bateman, et al., 2005).

Quando ocorrre remodelacao ossea existe mobilizacdo dos osteoblastos nas zonas onde
é necessario a sua reconstrucao, sendo que o PDGF-BB secretado por osteoclastos,
regula a quimiotaxia dos osteoblastos, mostrando assim a importancia que estes tém no

processo de remodelacdo e manutencdo do tecido 6sseo,(Sanchez, et al., 2008) .

O uso de fator de crescimento derivado de plaquetas recombinante humano ( rhPDGF)
para preparacdo do local do implante, (Nevins, et al., 2009), para aumento de 0SSO
horizontal, (Simion, et al., 2007), e preservagédo de crista ossea (Nevins, et al., 2009),
tem sido investigado em humanos, contudo os primeiros estudos foram relativamente a

regeneracdo periodontal ,(McAllister, et al., 2010).

Foi verificado que tanto em células 0sseas humanas adultas como em células dsseas
fetais, associadas em suporte 0sseo, podem induzir formacdo éOssea na presenca de
rhPDGF-BB, sendo que estas células apresentam grande capacidade proliferativa
quando este FC esta presente, (Krattinger, et al., 2011) , (Abed, et al., 2009)
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Existem vérios estudos que mostraram em animais evidéncias histologicas na
regeneracdo de tecidos periodontais e neoformacdo de osso, cemento e ligamento
periodontal , (Lynch, et al., 1991) , (Park, et al., 1995).

Contudo, alguns autores realizaram estudos para testar se no caso de ocorrer inflamacéo
gengival o PDGF estaria presente em valores elevados. Vereficaram que dependendo da
sua concentracdo e de exposicdo aos tecidos os resultados poderiam ser bastante
diferentes, (Pinheiro, 2003).

A accdo catabolica do PDGF no 0sso em culturas de ratos promoveu um aumento da
sintese de prostoglandinas E;,, que foram identificadas como importantes mediadores na

perda de osso periodontal.

Verificaram ainda que a expressdo excessiva de PDGF pode promover alteracdes
inflamatorias existentes em doencas periodontais, mostrando a melhor proporcéo de
dose terapeutica conseguindo assim obter uma melhor resposta clinica de 150 pg/ml de

cada fator.

Num estudo clinico multicéntrico, randomizado, triplo cego (RTC) que envolveu 180
pacientes, avaliou a seguranca e eficacia da associacdo de rhPDGF-BB e RTCP em
defeitos periodontais, demonstrado que estes pacientes apresentaram maior reducédo de
profundidade de sondagem, maior ganho de insercdo clinica e maior preenchimento

0sseo , (Nevins, et al., 2005).
A partir destes estudos, o rhPDGF-BB foi aprovado pelo FDA para comercializacéo.

Apos estes resultados clinicos e histoldgicos em defeitos periodontais, fizeram-se
estudos em implantologia, avaliando os efeitos do rhPDGF-BB em em reconstrugéo
Ossea, sendo observada regeneracdao de tecido 6sseo em defeito de rebordo alveolar,
(Simion, et al., 2007).

Alguns resultados clinicos e histologicos demonstraram uma boa regeneragdo dos

tecidos moles e duros apds a combinacao de rhPDGF e matriz 6ssea bovina.

Sendo que a andlise histologica mostrou intensa neoformacéo 0ssea ao redor da matriz

6ssea bovina , (Simion, et al., 2007).
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Foi também utilizado rhPDGF-BB combinado com excerto de 0sso sintético (RTCP) e
membrana de colagénio, com intuito de reconstrucdo e reducdo de defeito Gsseo
maxilar, com simultanea instalacdo de implante osteointegrado, vereficando-se apos 5

meses o completo preenchimento da discéncia 0ssea local, (Byun, et al., 2008).

Um estudo piloto com 8 amostras para avaliar se a combinacdo de matriz dssea
colagenosa e rhPDGF-BB sem a utilizacdo de barreiras bioldgicas, demonstrou que se
podia aumentar o volume em defeitos 0sseos vestibulares pds-exodontias para posterior
aplicacdo de implantes, permitindo estabilidade primaria no momento da insercdo dos

implantes, (Nevins, et al., 2009).

Apesar de alguns estudos realizados em Humanos, ndo existe nenhum que seja

randomizado sobre a utilizacdo de rhPDGF-BB na reconstrucdo dssea alveolar.

Estes estudos realizados sao relatos de casos isolados sem expressao clinica, e em baixo
numero de pacientes, baixando assim alguma credibilidade de producdo de evidéncia

cientifica.
1.1 Preparacédo de PDGF-BB

Os fatores de crescimento descrito neste trabalho, sdo de acordo com determinadas

marcas, sendo por isso sujeitos a possiveis variacdes consoante o fabricante.

A marca usada como referencia foi a “Sigma (Saint Louis, Missouri, USA)” .

(Home Page da sigmaaldrich).

Cada frasco de PDGF-BB contém 10 pg do produto em p6 de coloracdo branca e 97%

de puresa.

O fabricante recomenda a reconstituicdo do frasco utilizando 1 ml de HCl; mM
contendo albumina bovina ou humana a 0,1% imediatamente antes do uso de acordo
com a aplicacdo planeada. O HCI é depois preparado com BSA “Bovine serum
albumin” a 0,1 % e esterilizado através de filtragem por filtro com poros de 0,22 pm.

Em seguida, o material é diluido com 1ml desta solug&o.
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A seguir fazem-se 10 aliquotas de 100 pl cada uma na concentracdo de 1 pg/ml,
mantidas em nitrogenio liquido a -70° C, com excecéo de aliquota que é mantida no frio

(2-8°C) para uso imediato, constituindo-se nas solucdes estoque do produto.

A solucéo de trabalho na concentracdo de 50 pg/ml é conseguida diluindo-se a solugéo
de estoque em 20 ml de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) , suplementado
com soro bovino fetal (FBS) a 10% e solucdo de antibiotico a 1% dos quais séo

removidos 100 pl que séo substituidos pelos 100 ul da solugéo de estoque.

2. IGF - Fator de crescimento Insulinico

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina, também conhecidos como
somatomedinas ou IGF, sdo polipeptideos com sequéncias altamente similares a da

insulina.

Estes fatores de crescimento sdo parte de um complexo sistema que as células usam
para se comunicagdo com o seu ambiente fisiol6gico. Este sistema complexo, muitas
vezes referido como o "eixo IGF", consiste em dois recetores de superficie (IGF1R e
IGF2R), dois ligantes (IGF-1 e IGF-2), uma familia de seis proteinas de ligacdo de IGF
de alta afinidade (IGFBP 1-6), bem como associadas enzimas degradantes IGFBP,

referidas coletivamente como protéases.

Canalis, em 1980 descreveu pela primeira vez em literatura o fator de crescimento
insulinico (IGF), demonstrando a homologia de dois polipeptideos derivados do plasma

humano com cadeia de insulina.

Este FC foi descrito como uma cadeia polipeptidica simples de 70 aminoacidos ligados

por trés pontes dissulfidicas.

Os mesmos autores dois anos depois mostraram a semelhanca estrutural e funcional do

IGF com a pro-insulina.

O fator de crescimento insulinico é sintetisado por quase todos os tecidos, mas em
especial pelo figado, musculo liso e placenta, encontrando-se em grandes quantidades
no 0sso, sendo um importante mediador do crescimento celular, sua diferenciagéo e

transformacéo.
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Canalis, em 1980, também mostrou que em cultura de células 6sseas com peridsteo,
houve aumento do numero de mitoses conforme observado em cortes histologicos de
espécies cultivadas na presenca de IGF-1, segerindo que ouve a estimulacdo da sintese

ds DNA e de proteinas colagénicas e nao colagénicas 0sseas.

McCarthy, et al., em 1989, demonstraram os efeitos regulatorios exercidos pelos IGF-1e
-2 na sintese de colagénio 6sseo por estes FC e nos niveis de transcricdo de colagenio
tipo | em cultura de células enriquecidas com osteoblastos de osso parietal de ratos

fetais .

Foi verificado que o FC mais abundante na matriz 6ssea é o IGF-1, estimulando a
formacdo de osso, induzindo a proliferagdo celular, diferenciacdo e biosintese de

colagenio tipo 1.

No o0sso sdo sintetizados niveis altos de IGF-1, que é secretado por osteoblastos,
regulando a formacdo de osso de forma autdcrina e aumenta o n° de células

multinucleadas osteoclasticas ,(Anitua, 2000).

(Cho et al., 1994; cit in Arnas, et al., 2002), concluiram que o IGF-1 por si s6 nao é
capaz de estimular a reparacdo 6ssea, tendo um efeito mitogénico sobre os fibroblastos,

sendo um potente quimiotatico para 0s mesmos.

Ja Mochizuki et al., em 1992, observaram em cultura de células Osseas sobre
fragmentos de dentina acdo indutora da atividade de osteoclastos influenciada pelo IGF-

1, mas ndo pelo IGF-2.
2.1 Preparacgéo do IGF-1

A marca usada como referencia foi a “Sigma (Saint Louis, Missouri, USA)”. (Home

Page da sigmaaldrich).

Para reconstituicdo do IGF-1, o fabricante recomenda a utilizacdo de &cido acético 0,1
M ou HCI 10 mM filtrados com filtro com poros de 0,2 pm, atingindo a concentracéo
de 0,5-2,0 mg/ml. A solucéo de acido cloridrico a 10 mM ¢é preparada e desta 100 pl séo
acrescentados ao frasco, obtendo-se a solugdo de eestoque na concentracdo de 500

pg/ml.
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Esta solucdo é fracionada em aliquotas de 10 pl cada uma e mantidas em nitrogenio
liguido, com excecdo de uma aliquota destinada a reconstituicdo para obtencdo da

solucéo de trabalho de uso imediato.

A solucdo de trabalho com concentracdo de 25 pg/ml é obtida acrescentando-se a
aliquota 990 ul de DMEM suplementado com FBS ( Fetal bovine sérum) a 10 % e
solucéo de antibiotico a 1%, atingindo-se a concentracao de 5 pg/ml. Para finalmente se
obter 20 ml do meio contendo IGF-1 a 25 pg/ml € necessario acrescentar a esta solugdo
100 pl da solugdo obtida apos a remoc¢do da mesma quantidade do meio de cultura do

tubo de ensaio.

3. TGF-R Fator de crescimento Transformado

Este FC tem o nome derivado do fato de pertencer a um grupo de reguladores de
crescimento, que foram inicialmente detetados em extratos tumorais e devido a indugéo

de tipos de células neopléasicas ou transformadas, (Centrella, et al., 1985).

TGF-B é uma citoquina multifuncional que tem um papel regulador no crescimento,
proliferacdo, adesdo e apoptose de vérios tipos celulares, (Miyazono, 2000) sendo
fundamental no processo de imunidade. Atua também como fator anti proliferativo em

células epiteliais normais e em estagios iniciais da oncogénese.

TGF-B ¢ uma proteina secretada que existe em cinco isoformas, TGF-f1 a TGF-B5.

TGF-p influencia a ampla cadeia de atividade celular, incluindo crescimento,

diferenciacéo e sintese de matriz extracelular, (Liberman, et al., 2002)

O TGF-B é quimiotatico e mitogénico, atraindo células indiferenciadas para o local do
defeito a reparar, induzindo a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e condroblastos ,
(Lalani, 2003).

Assoian et al., em 1983, demonstraram que as plaquetas humanas continham outros
fatores de crescimento, além do derivado de plaquetas, propuseram assim utilizando
testes de purificacdo e caracterizagdo, que as plaquetas seriam a principal fonte de

fatores de crescimento transformado.
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TGF-B é encontrado particularmente no osso, plaquetas, ¢ em cartilagem. E libertado
pelas plaquetas depois do coagulo ser formado, no momento da fratura, (Robey, et al.,
1987). E produzido por osteoblastos e estimula a expressao de proteinas da matriz 6ssea
, (Wrana, et al., 1988).

Sendo que a formacdo dssea é favorecida pelas capacidades inibitdrias na formacéo de
osteoclastos e na reabsorcdo, (Sanchez, 2003).

Alguns autores , (Sodek, et al., 1988) demonstraram que 0 TGF-B estava presente no
tecido 6sseo e apresentava estrutura molecular, quimica, bioldgica e estruturalmente

compativel com fatores indutores de cartilagem (A e B).

Foi afirmado também que o TGF-B induz a diferenciagdo ou proliferagdo de células
osteoblasticas enquanto inibe a formacdo de precursores de osteoclastos e em
concentracdes maiores pode exercer um efeito inibitdério em osteoclastos maduros ,
(Bonewald, et al., 1990).

Mailhot et al em 1995 adicionaram TGF em concentraces de 10° a 10%* M, a culturas
de ligamento periodontal e fibroblastos gengivais, até 60 horas, para avaliar a sintese de
RNA e proteina.

Obtiveram como resultado aumento da sintese de RNA, comparativamente ao controlo,
mas apenas as culturas de ligamento periodontal mostraram aumento de sintese proteica

com o tempo.

Concluiram entdo que os efeitos de TGF sobre as células eram dose e tempo-
dependentes, (Mailhot, et al., 1995)

Outros autores concluiram ainda que todas as a¢cdes do TGF-R sdo altamente relevantes
para controlar inflamacdo do sitio lesionado e promover reparo tecidular em resposta a
injaria, (Sporn, et al., 1987) , (Reinholz, et al., 2009), (Blumenfeld , et al., 1997).

3.1 Preparacao do TGF-R1

A marca usada como referencia foi a “Sigma (Saint Louis, Missouri, USA). (Home

Page da sigmaaldrich)
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Para reconstituicdo do TGF-R1, o fabricante recomenda a utilizacdo do produto em pé
liofilizado com pelo menos 97% de pureza com solugédo de HCI 4 mM microfiltrado
contendo BSA a 0,1 % para uma concentragdo minima de 1 pg/ml. Como a quantidade
do produto no frasco € de 2 ug, para a obtencdo da solucdo de estoque, sdo

acrescentados 2 ml de &cido cloridrico a 4 mM, atingindo a concentracéo de 1 pg/ml.

Posteriormente a solugdo é distribuida em 10 aliquotas de 200 ul cada uma, também

mantidas em nitrogenio liquido até se usar.

4- BMPs Proteinas morfogenéticas do 0sso.

As BMPs pertencem a super familia dos TGF-R , induzindo as celulas multipotentes a
uma linhagem osteogénica, e promovendo a formacdo de uma matriz extra celular

através de fatores sinalizadores, (Chen, et al., 2004).

Entre todas as isoformas de BMPs, as formas BMP-2 e BMP-7 sdo as mais
investigadas, sendo que alguns subtipos de BMPs, mais notavelmente as BMP-2, -4, -7
e-9, tem atividade osteoindutiva, a propriedade de induzir formacdo 6ssea de novo por

eles mesmos, (Cheng, et al., 2003).

Os osteoblastos sintetizam BMP-4, estimulando a ativacdo de fosfatase alcalina e a
expressdo de osteocalcina, (Kozawa, et al., 2002). BMP-4 é conhecida por estimular a
sintese de osteocalcina, um biomarcador no processo de formacao dssea (Kozawa, et al.,
2002) , (Yamazaki, et al., . 1988).

Chang, et al., em 2007, concluiram que a BMP pode induzir formacdo 0ssea ectopica e

periosteal in vivo ,

Ja Urist em 1965, reconheceu a hipétese da existéncia de uma substancia no 0sso capaz
de induzir nova formacgdo Ossea, quando observou que um novo ossiculo se tinha

formado depois da implantacdo de matriz 6ssea desmineralizada em musculos de ratos.

AS BMPs sdo pleiotropicos, controlam diversas caracteristicas, e influenciam varias
funcgdes, incluindo a iniciagdo e promocao da formacdo dssea e cartilaginosa in vivo e a

estimulagdo de células da polpa dentaria num fendtipo odontoblasticos , (Reddi, 1994).
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Apoés aplicacdo de BMPs a resposta obtida em tecidos ectopicos, consiste na
quimiotaxia, promovendo a migracdo de células mesenquimais indiferenciadas e
monocitos para o local de implante; proliferacdo celular e diferenciagdo em
condroblastos e osteoblastos, sintese dos componentes da matriz, maturacao,
mineralizacdo e remodelacgdo, resultando na formacéo de um ossiculo , (Alper, 1994) ,
(Reddi, 1994), ,( Ripamouti, et al., 1993) , (Urist, 1965).

A acdo das BMPs na formacdo de tecido mineralizado sugere que podem ser bons
candidatos para o uso na estimulacdo de regeneracdo periodontal. Isto é suportado por
estudos animais indicando que BMPs podem ter consideravel potencial clinico para o
uso em tratamentos de regeneracdo periodontal , (Giannobile, et al., 1998) , (Ripamouti
, etal., 1994) , (Sigurdsson, et al., 1995).

Podem também estimular a sintese e secre¢do de outros fatores de crescimento 0sseo e
angiogenico, tais como fator de crescimento semelhante-insulina (IGF) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), (Deckers, et al., 2002).

Por serem rapidamente difusiveis e sollveis em agua, necessitam de uma matriz
apropriada, como por exemplo: colagénio fibronectina, glicosaminoglicanos, hidroxido

de célcio e fosfato de célcio, (Rutherford, et al., 1994).

Foram estudados determinados materiais para servirem de substratos na implantacdo
das BMPs, alguns com resultados promissores como por exemplo: composto de BMP
bovina com gesso Paris e agua , (Yamazaki, et al.,1988), discos de hidroxiapatita
reabsorviveis e ndo reabsorviveis, tratados com osteogenina ,(Ripamonti, et al., 1992),
copolimero de acido poliaticopolietilenoglicol combinado com BMP parcialmente

purificada proveniente de osteossarcoma , entre outros.

Cole et al em 1997, testaram implantes com e sem hidroxiapatita, para poderem
comparar a influéncia na formacéo dssea. Os resultados sugeriram que nos implantes
tratados com BMP-2 obtiveram formacdo de mais 0sso do que nos controles,
independentemente da dose ou presenca de hidroxiapatita, mostrando que a rhBMP-2

permanece biologicamente ativa ap0s a sua aplicagdo em implantes de titanio, podendo
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ser utilizada para aumentar a formagéo dssea na superficie dos mesmos , (Cole, et al.,
1997).

A disponibilidade de BMPs recombinantes humanas, obtidas por meio de técnicas de
clonagem molecular, podera permitir a busca de fatores responsaveis pela programacéo
do DNA, e direcionar as células a produgdo de novos tecidos, foi a conclusdo a que
chegaram Gongalves, et al., em 1998.

Embora a funcdo exata e a inter-relagdo de cada BMP néo esteja ainda completamente
esclarecida, existem evidéncias gque a sua atuacdo como parte integrante de uma cascata
complexa de fatores reguladores de diferenciacdo celular, aumenta a expressédo de
condroblastos e osteoblastos em lesfes 0sseas, (Ripamonti, et al., 1994).

A possivel conservacdo evolucionéria estrutural e funcional dos genes de BMPs sugere
funcbes regulatorias no processo de diferenciacdo durante o desenvolvimento
(Ripamonti, et al., 1994).

4.1 Origem e obtencgdo

As BMPs sdo produto do metabolismo dos osteoclastos, dos odontoblastos e de varias
células tumorais. Sdo armazenadas no 0sso, dentina e em células neoplésicas do

osteossarcoma, (Ripamonti, et al., 1992).

A extracdo de BMPs foi conseguida a partir de diversos animais, bois, porcos, ratos,
coelhos, cées, assim como em humanos , ( Bessho, et al., 1992) , (Bessho, et al., 1990) ,
(Nakashima, 1992) , (Rosen, et al., 1995) , (Urist, 1965).

Independentemente da espécie animal utilizada como dadora, houve sempre promocéo

de osteoinducéo.

O uso de BMP bovina (bBMP), tem sido a mais usada em pesquisas, devido a sua maior
disponibilidade de ossos destes animais, possibilitando grandes quantidades de matriz

0ssea e consequentemente de BMPs ,(Hotz, et al.,1994). Em humanos, (Wozney, et al.,
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1988), foi descrito pela primeira vez e foram caracterizadas varias espécies de BMPs
(hBMP).

Os principais fatores impeditivos de testes em grande escala de implantes de hBMP, sdo
a quantidade limitada deste material, e a dificuldade para extrai-lo, sendo o processo

muito dispendioso.

5- VEGEF - Fator de crescimento vascular endotelial

Este fator de crescimento’ tem sido referenciado como uma proteina sinalizadora que
estimula o crescimento angiogénico com grande especificidade para as células do

endotélio vascular (Ferrara, et al., 1989), (Gospodarowicz, et al.,1989), fazendo

parte de um sistema que restaura o suprimento de oxigénio aos tecidos quando existe

circulacdo sanguinea inadequada.

O fato do VEGF ser relativamente especifico para células endoteliais vasculares,
permite uma resposta angiogénica pronunciada. O VEGF estimula as células endoteliais
na degradacdo da matriz extra celular, migracdo e formacdo de tubulos. Este FC
também funciona como regulador de permeabilidade vascular, que é considerada
importante para o inicio da angiogenese. A sobrevivéncia das células endoteliais nos
vasos recém-formados a VEFG-dependente. O VEFG induz a expressdao de proteinas
antiapoptéticas nas células endoteliais , (Ferrara, 1999) , (Nor, et al 1999) , (Nor, et al.,
2001).

VEGF foi caracterizado como uma proteina que promove o extravasamento de proteinas

a partir de vasos sanguineos associados a tumores, (Senger, et al., 1983).

Posteriormente tomou-se consciéncia que o fator indutor de permeabilidade e o fator de
crescimento de células endoteliais, sdo codificados a partir de um Unico gene de VEGF,
e que varias isoformas de VEGF sdo produzidas a partir dele por splicing alternativo,
para formar homodimeros ativos . (Keck, et al., 1989) , (Leung, et al., 1989) , (Tischer,
et al., 1989).
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Seguiu-se a identificacdo dos recetores do VEGF, o VEGF-1, -2, que codificam para 0s

recetores especificos da tirosina-quinase. (Vaisman, et al., 1990) , (Plouet, et al., 1990).

Quando o VEGF € expresso em valores muito elevados, pode ser um iniciador de
angiogenese tumoral. Cancros que expressem VEGF podem crescer e metastizar . (Kim
.etal., 1993) , (Millauer, 1994).

Assim sendo este FC tera um papel importante no suprimento sanguineo para a

regeneracdo tecidular, para aplicacdo de implantes. (Di Alberti ,et al 2013).

Mechanism of Growth Factors in Skin
y A =

Fat Mww
1- Figura 2: Mecanismo de VEGF na pele . (Home Page da PharmaSpecial)

5.1 Preparacgéo de VEGF

Esta preparacéo é preconizada pela Bio Site. (Home Page da nordic biosite).

Diluicéo e uso de VEGF humano.

Solugdo standard de VEFG humano deve ser preparada com duas horas de

antecedéncia.

O kit fornece dois tubos de VEGF, contendo 10 pg por tubo.
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Para preparar 10,00 pg/ml de VEGF humano, adicionar 1 ml de solugdo tampé&o ao tubo
contendo 10 pg de VEGF e deixar a temperatura ambiente por aproximadamente 10
minutos, e mexer de vez em quando. Isto vai produzir uma solucdo de VEGF com uma

concentracdo de 10 pg/ml.

6- EGF fator de crescimento epidérmico

Fator de crescimento epidérmico é um polipeptideo que estimula a proliferacdo de uma

grande variedade de células epidermais.

EGF é uma proteina com peso molecular de 6,2 kDa, contendo 53 residuos de

aminoacidos.

EFG atua ligando-se ao seu recetor EFGR na superficie da célula e estimula a atividade
intrinseca da proteina tirosina-cinase do recetor. A atividade da tirosina-cinase inicia
uma, cascata de sinais de traducdo, resultando numa variedade de alteracOes
bioquimicas na célula, levando a sintese de DNA e proliferacéo celular. (Fallon, et al.,
1984).

O EGF pode ser encontrado em plaquetas humanas, macrofagos, urina, saliva, leite e

plasma. (Cotran, et al., 2005).

Os efeitos bioldgicos do EGF da saliva incluem o poder de cura de ulceras orais do
estomago e do eséfago, inibicdo da secrecdo de &cido gastrico, estimulacdo da sintese
do DNA, assim como protecdo da mucosa oral de agressées como acido gastrico, acido
biliar, pepsina, tripsina assim como agressbes fisicas, quimicas e bacterioldgicas.
(Venturi, et al., 2009).

O epitelio juncional peri-implantar ganha mais camadas de células e assume uma
conformacdo semelhante a do epitélio juncional dos dentes naturais. Essa nova
conformacdo do epitélio juncional peri-implantar aproxima-o da superficie

osseointegrada, aumentando a concentragédo local de EGF. (Consolaro, et al., 2010)
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Figura 3: O epitélio estratificado pavimentoso gengival (EG) justapdem-se com
espessura normal logo apds a aplicacéo do cicatrizador ou do intermediario e coroa.

O EGF (setas) das proprias células epiteliais estimula a proliferacdo epitelial peri-
implantar e inicia a formacdao do epitélio juncional peri-implantar.

O EGF da saliva (S) participa neste processo, pois aumenta muito quando ocorrem
cirurgias orais. (Alberto, et al., 2010)
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Figura 4: O epitélio juncional peri-implantar (EJ) ganha mais camadas de células e
assume uma conformacdo semelhante a do epitélio juncional dos dentes naturais.
(Alberto, et al., 2010)

6.1 Preparacdo de EGF

Esta preparacio é preconizada pela “Upstae biotecnology” Home Page da

emdmillipore.

Um dia antes do ensaio de manter células em 2% de FBS. Prepara-se uma suspensao de
células em 2% de soro para uma concentracdo final de 10* células/ml. Aliquota de 4,5
ml/tubo para semear pogos quadruplicados (1ml/well)

Preparar EGF seguindo as instru¢des acima para reidratacdo para uma concentracdo de

lpg/ml.
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Para cada concentracdo de EGF a ser testado, adiciona amostra de EGF para cada tubo

representando a sua diluicéo final, aproximadamente 0-10ng/ml.

Misturar o conteudo e adicionar 1 ml de suspensdo de células para uma placa de 24
pocos em quadruplicado. A concentracdo final sera 1x10 * células/ml em DMEM / FBS
a 2% * EGF, ao 3° dia , aspirar a media das células e adicionar EGF recém diluido.
Contar e registrar o nimero de células no dia 5-7. Calcular o fator de estimulacéo sobre

os resultados do controlo negativo.

7- PRGF Plasma rico em fatores de crescimento

O plasma rico em fatores de crescimento (PRGF) tem sido proposto recentemente como
uma ajuda para se conseguir regeneracdo 0Ossea e epitelial na area da cirurgia oral.
(Anitua, 2001). As propriedades bioldgicas do PRGF exploram o potencial de varios FC
derivados de plaquetas, tais como (PDGF, TGF-, EGF, VEGF, IGF-I, HGF), obtido
através de centrifugacdo, para serem induzidas varias fungbes como por exemplo a
quimiotaxia, angiogenese, proliferacdo, diferenciacdo, modelacéo, etc., representando
assim uma mais valia na terapéutica para uma mais rapida e mais efetiva regeneracdo
dos tecidos duros e moles. (Anitua, et al., 2004) , (Anitua, et al., 2006).

O PRGF representa uma fonte autdgena e altamente especializada de fatores de
crescimento, seus principais fatores apresentam um importante papel na mitogenese das
células mesenquimais indiferenciadas nos espagos medulares, na estimulagdo dos
osteoblastos pra producdo da matriz de colagéneo, na angiogenese e na ativacdo dos
macrofagos. (Beltréo, et al., 2001), (Sanchez, 2003).

Varios estudos in vitro, em animais e em ensaios clinicos, sugeriram que o PRGE podia
efetivamente despoletar regeneracdo dos tecidos duros e moles, assim como diminuir a
inflamacéo, dor e efeitos secundarios indesejaveis. (Giannobile, 1996) , (Weibrich, et
al., 2002).

As plaquetas do plasma rico em plaquetas sdo ativadas pela adicdo de trombina,
comecando assim a liberar fatores de crescimento (PDGF, TGFRB-1, B2, proteinas

plasmaticas), para acelerarem o processo de cicatrizacdo. Dessa forma, o plasma rico

22



O uso de Fatores de Crescimento em implantologia: revisao bibliografica

em plaquetas serve tanto para hemostasia como para adesdo do material de enxerto,
contribuindo fisiologicamente para a cicatrizagdo mais rapida do sitio cirurgico.
(Carlson., et al., 2002).

O uso de PRGF em implantes dentarios tras certos beneficios que podem aumentar a
regeneracdo 0ssea, aumentando a formacdo de 0sso e acelerando a sua maturagéo.
(Dias, et al., 2002)

Alguns autores afirmaram que a utilizacdo de PRGF com auto ou aloenxertos, torna a
epitelizacdo mais rapida, bem como a formacdo de 0sso mais denso, com maior

maturacdo e com trabeculado melhor organizado. (Sanchez, 2003)

Foi efetuado um estudo in vivo que tinha como intuito avaliar os efeitos bioldgicos do
PRGF na proliferacdo e diferenciagdo de osteoblastos. Concluiu-se que este plasma
funciona como ativador aumentando e acentuando a regeneracdo 0ssea. (Safadi, et al.,
2003).

Ferreira, et al., em 2005.afirmaram que o PRGF é um material autologo, e por isso
atéxico, ndo causando rea¢es imunoldgicas quando aplicado ao seu dador original,
promovendo assim angiogenese, colagénio por parte dos fibroblastos, proliferacdo de
osteoblastos e producdo de suportes celulares formados a partir de particulas Gsseas.
Outras vantagens foram apontadas, como a sua disponibilidade no pré operatorio, a sua
histocompatibilidade, diminuindo assim a possibilidade de acontecerem infecdes.

Mas a utilizacdo unicamente do PRGF sozinho, sem enxerto poderd reduzir os
remanescentes resultantes da aplicacdo do enxerto. Foi demonstrado através de estudos
comparativos que com PRGF na presenca de enxerto e na sua auséncia e em que 0s
procedimentos eram conduzidos com pericia e cuidado, podia sozinho o PRGF
promover o crescimento 0sseo. (Steigman, et al., 2005). Sendo que estas propriedades
S0 se mostraram no caso de haver células Osseas disponiveis para as atividades
mitoticas. (Casati, et al., 2006).
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8- PRGF- Endoret®

Dado que existem variadas formas de aplicacdo de FC, grande parte delas com
diferentes concentracdes, protocolos de utilizacdo, activadores, utilizacdo ou ndo de
leucocitos nos preparados, entre outras, surge a necessidade de estandardizar
procedimentos, protocolos, preparacdes de FC e procedimentos cirdrgicos, fazendo com
que determinadas entidades levassem a cabo estudos de forma a tentar otimizar tais
variaveis, tentando minimizar os efeitos indesejaveis, conseguindo efeitos terapéuticos

cada vez mais controlados.

O PRGF- Endoret® segundo os autores, veio colmatar algumas dessas falhas,
otimizando e tornando mais segura a utilizacao deste plasma, eliminando assim algumas
limitacGes de outros preparados, (Anitua, 1999), como por exemplo: o uso de citrato de
sodio e cloreto de calcio como anticoagulante e ativador de coagulacédo respetivamente,
a adicdo de cloreto de calcio promove a formacdo de trombina, promovendo assim o
processo fisioldgico de coagulacdo e promovendo uma libertacdo de FC mais regular,
sendo este parametro crucial para uma reparacdo tecidular correta. (Tsay, et al., 2005).
Este processo elimina reacdes imunoldgicas e o risco de transmissfes de doencas

associado ao uso de trombina exdgena bovina. (Lanesberg, et al., 1998).

O PRGF liberta varios FC e fatores de diferenciacdo, através da ativacdo plaquetaria,
sendo estes fatores importantes na regulacdo e estimulacdo dos processos de
regeneracdo. Tém também um papel importante nos processos de regulacdo celular,

como a angiogenese, mitogenese, quimiotaxia e metabolismo. (Sanchez., et al., 2003).

Estes autores também afirmam este plasma autologo rico em FC proporciona um
aglomerado de fatores de crescimento e citoquinas em que a sua utilizacdo
conjuntamente com auto ou mesmo aloenxertos induzem uma epitelizacdo mais rapida,

bem como formacéo de 0sso mais maduro e com trabeculado mais organizado.

PRGF- Endoret® contem uma concentragdo de plaquetas na ordem das 6x10° plaquetas
/ul, tendo sido descrito como sendo a concentracdo ideal para inducéo bioldgica, sendo
que concentragdes baixas induzem efeitos aquém do esperado, enquanto concentragdes

altas demais podem ter um efeito inibitorio. (Weibrich, et al., 2005).
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Este produto ndo contem leucdcitos, tornando-o mais seguro e efetivo, aumentando a
homogeneidade do produto e reduzindo os fatores variaveis de outros possiveis dadores.
(Anitua, et al., 2010).

A existéncia de neutrofilos € de particular importancia pois exprimem enzimas
degradantes de matiz como as metaloproteinases-8 e MMP-9 e libertam oxigénio
reativo que destroem células circundantes danificadas ou saudaveis. (Marx, 2004).

O PRGF atua através da desgranulacao dos granulos a das plaquetas que contém os FC
armazenados, a secre¢do destes FC é iniciada com o processo de coagulacdo do sangue
e comeca cerca de 10 minutos apds o inicio da hemostase, onde mais de 95% dos FC

pré sintetizados sdo secretados em menos de uma hora.

Assim sendo este plasma deve ser desenvolvido num meio anticoagulante e usado num
periodo de aproximadamente 10 minutos apds a formacdo do codgulo, sendo que o
PRGF mantem-se estavel num ambiente estéril e com uma concentracdo de plaquetas

viavel por um periodo de 8 horas apds desenvolvido em meio anticoagulante.

9- Protocolo de preparacdo do PRGF- Endoret®

E colhido sangue venoso do paciente, (figura 5), sendo este colocado em dois tubos de
centrifugacdo de 5 ml contendo 3,8 % de citrato de trisédio como anticoagulante,

preservando assim as plaquetas. (figura 6).

Os tubos sdo centrifugados a 460 rpm durante 8 minutos a temperatura ambiente, numa
centrifugadora desenhada para esta técnica (PRGF System® IV, BTI Biotechnology
Institute, Vitoria Alava Spain), (figura 7), que tem como objetivo preservar as plaquetas

e manter o plasma livre de leucocitos.

Para se pipetar a camada pretendida, foi desenvolvida um mecanismo intitulado
transferidor de plasma (the plasma transfer device ,PTD), que permite separar as

diferentes fracOes obtidas por aspiracéo. (figura: 9)

Depois desta centrifugacdo o componente plasmatico é separado em trés fragdes, (figura

8), uma contendo células vermelhas no fundo do tubo, uma segunda faze intermédia
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onde existem leucdcitos e a fase superior de cor amarelada é a que contem a maior

concentracéo de plaquetas, e de fatores de crescimento.

O PRGHF é ativado usando 50 pl a 10 % de cloreto de calcio e deixado a temperatura
ambiente por 10 minutos até se formar uma espécie de gelatina facil de manusear.
(Anitua, et al.,, 2012).

Figura 5 : Recolha de sangue venoso do paciente
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Figura 6: Tipo de tubos de ensaio para colocagédo do sangue do paciente

Figura 7: Centrifugacdo dos tubos de ensaio para separacdo das fases.
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Figura: 9 the plasma transfer device ,PTD
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Figura 10: Esquema geral da obtengdo de PRGF Endoret®.
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Figura 11: Algumas das aplicabilidades do PRGF-Endoret

A- Como membrana de fibrina para coloca¢do em sitio cirdrgico

@

Para molhabilidade em implantes

%

Para injecdo em sitios que necessitem regeneracdo
D- Como rede de fibrina
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10- Aplicabilidade e seguranca clinica de fatores de crescimento

Vérias sdo as aplicacdes dos Fatores de crescimento (FC), com resultados por vezes

contraditorios ou insatisfatérios, mas também com bons resultados mostrados.

A aplicabilidade clinica é diversa, e com o avancar do tempo melhores resultados estdo
a ser conseguidos, em parte por se conhecer cada vez melhor as suas corretas

aplicacdes, dosagens e efeitos, como veremos pelas referéncias seguintes.

Existem até a data varios protocolos de obtencdo de determinados FC, e diferentes

aplicacdes clinicas.

Assim sendo, a eficacia do PDGF-BB foi observada sobre osteoblastos e fibroblastos do
ligamento periodontal, com promocdo de angiogénese, com aumento de mitogénese e
quimiotaxia celular, (Dennison, et al., 1994) , (Boyan, et al.,1994) tendo sido por isso a
terapia mais usada para reconstrucdo tecidular de tecidos 6sseo e mucoso, (Boyan, et
al.,1994) , (Jiang, et al., 1999), sendo que a resposta maxima foi obtida com

concentragdes de 10 pg/ml.

Também Lynch, et al., em 1989 verificaram que ouve aumento da regeneracdo de
tecidos periodontais, através de um mecanismo de accdo em que o PDGF promove a
neoformacéo tecidular, estimulando efeitos na replicacdo de DNA celular e quimiotaxia
celular. Este mecanismo poderad ser explicado pela ligacdo do PDGF aos recetores
especificos 3 ,(Mumford, et al., 2001).

Foi referido por (Stefani, et al., 2000) , (Meraw, et al., 2000) que quando existe uma
associacdo de FC (PDGF-BB e IGF-1) e se faz uma aplicacdo na superficie dos
implantes previamente a sua aplicacdo, leva a que haja um maior contacto 0sso-

implante, com maior grau de mineralizag&o ossea

Examinaram também os efeitos da combinacdo de PDGF-BB e IGF-1 na displasia
epitelial induzida na mucosa de revestimento bocal em hamsters, concluindo que a
exposicao aos fatores de crescimento (FC) referidos ndo provocou qualquer alteracdo na
displasia epitelial. (Schnitman, et al., 1990).

Relativamente a seguranca clinica, Shih, et al., em 1996, avaliaram essa mesma

seguranca em seres humanos da aplicacéo de doses altas de rhPDGF-BB e rhIGF-1 (50
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e 150 mg/ml), em defeitos Osseos, sendo que a analise incluiu exame fisico,
hematoldgico, quimica seroldgica, exame a urina, presencga de anti corpos e avaliacdo
radiologica de alteracdes 6Osseas, verificando que nenhuma alteracdo aos requisitos de

seguranca foi observada em funcéo da aplicacéo dos FC.

Nao houve efeitos adversos sérios, mortes atribuidas aos farmacos utilizadas, nem sinais

de formacdo descontrolada.
Nenhum dos voluntarios usados desenvolveu anticorpos para os FC usados.

A seguranca no uso de rhPDGF-BB tem sido demonstrada, em varios testes in vivo e in
vitro. Os FC usados nos testes foram considerados ndao mutagénicos, hemoliticos,
citotdxicos ou alérgicos e ndo ouve evidéncia de toxicidade local ou sistémica. (Young,
etal., 2011), (Young, et al., 2009).

Apdbs um ano de estudos toxicoldgicos, demonstraram que o uso de rhPDGF-BB em
combinacdo com pB-tricalcium phosphate (B-TCP), ndo provocaram efeitos adversos,

formacdo de tumores ou reagfes imunolégicas contra os materiais usados.

Tem havido alguma apreenséo relativamente a formacéo de tumores com o uso de FC,
mas dados de investigacdes clinicas ndo suportam essa preocupacao, pois apos a analise
de um numero alargado de pacientes tratados com gel topico contendo rhPDGF-BB, nédo
ouve evidéncia clinica de aumento de incidéncia de risco de mortalidade por cancro.
(Ziyadeh, etal., 2011).

Sendo que a atividade bioldgica do rhPDGF-BB é regulada por uma a-macroglobulina,
resultando numa breve exposicdo sistémica e de uma rapida eliminacdo da proteina

pelos meios metabdlicos normais. (Luis, et al., 2012).

Os varios estudos pré-clinicos em culturas de células e em animais tiveram a sua
confirmacédo a nivel de resultados no primeiro estudo em humanos onde foi avaliada a

eficacia e seguranca da associacdo de PDGF-BB e IGF-1, (Howell, et al., 1997).

O rhPDGF-BB foi aprovado pelo FDA para comercializagdo, demostrando assim a sua
bioseguranga.

(Lynch et al., 1991) ,(Koch, et al., 1998; cit in Arnas et al., 2002) demonstraram que 0

IGF estimula a formacdo de matriz 6ssea, mostrando também que IGF associado com
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PDGF aumenta a qualidade e quantidade da reparacdo de defeitos, acelerando a

regeneracao peri-implantar.

Em 1995, Sirgurdsson et al, afirmaram que a implantacdo de rhBMP-2, além de
regenerar 0 0sso alveolar original, tem também funcdo regenerativa do ligamento
periodontal, sendo util no caso de implantes dentarios promovendo o aumento da crista
0ssea, ou elevacdo do seio para fornecer a posteriori um 0sso adequado para o implante
, (Sigurdsson, et al., 1995)

Em associacdo com outros FC, o uso de BMP-2 na regeneracdo 0ssea guiada ao redor
de implantes dentérios, promove um aumento de area de contacto entre 0 0SSO € O
implante e da quantidade de osso por superficie, melhorando assim a osseointegracao e
a quantidade de osso neoformado nos defeitos dsseos peri-implantares , (Meraw, et al.,
2000).

Existem assim novos estudos a serem feitos testando vérias formas de titdnio como
substrato para as BMPs, tendo em vista a possivel utilizacdo em caso de implantes,
mostrando a estimulacdo de formacdo dssea em volta do titanio, promovendo assim uma
melhor aderéncia e uma aceleracdo na maturacdo deste novo 0sso na superficie e no

interior dos poros dos implantes de titanio, (Kawali, et al., 1993) , (Xiang, et al., 1993).

Estudos pré clinicos com VEGF (Vascular endothelial growth factor), demonstraram
seguranca na sua utilizacédo, sem toxicidade notada com limites de dose entre 0s 0,1 e 0s
10 mg/Kg.

Alguns efeitos adversos forma notados para doses entre os 3 e os 10 mg/Kg, tais como
aumento de pressdo sanguinea ( 10 a 15 mmHg ). ( Gordon, et al.,2001)

Tem havido modelos pré clinicos que demonstram um aumento de risco de sangramento

ou trombose, associado a inibicdo do VEGF. (Devore, et al., 2000).

Ainda se encontra desconhecido o verdadeiro mecanismo e 0 seu potencial

relacionamento com a inibi¢do do VEGF. (Kubo, et al., 2000).

Estes autores, publicaram dados demonstrando que VEGF esta envolvido na

manutencdo da integridade endotelial de células tumorais. Logo bloqueando os
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recetores do VEGF proporciona um aumento de apoptose celular, levando assim ao

despoletar da cascata de coagulagéo.

Como tém havido resultados contraditorios nos resultados clinicos da aplicacéo de FC,
pelas razbes ja apresentadas anteriormente, alguns autores sentiram a necessidade de
estandardizar determinados procedimentos, para tentar encontrar uma melhor
aplicabilidade dos FC.

Segundo Anitua, 1999, o surgimento do PRGF, enquanto plasma que contem varios FC,

veio desta maneira otimizar algumas falhas sentidas.

O PRGF tem sido usado no campo da cirurgia oral, nomeadamente em aplicacdo de
implantes apds extracdo imediata, para colocacdo de enxerto de 0sso, para posterior
regeneracdo a volta do implante, assim como para preparagdo de sitios para aplicacdo

futura de implantes, sem ser com carga imediata. (Anitua, 1999) , (Anitua, et al., 2004).

Del Fabbro, et al., em 2009, conduziram um estudo onde a colocacdo de implante ap6s
extracdo imediata, combinada com a aplicacdo de PRGF, conduziu a excelentes
resultados. Devido a alta taxa de sucesso, com preservacao de tecidos duro e mole, com
resultados estéticos e funcionais, mostraram que este procedimento além de seguro é

efetivo e um tratamento previsivel para reabilitacéo.

Mais dados permitem concluir que o uso deste composto permite a inser¢do do Implante
num espaco de tempo mais curto, pois reduz o periodo de recuperacdo pos-enxerto para
perto de seis meses, quando normalmente € de nove meses. As percentagens de
implantes bem-sucedidos serdo as mesmas, apenas reduzindo o tempo de maturagao

Ossea em cerca de 33%. (Mazor, et al., 2004)

Alguns autores afirmam ser possivel associar 0sso bovino desproteinado com PRGF
apresentando uma taxa de sucesso até 92,9 % em implantes de carga imediata.
(Rodriguez, et al., 2003).

Anitua, et al., em 2012 conduziram experiéncias a fim de relacionar o PRGF- Endoret,
com o efeito antimicrobidtico. Concluiram que este plasma tem atividade
antimicrobi6tica para S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus spp e

staphilococcuscoagulase-negativos.
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Concluiram ainda que este composto apenas demonstra esta atividade nas primeiras

horas de aplicacdo, por isso tera aqui um papel de profilaxia em vez de tratamento.

Defendem a aplicacdo profilatica na humidificacdo de implantes e proteses antes da sua

insercao.

Anitua, et al., em 2010, afirmaram que no uso de PRGF- Endoret®, as células voltam
ao ritmo normal de proliferacdo depois deste composto ter sido gasto, o que é um

requisito de biosseguranca para se usar este produto em humanos.

Existem atualmente vérias formas de preparacdo do PRGF, sendo que até a data Anitua
e seus colaboradores sdo 0s que possuem maior numero de experiencias em humanos,

tendo assim resultados clinicos comprovados.

Podemos assim concluir que o método usado por eles sera o mais credivel, pois € 0 mais
facil de utilizar, tem apenas uma centrifugacao, a ativacdo com cloreto de calcio evita o
uso de trombina bovina (substancia proibida na Europa pelo seu potencial
imunogénico), ndo produz dano nas plaquetas, em oposicio ao EDTA, nem é

responsavel por rea¢bes imunoldgicas.

Atualmente os autores descrevem este produto como possuindo certificacBes sanitarias
CE e FDA.

Mas apesar destas taxas de sucesso encontradas, ha autores que devido a grande
variedade de fatores intervenientes na utilizacdo das técnicas com PRGF, afirmam haver
uma sobredeterminacdo muito grande, para que os efeitos observados possam ser

isolados e estudados individualmente. (Weibrich, et al., 2004).

Também You et al., em 2007 afirmou que elevadas concentracdes de fatores de
crescimento podiam levar a um processo inverso ao esperado, resultando assim na falha
do enxerto dsseo, concluindo que a contribuicdo do PRGF na formagdo Ossea era

inexistente.

Estes autores também afirmam haver resultados controversos relativamente ao efeito
deste plasma rico em plaquetas na regeneracdo 0ssea, Alguns autores referem efeitos

positivos na osteogenese, (Merkx, et al., 2004) , (Ferreira, et al., 2005) , (Hibi, et al.,
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2006) , (Graziani, et al., 2006) , (Gerard, et al., 2006) , enquanto outros ndo observam
qualquer efeito. (Sarkar, et al., 2006) , (Mooren, et al., 2007) , (Roussy, et al., 2007).

Além disso também foi observada inibicdo da inducdo dssea quando se utilizam FC.
(Gruber, et al., 2006) , (Thorwarth, et al., 2006) , (Ranly, et al., 2007).

Esta diversidade de resultados sdo na verdade atribuidos a diferentes aspetos, tais como
variages intra e inter-espécies na producao relativa dos componentes, (Van der Dolder,
et al., 2006) , (Roussy, et al., 2007) , (Ranly, et al., 2007), diferencas nos protocolos de
preparacdo, (Anitua, et al., 2007) ,variacdes nas concentracfes e nas densidades das
plaquetas. (Tomoyasu, et al., 2007) , (Choi, et al., 2005) , (Ranly, et al., 2007) .

Assim sendo é mais do que justificado a evolugdo em novos modelos experimentais,
novos protocolos, com vista a minimizar erros relativos aos FC, para isso sera
necessario controlar o meio de trabalho, 0os seus componentes, a maneira de serem
formulados, podendo assim avaliar os efeitos na osteogenese por exemplo sobre

superficies de titanio.

Mesmo com toda esta controvérsia em torno do uso do PRGF, certo é que este plasma
atua como adesivo bioldgico, que quando misturado com outros biomateriais torna a
manipulacdo dos mesmos muito mais facil, evitando colapsos, melhorando a
consolidacdo dos enxertos, assim como ser um fator importante no aumento da rapidez

da regeneracéo tecidular. (Freymiller, 2004)
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IV- CONCLUSAO

E atualmente uma possibilidade real a utilizacdo de fatores de crescimento para
diminuicdo de tempo de osteointegracdo em implantes de titanio, na estimulacdo de

formacéo 0ssea e na diminuicdo da inflamacéo de tecidos.

Vimos por varios estudos efetuados que a resposta inflamatdria pode ser diminuida,

acelerando assim o tempo de cura.

H& uma clara evidéncia entra a maneira como os fatores de crescimento (FC) sdo

preparados e utilizados com os resultados obtidos.

Seré necessario comparar os diferentes produtos disponiveis no mercado e determinar a
sua eficiéncia final. Sera necessario estandardizacdo dos procedimentos, e estruturar

bem os estudos de modo a evoluir o potencial no efeito terapéutico tdo desejado.

Quanto a utilizacdo do plasma rico em fatores de crescimento (PRGF), pode concluir-se
que provoca estimulacdo e regeneracdo tecidular, aumento da rapidez e qualidade de
osso formado e aumento da previsibilidade de resultados, sendo a técnica de preparacdo
de facil execugdo.

Conclui-se que apesar de determinadas técnicas serem relativamente faceis de utilizar,

sabe-se também que falta preparacdo ao médico dentista para as executar.

Dependendo dum bom conhecimento destes produtos autologos, talvez se possa
otimizar as superficies dos implantes de modo a potencializar os efeitos desejados.

O papel que estes FC desempenham, na regeneracao ainda esta parcialmente elucidada,
os efeitos bioldgicos em muitos deles ja foram entendidos durante os Gltimos anos,

abrindo assim a porta para o potencial desenvolvimento de diferentes citoquinas e FC.

Serdo necessarios sem divida mais estudos, principalmente em humanos para melhoria
de seguranca, otimizacdo de protocolos para a utilizagdo dos FC, tirando assim todo o

potencial que se espera.
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