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Resumo

A regeneragéo dos tecidos pericdontais é o objetivo final do tratamento
periodontal (Egelberg, 1987), no entanto o que ocorre & a cicatrizagdo como
resuttade do fendmeno de reparo, no qual os tecidos formados n&o
restabelecem totalmente a arquitetura dos tecidos perdidos (Caton et al, 1978;
Wikesjo et al, 1991; Bowers et al, 1982). Nesse processo de reparo o que
ocorre € uma migragdo apical do epitélio juncional entre o tecido gengival e a
superficie radicular (Murakami et al, 2003). Tanto no processc de reparo
quanto na regenera¢éo ocorre a acdo de miltiplas citocinas e fatores de
crescimento que trabalham em conjunto para regular a fungéo de varios tipos
de celulas dentro e adjacentes a ferida. Esses fatores como fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de insulina
(IGF-1), proteinas dsseas morfogenéticas (BMP-2) e fator de transformacgéo de
crescimento B {TGF- B) sdo importantes para o processo, pois regulam a
migragao, adesdo, proliferacdo e diferenciagéo das células do ligamento e
intensificam a formacio/regeneracdo do periodonto (Lynch et al, 1989;
Kinoshita et al, 1997; Sigurdsson et al, 1995; Giannobile et al, 1998). Aiém
disso, diversos estudos relataram a participagéo do VEGF, TGF-a, TGF-1,
fator de crescimento do hepatécito (HGF) e fator de crescimento de fibroblasto
(FGF) (Gospodarowicz et al, 1986; Ledoux et al, 1992) na angiogénese que &
essencial para intensificar 0 processo normal de cicatrizagdo das feridas
(Roesel and Nanney, 1995), pois é através dos vasos sanguineos que esses
mediadores tém acesso a regido da ferida (Nobuto et al, 2005).

Diante da importancia dos mediadores bicloégicos e da angiogénese nos

processos de cicatrizagio de feridas e da possibilidade de novas opgles



terapéuticas para o tratamento da doenga periodontal, o objetivo deste estudo
foi relacionar os fatores de crescimento envolvidos nos processos de

angiogénese e sua importancia na regenera¢do dos tecidos periodontais.



Abstract

Periodontai tissue regeneration is the final goal of periodontal freatment
(Egelberg, 1987), however what really occurs cicatrisation as the result of the
healing process, in which the tissue formed don't completely reestablish the
“architecture” of the fost tissues (Caton et al.,, 1976; Wikesjo et al., 1991;
Bowers et al., 1982). In this healing process what occurs is apical migration of
junctional epithelium between gingival tissue and root surface (Murakami et ai.,
2003). In both healing process and regeneration, muitiple cytokines and growth
factors are working in a network to regulate the function of a number of cells
within and adjacent to the wound. This factors, as the Platelet Derived Growth
Factor (PDGF), insulin Growth Factor-f (IGF), Bone Morphogenetic Protein-2
(BMP-2), and Transforming Growth Factor-f (TGF- B} are important to the
process because they regulate migration, adhesion, profiferation and
differentiation of the periodontal ligament cells (PDL) and intensify the
formation/regeneration of the periodontium (Lynch et al., 1989; Kinoshita et ai.,
1997; Sigurdsson et al., 1995; Giannobile et al., 1998). Besides that, several
studies reported the participation of Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), TGF-a, TGF-B, Hepatocyto Growth Factor (HGF) and Fibroblast
Growth Factor (FGF) (Gospodarowicz et al., 1986; Ledoux et al., 1992) in
angiogenesis, wide is essential to intensify the wound healing (Roesel and
Nanney, 1995), once it is trough blood vessels that these mediators have
access to the wound {(Nobuto et al., 2005).

Having considered the importance of biological mediators and
angiogenesis in the wound healing and of the possibility new therapeutical

option to the treat periodontal diseases, the aim of this study was to relate



growth factors involved in angiogenesis process and their importance to

periodontal tissue regeneration.
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1. Introdugao

A regeneragdo dos tecidos periodontais € o objetivo final do tratamento
pericdontal, no entanto uma completa regeneragdo ndo € observada apds o
tratamento convencional das periodontites (Egelberg, 1987). Para a
regeneragdo periodontal ocorrer s&0 necessarios ©0$ processos de
osteogénese, cementogénese e uma inser¢io funcional de fibras do tecido
conjuntivo a0 novo cemento formado e ao osso alveolar, formando uma
unidade gengival competente (AAP, 1992). Entretanto, a cicatrizagdo seguida
da terapia convencional como resultado do fenébmeno de reparo, no quai os
tecidos formados ndo restabelecem totalmente a arquitetura dos tecidos
perdidos (Caton et al, 1976; Wikesj6 et al, 1991; Bowers et al, 1982). Nesse
processo de reparo o que ocofre € uma migragéo apicai do epitélio juncional
entre o tecido gengival e a superficie radicular (Murakami et al, 2003). O
processo de cicatrizagdo das feridas € iniciado por uma fase inflamatéria, na
qual multiplas citocinas agem em conjunto para regular a fungéo de varios tipos
de células dentro e adjacentes a ferida. Essas citocinas juntamente com os
fatores de crescimento sdc importantes para o processo, pois regulam a
migragéo, ades&o, proliferagao e diferenciagdo das células do ligamento e
intensificam a formagcao/regeneracic do periodonto (Lynch et al, 1989;
Kinoshita et al, 1997; Sigurdsson et al, 1995; Giannobile et al, 1998). A
aplicagdo topica desses mediadores bioldgicos, como fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de insulina (IGF-I},
proteinas Osseas morfogenéticas (BMP-2) e fator de transformag&o de
crescimento B (TGF- B} tém mostrado atividade na indugdc da regeneracao

periodontal em modelo animal (Mohammed et al, 1998). Além disso, diversos
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estudos relataram & participagdo do VEGF, TGF-a, TGF-B1, fator de
crescimento do hepatécito (HGF) e fator de crescimento de fibroblasto (FGF)
(Gospodarowicz et al, 1986; Ledoux et al, 1992) na angiogénese que é
essencial para intensificar o processo normal de cicatrizacdo das feridas
(Roesel and Nanney, 1995). O processo de angiogénese € necessario para
que a regeneragio ocorra, pois € através dos vasos sanguineos que esses
mediadores tém acesso a regido da ferida (Nobuto et al, 2005). No entanto, a
angiogénese também & conhecida como um processo essencial no
desenvolvimento de doencas crdnicas inflamatérias, como a periodontite
crénica que apresenta uma aberrante neovascularizagdo e persistente
granulagdo no tecido gengival, o que contribui para a progressao da doenca
(Oyama, 2000). Estudos recentes estabeleceram a importancia do VEGF para
a angiogénese de desenvolvimento e angiogénese que ocorre em tecidos
normais e patoldgicos (Ferrara et al., 1997). Além disso, esse fator esta
fortemente relacionado com doengas angiogénese-dependentes como a
psoriase, artrite reumatdide (Koch et al., 1994), retinopatia por diabetes (Gilbert
et al., 1998), tumores malignos (Hashimoto et al., 1995), e tem agao sistémica
participando da cicatrizagdo das feridas, formagao de tecido de granulagéo da
inflamacao, luteinizagao do ciclo estral, proliferagéo transiente do endométrio e
placenta (Torry et al., 1997; Howdieshell et al., 1998; Polimeni et al., 20086).
Diante da importancia dos mediadores bioldgicos e da angiogénese nos
processos de cicatrizacéo de feridas e da possibilidade de novas opgdes
terapéuticas para o tratamento da doenga periodontal, o objetivo do nosso
estudo foi relacionar os fatores de crescimento envolvidos nos processos de

angiogénese e sua importancia na regeneracéo dos tecidos periodontais.
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2. Desenvolvimento

2.1 Cicatrizac8o X Regeneracao Periodontal

Os processos de reparo ou regeneragdo periodontal apresentam uma
situacdo complexa, pois a ferida é composta de um lado por um tecido
conjuntivo ¢ epitélio gengival € do outro por uma superficie rigida, ndo-vascular
e muitas vezes desprovidas dos seus tecidos de suporte (Polimeni et al, 2006).
A cicatrizagao seguida da terapia convencional ¢ o resultado do fendémeno de
reparo, no quai os tecidos formados ndo restabelecem totalmente a arquitetura
dos tecidos perdidos (Caton et al, 1976; Wikesjo et al, 1991; Bowers et al,
1982).

Do ponto de vista celular, o que ocorre é a formagdc de um coagulo
sanguineo que protege os tecidos desnudos e serve como uma matriz para a
migragao de células (Clark, 1996). A formac3o desse coagulo € seguida por
uma fase inflamatéria com neutrdfilos e mondcitos como células
predominantes. Essas células eliminam as bactérias e os tecidos necréticos da
ferida através de fagocitose, liberagdo de enzimas e produtos toxicos do
oxigénio (Clark, 1996; Wikesj6 et al, 1999). Apds 3 dias, os macréfagos que
sdo células importantes para a formagdo do tecido de granulacdo, migram
através da ferida e secretam fatores de crescimento e citocinas que estimulam
a proliferacdo e migracdo dos fibroblastos e das células endoieliais (Polimeni et
al, 20086). Os fibroblastos sdo responsaveis por substituir a matriz extracelular
por uma matriz rica em colageno. As células endoteliais, responsaveis pela

angiogénese, migram através da matriz extracelular para formar tubos e alcas

i3



vasculares. Com a maturacio dessa matriz as céluilas endoteliais sofrem
apoptose e o numero de unidades vasculares € reduzido (Aukhil, 2000; Martin,
1997).

A epitelizacdo da ferida se inicia rapidamente, as células epiteliais se
proliferam e migram através do coagulo de fibrina e eventualmente a fenda no
epitélio é selada. As células epiteliais na gengiva normal tédm receptores de
superficie conhecidos como integrinas, ligados a laminina na lamina basai.
Para iniciar a migracdo, os queratindcitos dissolvem essa ligagdo para
expressar as integrinas susceptiveis ao meio externo (Aukhil, 2000).

A maturacéo do tecido de granuiagao ira guiar para regenera¢ac ou reparo
da ferida, dependendo da disponibilidade das células necessarias e a presenca
ou auséncia de sinais necessarios para recrutar e estimular essas células
(Grzesik et al, 2002).

No caso do Reparo periodontal o que vai ocorrer 7 dias apds o inicio do
processo é a formacio de um epitélio juncional em contato com a superficie
radicular, ou seja, uma migracdo apical do epitélic juncicnal entre o tecido
gengival e a superficie radicular (Murakami et al, 2003).

No caso de Regeneracio periodontal, o que vai determinar se ela vai
ocorrer ou ndo sdo as “siem cells” (células indiferenciadas) presentes no
ligamento periodontal, capazes de se diferenciar em cementoblastos,
fibroblastos e osteobalstos (Grzesik et al, 2002). As estruturas periodontais séo
subdivididas em 4 componentes - tecide gengivai, ligamento periodontal,
cemento e osso alveolar e a natureza da nova inser¢éo é determinada pelas
células que vao repovoar a superficie radicular (Melcher, 1976). Esses achados

foram comprovados por estudos que mostraram que porgdes das superficies
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radiculares expostas a doencga periodontal € que foram tratadas com raspagem
e alisamento radicular durante o reparo néo apresentaram formacgéao de tecido
conjuntivo, enquanto que as porgdes radiculares com ligamento periodontat
preservado apresentaram uma insercdo de fibras funcionalmente orientadas
(Karring, Nyman et al, 1980, 1993). Além disso, em estudo realizado por
Nyman et ai, 1982, defeitos periodontais do tipo fenestracdo foram criados em
primatas ndo-humanos, um filtro Millipore foi colocado para cobrir a fenestragao
com objetivo de impedir o contato do tecido gengival com a superficie radicutar
e novo cemento com fibras inseridas funcionalmente foi observado apds um
intervalo de 6 meses. Usando esse mesmo raciocinio e tecnologia, eles
obteram a primeira evidéncia que a regeneragdo periodontal pode ser
conseguida em dentes humanos afetados pela periodontite e criaram a
Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) que é um dos procedimentos
regenerativos mais efetivos atualmente (Nyman et al, 1982).

A partir desses estudos de Nyman, Karring e colaboradores foi estabelecido
gue células do ligamento periodontal tém capacidade de regenerar a inser¢do
periodontal, enquanto o ossc alveolar e o tfecido conjuntivo gengival néo
possuem essa habilidade (Karring et al, 1993). No entanto, foram necessarios
estudos para investigar a dindmica dos processos de reparo e regeneragdo e

os fatores que desempenham papel importante nesses processos.
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2.2 Angiogénese

A angiogénese é um processo crucial para a remodelacgio e regeneracio de
tecidos do organismo, como o tecido dsseo (Amir et al., 2006), pois é através
dos vasos sanguineos (que as células necessdrias para a
formacéo/regeneragéo dos tecidos s&o recrutadas. Durante a embriogéneses,
a ossificagdo endocondral é acompanhada pela invasdo de novos capilares
vindos dos vasos sanguineos vizinhos através da cartilagem calcificada (Marks
& Hermey, 1996). Essa invasao € seguida por um recrutamente de células
osteogénicas e deposicao de tecido 6sseo em substituicdo a cartilagem
(Ferguson et al., 1999). Ja durante a ossificacéoe intramembranosa o pape! dos
vasos sanguineos ainda & pouco estudado. Na distraczc osteogénica, onde o
0ss0 se forma principalmente via ossificacao intramembranosa, a osteogénese
esta presente somente onde ha vasos sanguineos (Li et al., 1999). Isso se
deve ao fato das células que constituem as paredes dos vasos secretarem
fatores osteogénicos e algumas dessas células parecem ter potencial
osteogénico (Reilly et al., 1998; Kuznetsov et al., 2001; Lewinson et al., 2001;
Bronckers et al., 2005). Alguns estudos tém sugerido uma relagéo entre
angiogénese e forgas mecénicas (Li et al., 1999; Brown & Hudlicka 2003;
Moore et ai., 2003, Yoshino et al., 2003; Yao et al., 2004). Nos tecidos da
medula 6ssea, a angiogénese é aumentada em resposta aos exercicios fisicos,
além de apresentar maior formagéo 6ssea e menor reabsorcao (Moore et al.,
2003). Essas forgas hemodindmicas agem como estimulo para as células
endoteliais migrarem, profiferarem e até mesmo formarem novos vasos (Ando

et al., 1987; Resnick & Gimbrone 1995; Lehoux & Tedgui 1998; Rowe et al.,
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1999) e a resposia bioldgica para esses estimulos mecanicos é mediada por
uma variedade de fatores angiogénicos, sendo o VEGF (Fator de crescimento
do endotélio vascular) o mais importante (Brown & Hudlicka 2003; Yao et al,
2004). Aronson (1994} mostrou em seu estudo que durante a distracdo
osteogénica o fluxo sanguineo & de quatro a cinco vezes maior no tecido que
sofreu distragcdo em comparagéo ao grupo controle. Esse aumento permanece
durante o periodo pés-distragdo (17 semanas) e € duas vezes maior quando
comparado com © grupo controle. Segundo Amir et al., 2006, as areas que
sofreram um processo de distracdo osteogénica mais lento apresentaram maior
vascularizagdo e maior guantidade de osso neoformado. Esse efeito adicional
na osteogénese pode ser causado por um methor suprimento sanguineo nessa
area, uma vez que ha uma correlacdo positiva entre 0 nimero de vasos
sanguineos e a quantidade de novo osso. Li et al., 1999, mostrou com
marcadores especificos para a formagao de vasos que um maior numero de
células precursoras de capilares estava presente no tecido fibroso proximo &
area com maior formacadc Ossea, sugerindo que a formacido de vasos
sanguineos precede e co-determina a formacdo Ossea (Li et al.,, 1999;
Lewinson et al., 2001).

Nos tecidos periodontais, a angiogénese exerce um importante papel na
manutencdo da salde e no desenvolvimento da doenca periodontal cronica
inflamatoria assim como para o processo de cicatrizacao (Yoshino et al,, 2003;
Yao et al.,, 2004; Ando et al., 1987). Alguns fatores de crescimento sao
importantes para a indugéo da angiogénese durante a cicatrizacdo periodontal,
como o FGF-2 que é sintetizado pelos macrofagos e destrdi as células

endoteliais e o VEGF gue € induzido pelos queratinécitos da borda da ferida e
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por macrofagos (Aukhil, 2000). Experimento feito com o FGF mostrou que a
sua deplegéo bloqueou a cicairizagéo da ferida, confirmando sua importancia
nesse processo (Broadley, et al., 1989).

Em relagdo a cirurgias periodontais, um aumento no fluxo sanguineo do
periosteo, facilitado pela angiogénese, € essencial para o processo de
cicatrizagdo apés cirurgias com retalho mucoperiostec e uma analise das
sucessivas mudancas do sistema vascular € necessaria para entender
completamente o processo de cicatrizacdo das feridas (Nobuto et al., 2005).
Esse processo & dependente da angiogénese em seu estagio inicial e a
formagao dos vasos pode desencadear a diferenciagdo das células do
endotélio vascular e das células no tecido a ser reparado, completande a
morfologia desse tecido (Stevens & Lowe, 2000). Em enxertos gengivais livres,
a anastomose entre o plexo vascular periostal (como leito receptor) e os vasos
sanguineos do enxerto serve como origem para o0 suprimento sanguineo
(Nobuto et al., 1988; Oliver et al., 1968; Janson et al., 1962). Em processos
regenerativos com membranas, a exposi¢do dessa barreira € o maior problema
pos-operatorio, mas a interrupgéo da circulacdo no retatho devido a distdrbios
na revascularizacdo do tecido regenerado e a presenga da membrana néo-
reabsorvivel também devem ser considerados (Vergara et al.,, 1997). Além
disso, o suprimenio sanguineo e a angiogénese tém importancia no desenho
do retalho e no método de sutura que vai dar estabilidade pés-operatéria.
Nobuto et al, 2005 observaram em seu estudo que novos vasos foram
formados a partir dos capilares e paredes das vénulas do plexo vascular do
peridsteo em resposta a varios estimulos inflamatdrios no processo de

cicatrizacao das feridas apds cirurgias mucoperiosieas. Esses vasos
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sanguineos do peridsteo ja exibem alta atividade angiogénica através de varios
mecanismos, incluindo a vasculogéneses (desenvolvimento do sistema
vascular), e no terceiro dia apds a cirurgia as reagdes do reparo periodontal ja
foram rapidamente iniciadas. Os novos vasos ja estdo maduros e propriamente
construidos de 5 a 7 dias apos o procedimento cirdrgico de elevacao do retalho
e os fibroblastos imaturos, que ativamente formam a matriz em paralelo com o
crescimento dos vasos, também estac presentes. Os resultados desse estudo
confirmaram que a rede de vasos sanguinecos e fibroblastos constituem o
tecido conjuntivo vascular no processo de cicatrizacao das feridas apds cirurgia
periodontal, além disso, foi possivel conciuir que a angiogénese vinda do
peribsteo, induzida pela elevagdo deste, interage com a angicgénese do
ligamento periodontal, que também contribui para a cicatrizagao de ferida apos
cirurgia a retalho.

A angiogénese também & um componente integral da patogénese de varias
desordens como artrite reumatoide, retinopatia por diabetes, psoriase e
tumores (Larrivee, et al, 2000; Ferrara, 1997). Nessas doencas, os fatores
angiogénicos sao produzidos por células inflamatérias ou por células ao redor
dos vasos sanguineos e formam novos vasos a partir dos vasos pré-existentes
para fornecer nutrigdo e oxigénic para os novos tecidos (ref 10-11). Esse
processo € controlado por vérias citocinas e fatores de crescimento como TGF-
a, TGF-B, HGF (hepatocito), TNF-a, prostaglandina E; = angiogenina, IL-8 e
VEGF (Ferrara, 1996; Ferrara, 1997). Um prolongado e excessivo processo de
angiogénese sa@o marca de desordens inflamatérias em muitos orgéos
(Carmeliet & Jain, 2000). Os mondcitos, macrdfagos, plaquetas, mastocitos e

outros leucocitos da inflamagdo levam a liberagdo de varios fatores
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angiogénicos incluindo VEGF, Ang 1, FGFb, TGFB1, PDGF, TNF-¢, HGF
(Fator de crescimento do hepatécito), IGF-1, entre outros (Pinedo et al., 1998:
Selilid et al., 1999). Alguns desses fatores atraem células de reparo, que
liberam fatores angiogénicos adicionais (Schaper & Ito, 1996; Coussens et al.,
1999). As células sanguineas também contém proteinases que degradam as
barreiras anatémicas para migracdo das células vasculares (Heymans et al.,
1999) e ativam ou liberam esses fatores de crescimento da matriz extraceluiar
(Coussens et al., 1999; Carmeliet & Collen, 1998).

Estudos recentes sugeriram que mudangas no relativo equilibrio entre
indutores e inibidores da angiogénese podem afetar esse processo. Em tecidos
avasculares, a auséncia de ativadores angiogénicos ou a presenca de altos
niveis de inibidores pode impedir a angiogénese, sendo que 0S maiores
ativadores sio FGF-2 (Fator de crescimento do fibroblasto) e VEGF e os
maiores inibidores sao angiostatina e endostatina (Yoshino, et al., 2003). Além
disso, o esiresse que os tecidos periodontais sofrem durante a mastigacédo
também pode afetar a remodelagdo e o reparo nesses tecidos (Ferrara &
Alitalo, 1999), uma vez que a diminuicdo da fungao oclusal causa mudangas na
rede microvascular do periodonto como ¢ fechamento e a diminuicdo do
numero de vasos (Benjamin et al., 1999). Yoshino et al., 2003, induziram um
estresse semelhante ao oclusal em uma cultura de células endoteliais adrticas
bovinas e observaram um aumentc na secre¢do do VEGF na presenca do
estresse oclusal, sendo que essa maior secre¢éo do fator de crescimento foi
dependente da duracdo do estresse (quanto maior a duragéo do estimulo
estressante, maior a secrecdo do VEGF). Uma aplicacéo clinica desses

achados pode ser feita em relacdo ao tratamento ortodéntico, Murrell et al_,
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demonstraram que a aplicacao e remogdo de forgas ortodOnticas produzem
uma significante mudanga no numerc e na densidade dos vasos sanguineos do
periodonto.

Em relacdo a formacdo de tumores, o que ocorre também €& um
desequilibrio entre as moléculas pré e anti-angiogénicas que podem surgir de
células cancerigenas, celulas endoteliais, células do estroma, do sangue e da
matriz extracelular (Fukumura et al, 1998). Sem o0s vasos sanguineos os
tumores ndo podem crescer e nem sofrer metastase para outros 6rgaos.
Entretanto, sem um eficiente suprimento sanguinec nao € possivel que as
drogas anticancer alcancem todas as regifes necessdrias na quantidade
efetiva (Carmeliet & Jain, 2000).

O sinal para a angiogénese é interrompido quando as moléculas pro-
angiogénese estdo balanceadas com as anti-angiogénese e é reativado
quando esse balanco estd em favor a angiogénese (Hanahan et al., 2000;
Bouck et al., 1996). Varios sinais dessa ativacido foram descobertos incluindo
estresse metabdlico (baixa pressdo de oxigénio, baixo pH ou hipoglicemia),
estresse mecanico (pressido gerada pela proliferacdo de células), resposta
imunefinflamatéria (infiltrado de célutas imunefinflamatérias nos tecidos) e
mutagdes genéticas (ativacdo de oncogenes ou deplecido de genes
supressores de tumor que controlam a producgéo de reguladores angiogénicos)

(Kerbel, 2000; Carmeliet, 1999).
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2.3 Fatores de Crescimento relacionados a Angiogénese ¢ a Regeneracio

Periodontal

Fator de Crescimento do Endotélio Vascular — VEGF

O desenvolvimento do suprimento sanguineo € uma condigdo fundamental
para um organisme se desenvolver e se diferenciar durante a embriogénese
(Hamilton et al., 1962; Gilbert, 1988), assim como durante os processos de
cicatrizacéo e para as fungdes reprodutivas nos adulios (Folkman et al., 1987;
Folkman, 1991). Entretanto, a angiogénese também participa da patogénese
de varias doengas (Larrivee, et al, 2000; Ferrara, 1997).

O VEGF é uma glicoproteina homoéloga ao PDGF e ao PIGF (Fator de
Crescimento da Placenta) que recebe especial atencéo devido ao seu potencial
de induzir a permeabilidade vascular & a angiogénese (Deckers, et al, 2000).
Ele participa de uma variedade de eventos fisiolégicos e patologicos, incluindo
a embriogénese, processos de cicatrizacao de feridas, crescimento de tumores,
isquemia do miocardio, doen¢a ocular neovascular e inflamagbes cronicas
como artrite reumatdide e a doenga periodontal (Folkman, 1995; Ferrara,
1996). Ele tem um papel ceniral no desenvolvimento embrionario dos vasos,
que foi confirmado por achados que mostram que a inativagdo de um unico
alelo do gene do VEGF em ratos causou uma condicdo letal para a

angiogénese e formag&o de vasos sanguineos (Ferrara, 1996, Carmeliet et al.,

1996).

Alguns membros da familia do VEGF ja foram descritos incluindo VEGF-A,

PIGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E, sendo que o VEGF-C
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desempenha um papel na linfangiogénese, uma super expressao desse fator
na pele de ratos transgénicos causou proliferagéo epitelial e alargamento dos
vasos no tecido linfatico e n&o no tecido vascular (Jeltsch et al., 1997).

Esse fator de crescimento promoveu a angiogénese em modelos
tridimensionais /n vitro, induzindo células endoteliais microvasculares a
invadirem geis de colageno e formarem capilares (Pepper et al., 1992). Nesse
estudo também foi observado um potencial sinergismo entre o VEGF e o FGFb
na indugao desse efeito. O VEGF também induz germinagéo dos anéis adrticos
de ratos embebidos em gel de colageno (Nicosia et al., 1994). Esse modelo da
énfase a especificidade do VEGF, pois ele atua exclusivamente em células
endoteliais vasculares, ao contrario do IGF e PDGF que induzem o germinagéo
das células endoteliais acompanhado por uma extensiva proliferagdo de
fibroblastos (Nicosia et al., 1994). Um aumento na expressdoc do VEGF é
causado pela hipoxia do tecido, tanto em vivo quanto em tumores e células
normais (Risau, 1997). A hipoxia € um mecanismo gue super regula a
expressdo de RNA mensageiro do VEGF, mas essa expressdo também ¢
regulada por varios fatores incluindo o PDGF-BB, TGF-B, FGF e IL1-p {Ferrara,
1996, Stavri et al., 1995),

O VEGF também apresenta um importante papel na angiogénese de
processos patologicos como cancer, retinopatia por diabetes e outras doencas
vasculares (Folkman, 1995; Ferrara, 1986), uma vez que um aumento tanto na
permeabilidade vascular quantc na angiogénese é tipico de condigctes
patoldgicas como o crescimento de fumores e inflamacgdes cronicas (Maeda et
al, 1998; Nor et al., 1999). Como estratégia para combater o cancer e outras

doencas neovasculares o uso do recepior antagonista do VEGF e de moléculas
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anti-angiogénicas sao boas opgdes. Folkman e colaboradores descobriram que
a angiostatina e a endostatina, que s&o moléculas anti-angiogénicas
endagenas, podem suprimir o crescimento de tumores em animais. Entretanto,
os efeitos angiogénicos do VEGF podem beneficiar clinicamente outras
doencas. Esse fator promove regeneracio endotelial e formacgdo colateral de
vasos em isquemia do miocardio (Folkman, 1995; Asahara et al.,1996).

Durante a progresséo da doenga periodontal, a vascularidade do periodonto
é profundamente afetada e existem evidéncias que os tecidos inflamados
aumentam a expressdo de mediadores inflamatorios, que promovem a
angiogénese (Johnson, et al, 1998). O VEGF também aumenta a
permeabilidade vascular e a angiogénese, como relatado na doenga
periodontal (Suthin et al., 2003).

Os maiores agentes etiologicos da periodontite s&o o Porphyromonas
gingivalis (Pg) e Actinobacillus actinomycetemcomifans (Aa) (Forng, et al,
2000}, eles contém diversos componentes bioativos na superficie celuiar como
fimbrias, capsulas, vesicula extracelular (Ve), lipopolissacarideos (LPS) e
membrana protéica externa (OMP) que induzem numerosos mediadores
inflamatdrios como prostaglandinas, IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a das células
mononucleares periféricas e dos fibroblastos do ligamento periodontal e estéo
envolvidos na progresséoe da doenga periodontal (imatani, et al, 2001}.

Estudos tém mostrado que o VEGF €& expresso por monocitos e células da
polpa dental em resposta ao LPS (Sakuta et al, 2001; Matsushita et al, 2000).
Uma excessiva indugcdo do VEGF devido a presenca dos patdgenos
periodontais nos tecidos do periodonto, especialmente no ligamento

periodontal, pode ser associada com a etiologia da periodontite, uma vez que
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esta &€ acompanhada por forte neovascularizagéo, inchago e edema. Booth e
colaboradores detectaram maior quantidade de VEGF no fiuido gengival
coletado de sitios clinicamente doentes do que nos sitios com salde
periodontal.

A possibilidade de o VEGF ser produzido pelos fibroblastos do ligamento
periodontal tém importantes implicagdes para o estudo da doenga periodontal e
sua progressdo, assim como para os processos de regeneracio apds o
tratamento periodontal. Suthin e colaboradores mostraram que ocorre maior
produgao de VEGF pelos fibroblastos em resposta a vesicula extracelular (Ve)
e membrana protéica externa {(OMP) dos periodontopatégenos. Enquanto a Ve
e a OMP de diferentes patdgenos tem efeito simitar na produgic de VEGF, a
LPS ndo aumentou a produgéo desse fator pelos fibroblastos. Além disso, foi
demonstrado que a Ve e a OMP do Pg tem maior influéncia na producdo de
VEGF peios fibroblastos, que os mesmos componentes do Aa. Como o VEGF
ndo aumenta sé a permeabilidade vascular, mas também a quimiotaxia de
monocitos/macrofagos, um aumento na produgéo do VEGF pelos fibroblastos
aumenta também o acimulo de células inflamatérias, similar ao que acontece
na fase inflamatéria da doenca periodontal.

O VEGF também pode ter um papel importante para a cicatrizagao do
periodonto ndo s6 por promover angiogénese e permeabilidade vascular
(Brown et al.,, 1992), mas também por ter sido identificadoc como fator de
diferenciagéo de osteoclastos. Kohno e colaboradores mostraram que o VEGF
é expresso na superficie dos osteoblastos no ligamento periodontal durante
movimentagéo experimental do dente. A partir desse estudo € possivel sugerir

que © VEGF enddgeno participa da diferenciacdo dos osteoclastos e
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reabsorgio 6ssea essenciais para a movimentagéo dental. A angiogénese é
requerida para o desenvolvimento, remodelacdo e reparo da maioria dos
tecidos incluindo o osso (Nakagawa et al., 2000; Gerber et al., 1999), com isso
o VEGF pode estar associado a cicatrizagéo dos tecidos periodontais através

da promogao da angiogénese e ostecgénese.
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Fator de Crescimento Basico de Fibroblastos — FGFb

Como foi citado anteriormente, muitas citocinas e fatores de crescimento
tém recebido especial atengdo por terem importantes papéis no processo de
regeneragdo, ou seja, regulam migracdo, ligacdo, proliferacdo efou
diferenciagéo de celulas do ligamentc periodontal, intensificando a regeneracgao
desses tecidos (Lynch et al., 1989; Lynch et al., 1991; Sigurdsson et al., 1995).

O fator de crescimento basico do fibroblasto (FGFb, FGF-2) € um membro
da familia dos fatores de crescimento ligantes de heparina que possui diversas
acbes fisiologicas e participa dos estagios iniciais dos processos de
cicatrizagao das feridas (Gibran et al., 1994; Yu et al., 1994). Muitas pesquisas
tém demonstrado que ¢ FGFb aplicado localmente como opgao terapéutica
estimula a formagéo 6ssea no sitios que receberam a aplicagdo e mostrou
também ser efetivo no reparo de Ulceras (Okumura et al., 1996).

Diante dessas informacdes Murakami e colaboradores (1999) examinaram o
efeito da aplicagéo local do FGFb na regeneragéo dos tecidos periodontais e
sua possivel forma de agéo foi observada verificando a influencia do FGFb em
células do ligamento. Foi criado cirurgicamente um defeito de 3 paredes em
cachorros beagle. Esses defeitos foram tratados com uma aplicagéo tépica do
FGFb e foram observados em 3 periodos (1, 2 e 4 semanas). Na segunda
semana uma maior quantidade de novo osso formado é observada nos defeitos
gue receberam o FGFb em comparagéo ao grupo controle. Na quarta semana
foi observada significante formacéo de ligamento periodontal com depésitos de
novo cementoc e osso neoformado no grupo que recebeu FGFb em
comparagao ao grupo controle. Quando se examinou a agdo do FGFb em

culturas de células do ligamento periodontat em diferentes periodos observa-se
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que o efeito & decrescente, o que pode sugerir que o FGFb age
preferencialmente em células imaturas do ligamentc periodontal nos estagios
iniciais do processo de cicatrizagao (Murakami et al., 1999).

O FGFb também tem importante fungao durante a angiogénese, agindo
sinergicamente com o VEGF (Pepper et al., 1992; Goto et al., 1993; Asahara et
al., 1995). Dentre os diferentes membros da familia do FGF, o FGF-1 e o FGF-
2 estdo preferencialmente envolvidos com a angiogénese. Um grande aumento
nos niveis desses fatores é observado em pacientes com cancer, o gue permite
ao tumor estimular a formagao de novos vasos (Malek et al., 1997). Além disso,
o tratamento com o FGF promove a diferenciagéo das células endoteliais em
angioblastos (Jain et al., 1997, Flamme et al., 1992).

Em relagdo a suas fungdes nas fases da regeneragao periodontal, esse
fator pode acelerar o processo de regeneracao ideal sem causar anquilose e
migracao apical do epitélio juncional (Takayama et al.,1997). Ele induz a
proliferagcdo das células do ligamento periodontal, mas inibe a atividade da
fosfatase alcalina ¢ a formagdo de colageno pelas células osteoblasticas.
Esses resultados sugerem que o FGF induz a proliferagdo das células do
ligamento periodontal, mas nao sua citodiferenciagao em celulas osteoblasticas
(Hurley et al., 1993).

Com o objetivo de estabelecer uma terapia regenerativa com fatores de
crescimento & preciso esclarecer melhor a funcéo do FGF e de outros fatores

nas fases da regeneragéo periodontal (Takayama et al., 1997)
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Fator de Transformagao Crescimento B — TGF- B

O fator de transformagdo de crescimento B (TGF- B) € uma proteina
reguladora multifuncicnal gue tem um papel critico no processo de cicatrizacao
por aumentar a angiogénese e a formacédo de fibroblastos (Hauschka, et
al.,1986; Centrella et al., 1887). O TGF- B aumenta a acido do FGF sobre a
proliferagdo de células 6sseas (Globus et al.,, 1988), da suporte para formacao
ossea intramembranosa e endocondral (Joyce et al, 1990) e estimula o
recrutamento e proliferagao de osteoblastos em defeitos dsseos (Beck et al.,
1993). Essas informagdes permitem sugerir que o TGF- B é um potente
osteoindutor e pode ter aplicacdo terapéutica na regeneragio periodontal
(Wikesj6 et al., 1998). Esse fator de crescimento foi associado a técnica de
regeneracéo tecidual guiada (RTG) em defeitos de furca classe Il criados
cirurgicamente em cachorros beagie. Houve um resultado estatisticamente
significante em relacéo a altura, regeneracéo e densidade dsseas no grupo que
recebeu a aplicagéo topica de TGF- 8 em relacéo ac grupo controle, entretanto
esse resultado nao foi considerado clinicamente significante (Wikesjé et al.,
1998).

O potencial osteoindutivo do TGF- B foi demonstrade em calvarias de
coelhos, através da sua aplicacido topica nos defeitos ésseos, no entanto
observou-se que esse fator tem efeito dose dependente (Beck, et al., 1993).
Isso foi observado também por Bosch e colaboradores (1996) e Ripamonti e

colaboradores (1996).

Okubo e colaboradores (2003) estudaram a hipdtese de que a aplicagédo

topica do TGF- B e outros fatores de crescimento associada ao Emdogain —
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Matriz Derivada do Esmalte (EMD) podem ter alguma influencia positiva na
promo¢aoc da regeneragdo periodontal, uma vez que Gestrelius e
colaboradores (1997) demonstraram que o EMD nao possui nenhum fator de
crescimento em sua composicao. Foi observado que o TGF- B e o IGF (fator de
crescimento de insulina) enddgenos apresentam-se em maior nivel guando o
EMD é utilizado (Van der Pauw et al.,2000; Okubo et al.,2003), o que sugere
que o EMD estimula o crescimento e proliferagdo celular mediado por esses

fatores (Okubo et al.,2003).

O TGF- B foi associado a RTG em defeitos de furca classe Il em carneiros
observando-se uma formacgédo de cemento celular em toda a area da furca e
maior formacédo 6ssea apds um periodo de 6 semanas comparando-se com o

grupo controle (Mohammed et al., 1998).
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Fator de Crescimento derivado de Plaquetas-PDGF

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) esta presente na
matriz dssea, é secretado pelas plaquetas durante as fases iniciais de reparo e
produzido também localmente (Lynch, 1998; Marx, 1999; Bolander, 1992;
Andrew et al., 1995; Fujii et al., 1999). Ele tem ag¢&o quimiotatica (recrutamento)
e mitogénica (proliferagédo) sobre os osteoblastos e estimula a producdo de
colageno tipo |, que é o componente extracelular primario do osso (Bolander,
1992) e melhora a angiogénese por estimular a formagdo de novos vasos
sanguineos (Nevins, et al., 2003). Ocorre um aumento nos receptores celulares
do PDGF durante o reparo de fraturas, sugerindo que ele tem fun¢éo nesse
processo (Andrew et al., 1995; Fujii et al., 1999). Além disso, o PDGF
apresenta importante papel no desenvolvimento embriclégico do esqueleto
(Lynch, 1999). Quando esse fator de crescimento € injetado na cavidade
medular de animais ¢ reparo na regido de fratura € acelerado (Nash et al.,
1994). O PDGF também & utilizado com sucesso no tratamento de osteoporose
em modelos animais, resulitando em um aumento na densidade do 0sso
trabeculado em todo o esqueleto (Mitlak et al., 1996).

Esse fator de crescimento tem muita importdncia na periodontia por
promover regeneracio de osso, cemento e ligamento periodontal (Lynch et al,,
1989; Giannobile, 1999). Nevins e colaboradores (2003) testaram a hipotese
que a aplicagéo do PDGF incorporado enxerto dsseo alégeno poderia induzir a
regeneracdo periodontal em humanos. Foram tratados defeitos intra-6sseos
interproximais e defeitos de furca classe 1l e na maioria significativa dos casos

houve regeneracao periodontal com formacéo de osso, ligamento periodontal e
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cemento. O PDGF tambem foi testado em associacdo com a RTG em caes,
mostrando uma regeneracéo periodontal em 100% dos casos apds 8 semanas,
em comparagédce a uma regeneracio de 19,2% no grupo controle que recebeu
apenas RTG (Cho et al., 1995). E possivel associar também o PDGF com o
IGF resultande em uma melhora no preenchimento de defeitos 6sseos (Howell
et al.,1997).

Uma caracteristica clinica interessante do PDGF & gue ele ndo necessita
ser administrado em longo prazo, sua ideal administracao parece ser aquela
que ocorre naturalmente durante a formagao do coagulo ou com uma série de

aplicagbes frequentes (Nevins et al., 2003}).
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Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMP)

As proteinas Osseas morfogenéticas (BMPs) tem atraido muita atencéo
como fatores de crescimento desde que Urist (1965) demonstrou que a matriz
dssea desmineralizada poderia induzir a formag¢éo de cartilagem e 0sso em
sitios ectopicos. As BMPs-2-8 sdo da familia do TGF- e podem ser divididas
em subfamilias (Wozney et al., 1988; Hahn et al., 1892). Essas proteinas tém a
habilidade de induzir formacao de tecido dsseo atravées de milliplos efeitos em
sua homeostase (Takahashi et al., 2005). BMPs especificas podem ser usadas
para o reparo € regeneracidc Ossea (Ripamonti et al., 1994; Bowers et al.,
1991), uma vez que a liberagdo de BMPs nativas na matriz colagena induz
formacao de cemento, osso alveolar e ligamento periodontal (Ripamonti et al.,
1994). Significante formacio de ossoc e cemento em cirurgias periodontais
reconstrutivas com o uso da BMP-2 em céaes foi relatada (Sigurdsson et al.,
1995; Kinoshita et al., 1997), assim como a acéo favoravel das BMPs-2 e-7 na
regeneracédo de defeitos dsseos em ratos (King et al.,, 1987; Giannobile et al.,
1998). Foi demonstrado também em estudos in vitro que as BMPs-2 e-7 podem
induzir formacdo de osso e cemento assim como a diferenciacdo de
osteoblastos e condroblastos (Sampath et al., 1992). Huang e colaboradores
(2005) demonstraram em seu estude que a BMP-6 pode promover
regeneracdo de osso, cemento e ligamento periodontal, sugerindo uma
participac&o dessa proteina no processo de regeneragao periodontal. Muitos
estudos tém mostrado que a BMP-2 e a proteina osteocgénica-1 (OP-1)
promovem regeneracio do osso alveolar, cemento e ligamento periodontal em

animais com defeitos Osseos criados cirurgicamente por sua acac na
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proliferagéo e diferenciacio celular (Sigurdsson, et al., 1995; Ripamonti et al.,
1996; Kinoshita et al., 1997; Giannobile et al., 1998; King et al., 1998; Talwar et
al., 2001; Wiskejo et al., 1999; Choi et al., 2002). No entanto, para obter um
otimo efeito da BMP sobre a regeneragéo periodontal € precise um sistema de
liberagéo rapido ou lento (King et al., 1998). Com isso, Talwar e colaboradores
(2001) testaram uma gelatina degradavel como carregador da BMP-2, com
tempos diferentes de liberagdo, em defeitos de fenestragdo criados na
mandibula de ratos. Foi observado que uma rapida liberagdao da BMP-2
aumentou significantemente a formagao 4ssea quando comparada com o
grupo controle, no entanto o grupo de liberagao lenta também apresentou
formacédo dssea. Em relacéo ao novo cemento, houve uma significanie maior
formagdo no grupo de liberagao ienta, comparando com 0s outros grupos,
sugerindo que a liberagao lenta da BMP-2 intensifica a cementogénese.

A BMP-2 também foi associada a RTG observando-se maior formacio
dssea e anquilose no grupo que recebeu o fator de crescimento (grupo teste)
em comparacdo ao grupo controle, entretanto similar formagcao de novo
cemento foi observada entre os grupos. Cada grupo apresentou uma insergao
periodontal de natureza diferente, sendo que o grupo controle possuia fibras do
ligamento periodontal inseridas funcionalmente e no grupo teste essas fibras
raramente foram observadas.

Embora evidéncias recentes sugiram que essa acio das BMPs pode ser
influenciada por fatores como condicionamento da superficie radicular (King et
al., 1998) sistemas de liberagéo (King et al., 1998) e forgcas mastigatdrias (King
& Hughes, 1999) pouco se conhece sobre como esses fatores podem interferir

mecanismo de agdo das BMPs durante a regeneragao periodontal.
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3. Conclusdo

A regeneracgéo periodontal € o objetivo final do tratamento convencional das
periodontites, entretanto & um processo complexc que envolve muitos

mediadores bioldgicos e por isso é dificil de ser alcancada.

A angiogénese pode ser considerada de grande importancia para o processo
de regeneragdo de tecidos, incluindo os tecidos do periodonto como osso
alveolar, cemento e ligamento periodontal, pois €& através dos vasos
sanguineos que as células necessarias para a formagao/regeneracdo desses
tecidos sdo recrutadas. Diante do anseio pela regenera¢do dos tecidos
perdidos, a angiogénese e os fatores angiogénicos merecem atencéo especial

como possiveis integrantes da terapia regenerativa.

Os fatores de crescimento sao moléculas que participam do recrutamento,
proliferacdo e diferenciagdo de células importanies para os processos
regenerativos. O VEGF, FGF, TGF-8, PDGF e a BMP sao alguns fatores
bastante estudados, que mostraram importante papel na regeneragao
periodontal e que também podem ser importantes para a terapia regenerativa

periodontal futura.
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