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RESUMO

Com o objetivo de avaliar por meio de analises microscopica e estatistica
da histomorfometria o efeito do uso local em dose unica (0,85 mg) do horménio
do crescimento humano biossintetizado (rhGH) na incorporagdo dssea do
enxerto autdégeno, realizou-se um trabalho com 24 coelhos fémeas separados
em grupo teste (T2, T6 e T8) e controle (C2, C6 e C8). Foram realizadas
cirurgias para remogao de um bloco 6sseo da face lateral do iliaco e fixa-lo com
parafuso de titanio na face lateral da mandibula, medialmente ao forame
mentual. No grupo teste, o enxerto dsseo assim como a area receptora foram
embebidos com 0,85 mg de rhGH e no grupo controle foi usado solugao salina
estéril. Quatro animais de cada grupo foram sacrificados apds 2, 6 e 8 semanas
das cirurgias, e as laminas histolégicas foram coradas com hematoxilina-eosina
e analisadas em microscopio de Iluz. Para a realizagdo da analise
histomorfométrica, foi utilizado o meétodo estereolégico. Os resultados
histolégicos para todos os tempos de avaliagao do grupo teste mostraram que o
rhGH exerceu fungdo importante na incorporagao do enxerto, favorecendo a
neoformagéo trabecular e medular. Analisando os dados da histomorfometria
observamos que os coelhos do grupo T2 apresentaram valores de densidade
Ossea estatisticamente mais elevados que os do grupo C2, (p<0,001). Os
resultados foram respectivamente: (0,0700 + 0,0081) e (0,0350 + 0,0057). Para
os grupos T6 (p<0,05) a densidade 6ssea foi também significativamente mais
elevada quando comparada ao seu respectivo controle (C6). Os resultados
foram respectivamente: (0,0925 + 0,0050) e (0,0775 + 0,0050).

Concluimos que o uso local de rhGH em dose unica de 0,85 mg em mandibulas

de coelhos acelerou o processo de incorporagao de enxerto 6sseo autdégeno.

Palavras chave: Enxerto 6sseo; Hormodnio do crescimento humano; Analise

estatistica.



ABSTRACT

Seeking histological and histomorphometric analysis evaluation on the
effect of local use of a single dose of human growth hormone (rhGH) in the bone
incorporation of the autogenous graft, we have worked with 24 adult rabbits,
separated in test group (T2, T6 e T8) and control (C2, C6 e C8). Surgeries have
been performed in the autogenous bone graft which was removed from the iliac
side face and set with a titanium screw in the side face of the mandibles, in the
medial of the mental foramen. In the test group, the bone graft as well as the
receptive area were soaked in 0,85 mg of hGH and a sterile saline solution was
used in the control group. Four animals were sacrificed in each group at 2, 6 and
8 weeks after surgery, and histologic sections were stained with hematoxylin-
cosin and observed under light microscope. The histological results for all the
evaluation periods of the test group show that rhGH had an important function in
the integration of the graft, favoring a trabecular and medullar neoformation.
Analyzing the histomorphometric data we observed that rabbits of group T2
present bone density values statistically higher than the ones in group C2,
(p<0,001). The results were respectively: (0,0700 = 0,0081) and (0,0350 =+
0,0057). For the groups T6 (p<0,05) the bone density was also significantly
higher when compared to its respectively control (C6). The results were
respectively: (0,0925 = 0,0050) e (0,0775 = 0,0050).

We conclude that the local use of a single dose 0,85 mg rhGH in the mandibles

of rabbits accelerated the process of integration of the autogenous graft bone.

Key Words: Bone graft; Human growth hormone; Statistical analysis;
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1 INTRODUGAO

Diante da necessidade de restabelecer a funcdo e a estética do aparelho
estomatognatico nos individuos que perderam um ou mais elementos dentarios, a
implantodontia tem sido um tratamento que visa proporcionar conforto, estética,
fonética, bem estar pessoal e eficacia mastigatoria.

Sabe-se que quando ocorre a perda dos elementos dentarios, o osso alveolar
edéntulo geralmente é afetado por um processo de reabsorgéo irreversivel.

Dessa forma, as necessidades e inquietudes que buscam melhorar as
condigdes anatdmicas e a morfologia 6ssea tém gerado o desenvolvimento de varios
procedimentos cirurgicos para obtengdo de aumento de volume ésseo, incluindo o
emprego de enxertos 0sseos, sendo primeiro o 0osso autégeno, intra ou extra-bucal,
o material de eleicdo.

Uma vez que a eficiéncia dos enxertos 6sseos autdogenos para a posterior
instalagdo de implantes orais & de conhecimento geral, busca-se a agilidade desse
tratamento, ou seja, a diminuicao do tempo de incorporagao 6ssea com a finalidade
de reabilitar os individuos no menor tempo possivel a fim de que usufruam dos
beneficios da reabilitacdo do sistema estomatognatico com implantes

osseointegrados.

Em busca de acelerar esse processo de incorporagdo 6ssea nos enxertos
autdégenos, muitos autores tém estudado alguns fatores de crescimento, tais como
as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), o plasma rico em plaquetas (PRP) e o

hormonio do crescimento humano (hGH), considerado, por ser uma das mais



importantes substancias reguladoras do crescimento e da remodelagdo éssea

(CHIHARA; SUGIMOTO, 1997; OHLSSON et al., 1998).

O hGH é um horménio hipofisario que influencia decisivamente o crescimento
de estruturas celulares, exercendo efeitos metabdlicos especificos e atuando
efetivamente no crescimento 6sseo. Também favorece a formagéo das proteinas,
sendo essencial para o crescimento linear (GOODMAN, 1974; GUYTON; HALL
2002; MACEY, 1974).

O hGH €& um horménio peptideo secretado pelas células somatotrépicas no
lobo anterior da glandula pituitaria. Sua secregéo € pulsatil e ocorre especialmente
nas primeiras horas do sono e continua durante toda a noite. Este horméonio
anabolico exerce funcdes em varios orgaos. Muitos dos efeitos no osso e no
crescimento linear sao mediados por fatores de IGF-l (fatores de crescimento
insulinicos). Desde 1985 o hGH tem sido biossintetizado (rhGH) e se tornou
acessivel, mesmo tendo um elevado preco, para varios tratamentos de desordens de
crescimento (PIRINEN, 1995).

No processo de remodelagéo Ossea, a fase de reabsorgdo é seguida pelo
periodo de formagao ossea. E plausivel postular que o rhGH ativa esse processo
através da estimulacgao tanto da formacgéo dssea osteoblastica quanto da reabsorgéo
6ssea osteoclastica. A acado do IGF-I & envolvida na estimulagdo da remodelagao
6ssea pelo rhGH (CHIHARA; SUGIMOTO, 1997).

Estudos demonstraram que o rhGH tem ac¢&o sobre a formagao ossea, tanto
com administragdo sistémica quanto local. Foi relatado que a administragao
sistémica aumenta a massa ossea (ANDREASSEN et al, 1995), estimula o
crescimento 6sseo longitudinal (ISAKSSON et al., 1982) e a reparagao de fraturas

6sseas (NIELSEN et al., 1991). Outros autores tém estudado a ag&o local do rhGH e
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concluem que este estimula significantemente a formagdo dssea local em
mandibulas de ratos (HEDNER et al., 1996), aumenta a neoformagdo 0ssea em
coelhos (GUICHEUX et al., 1998), favorece aumento 6sseo periimplantar em
coelhos osteoporéticos (TRESGUERRES et al, 2002) e nao osteoporoticos
(TRESGUERRES et al., 2003) e acelera o processo de reparagdo 6ssea em coelhos
(TRESGUERRES et al., 2005).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do uso local de
dose unica (0,85 mg) de rhGH na incorporagéo do enxerto 6sseo autdgeno em
mandibula de coelhos, mediante analises microscopica e estatistica da

histomorfometria.



21

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histologia do tecido 6sseo

De acordo com Garg (2004), o osso € um tecido conjuntivo especializado
mineralizado, cujo peso consiste em 35% de matriz organica e 65% de cristais de
hidroxiapatita. O osso constitui um reservatorio importante de minerais, sendo
sistemicamente controlado por fatores hormonais e localmente controlado por forgas

mecanicas, fatores de crescimento e citocinas.

Ao redor de cada osso compacto, existe uma membrana de tecido conjuntivo
osteogénico (celulas formadoras de osso), denominada peridsteo, que consiste em
duas camadas. A camada interna, proxima a superficie dssea, € mais rica em
células principalmente precursoras de células dsseas, e um rico suprimento
vascular, enquanto a camada externa & mais fibrosa. A superficie interna do osso
compacto, assim como a do 0sso esponjoso sado recobertas por uma camada Unica
de células osseas, o endoésteo, que fisicamente separa a superficie 6ssea da medula

ossea contida no seu interior (TEN CATE, 2001).

Segundo Garant (2003) as propriedades do osso sdo notaveis devido ao
dinamismo do tecido em submeter-se a constante renovagdo em respostas a
influéncias mecanicas, nutricionais e hormonais.

Junqueira e Carneiro (2004) apresentaram que histologicamente ha duas

variedades de tecido 6sseo: o imaturo, ou osso primario, € o maduro, ou lamelar.
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Durante o processo de formagZo do tecido 6sseo, bem como no processo de reparo
apos fratura, traumatismo, ou cirurgia para implantes, o primeiro tipo de osso a surgir
€ o primario. Ele caracteriza-se como temporario e & substituido pelo osso lamelar. A
regeneracao 6ssea envolve os processos de osteogénese e de reabsorgéo, onde a
reabsorgao tem relagdo com a remogdo do osso necrotico ou lesado, e com a
remodelagédo do osso neoformado, especialmente na sua conversdo de 0sso
trabecular imaturo em osso lamelar. O osso trabecular imaturo possui fibrilas
colagenas de diametros e orientagbes diversas, fato observado nas fases iniciais da
osteogénese, tanto no embridao, como apos a reparagao de uma ferida no organismo
pos-fetal.

Trés tipos distintos de células oOsseas sao responsaveis pela formacao,
reabsorcdo e manutencdo da osteoarquitetura, cada qual com sua fungéo
especifica. Os osteoblastos sdo derivados das celulas osteoprogenitoras e
responsaveis pela formagdo dos constituintes organicos da matriz Ossea, 0s
osteocitos, juntamente com os osteoblastos inativos, mantém a matriz 6ssea e os
osteoclastos sd@o responsaveis pela reabsor¢ao da matriz ¢ssea. O osteoclasto é
auxiliado no processo de reabsorgéo, por macrofagos livres e citocinas emitidas por

osteoclastos vizinhos (GARANT, 2003).

Os osteoblastos sdo células uninucleadas que sintetizam tanto colageno
quanto as proteinas ndo colagenosas da matriz 6ssea (matriz organica, osteoide).
Si0 responsaveis pela mineralizagdo da matriz 6ssea neoformada e derivam de
células mesenquimais multipotentes, geralmente considerados como se
diferenciando de uma célula precursora, o pré-osteoblasto. Os osteoblastos formam
uma camada celular sobre a superficie 6ssea em formagao e acredita-se que

constituem um osso membranoso que controla o fluxo de entrada e saida de ions no
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0sso. Quando o 0sso nio se encontra mais em formacao, os osteoblastos revestem

a superficie 6ssea, tornam-se inativos e sdo denominados células de revestimento

(GARG, 2004).

Buch et al. (1986) referiram que o ponto para identificagdo dos osteoblastos é

a sua localizagao na proximidade da superficie do osso.

Os osteoblastos secretam a matriz 6ssea e alguns ficam aprisionados em
lacunas, os ostedcitos. O nimero de osteoblastos que se tornam osteocitos varia de
acordo com a velocidade da formagéo do osso: quanto mais rapida a formacéo, mais
ostedcitos estao presentes por unidade de volume, sendo assim, o 0sso embrionario

e 0sso de reparagao possuem mais ostedcitos que o lamelar (TEN CATE, 2001).

Bhaskar (1978) avaliou que os osteoclastos sdo ceélulas gigantes
multinucleadas que freqlientemente estao instalados em lacuna de reabsorgao da
superficie ossea. O bindmio neoformagao oOssea/reabsor¢do € controlado pela
relacdo osteoblasto/osteoclasto. O componente mineral dos tecidos duros consiste
de depositos de calcio e fosfato na forma de hidroxiapatita de calcio e trifosfato de

calcio amorfo.
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2.2 Biologia dos enxertos 6sseos autdégenos

A reconstrugao ossea utilizando enxertos dsseos autdgenos desencadeia
uma série de eventos que resultam na sua integragdo com o leito receptor e
remodelagdo. Sendo assim, Burchardt (1987) relatou que o termo usado para
descrever a reparagao do transplante 6sseo, de acordo com sua area de origem, &
chamado de incorporagdo. O processo de incorporagdo € uma funcéo do leito
receptor e depende de um intimo contato com o tecido doado, da seqliéncia de
tempo e de um equilibrio de processos independentes. As variaveis da incorporagao
sao: proliferagao de celulas osteoprogenitoras (celulas mesenquimais), diferenciagao
dessas celulas em osteoblastos, osteoinducao, osteocondugdo e propriedades
biomecéanicas do enxerto. A incorporagao tambéem é dependente do metabolismo

fisiolégico do esqueleto e da idade do individuo.

Gazdag et al. (1995) classificaram os enxertos 6sseos de acordo com: sua
composicéo tecidual: (cortical ou esponjosa); suas caracteristicas anatdémicas; seu
local de origem; tamanho e forma; a natureza de seu suprimento sanglineo: (se
vascularizado ou néo); seu método de preservagao: (fresco, congelado, congelado-
seco); necessidade de manipulagdes quimicas ou exposi¢des: (desmineralizado,
irradiado); e a disparidade genética entre doador e receptor: (autogeno, aldgeno,
xenbgeno e isoenxerto). O enxerto autdgeno é aquele que é transplantado de
alguma parte de um individuo para outra parte no mesmo individuo. O enxerto
alogeno ¢ transplantado de um individuo a outro de mesma espécie, porém

geneticamente diferentes. O enxerto xenogeno é transplantado de uma espécie para



outra espécie que sao diferentes entre si. O isoenxerto é aquele que é transplantado
entre individuos diferentes, de mesma espécie e geneticamente idénticos.

Garg (2004) relatou que o material de enxerto ideal deve transferir células
Osseas com potencialidade funcional, incluindo osteoblastos e células da medula do
0sso trabecular em quantidade suficiente para a area receptora, que por sua vez,
deve ter vascularizagao suficiente para nutricio, favorecendo a revascularizagéo do
enxerto. O enxerto também consiste em ilhas de mineralizagdo de osso esponjoso,
fibrina de coagulo sangliineo com plaquetas sangliineas em seu interior. O autor
relaciona em ordem decrescente de disponibilidade de células 6sseas dos sitios
doadores autogenos: o iliaco posterior e anterior, a tibia, a cabeca do fémur, a
sinfise mandibular, a calvaria, a costela e a fibula.

Hardesty et al. (1990) relatou que os aspectos que interferem no processo de
reparacdo de um enxerto 0sseo autdbgeno sao inumeros, desde a forma
macroscopica, a revascularizagdo, a origem embrioldgica, as diferengas arquiteturais
bem como o preparo do leito receptor e a fixac&o rigida do enxerto.

Gazdag et al. (1995) avaliaram as atividades biologicas distintas do enxerto
autégeno esponjoso, cortical ndo vascularizado, ou cortical vascularizado. O enxerto
autogeno de osso trabecular ou esponjoso € o mais completo em suas propriedades
em relagdo ao enxerto cortical, exceto no que diz respeito a resisténcia. O osso
cortical apresenta resisténcia inicial superior ao esponjoso, porém a longo prazo,
essa resisténcia se equipara. O osso esponjoso apresenta maior atividade
osteocondutora, e & onde se encontra o maior nimero de células osteoprogenitoras.
Osso cortical apesar da grande resisténcia inicial, tem baixa atividade
osteocondutora e osteoindutora. O enxerto autégeno esponjoso é considerado “Gold

Standard” (enxerto de ouro), material padréo, por possuir as cinco caracteristicas
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basicas de um enxerto ideal: células osteogénicas, é osteoindutivo, osteocondutivo,
ndo imunogénico e nao patogénico.

A incorporacdo do enxerto envolve diferentes fases, desde a inflamatoria
inicial até a completa remodelagdo. Um dos primeiros eventos é a angiogénese que
acontece em resposta a fatores que promovem a proliferagdo e crescimento de
capilares sanguineos (PHILLIPS et al., 1992).

A revascularizagdo é considerada um fator muito importante para o processo
de incorporagéo do enxerto 6sseo. A invasao vascular apresenta velocidade variavel
de acordo com a forma e a densidade do enxerto. Muitos autores relatam que a
revascularizagdo e conseqiientemente a reparagdo do osso esponjoso difere
essencialmente daquela do osso cortical (ALBREKTSSON, 1980; GARG, 2004;
HARDESTY, 1990; LOZANO et al., 1976; PINHOLT, 1994).

SALAGARAY & LOZADA (1993) descreveram a osteoindugdo como um
fendmeno que envolve formagéo de tecido 6sseo a partir de células mesenquimais
nao diferenciadas que produzem matriz, sob a influéncia de agentes indutores,
normalmente emanados da matriz éssea ja presente. E o processo de diferenciagao
das células mesenquimais tipo fibroblasticas em contato com a matriz dssea. Esse
processo €& hipoteticamente regulado por agentes quimicos: polipeptideos
morfogénicos insoltveis (BMP), algumas enzimas especificas, alguns inibidores de
enzimas, fatores de crescimento de fibroblastos, fatores de crescimento dos

derivados de plaquetas, fator de crescimento do tipo insulina e imunoglobulinas.

BURCHARDT (1987) descreveu a osteocondugdo como um processo de
invasdo de capilares e células osteoprogenitoras do leito receptor no material
transplantado. Os transplantes podem ser nao biologicos, com & o caso dos vidros,

plasticos, ceramicas, materiais biolégicos nao viaveis como 0sso seco congelado,
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0sso congelado e osso desproteinizado, ou ainda podem ser enxertos frescos
vascularizados ou ndo. Na esséncia, a osteocondugdo depende da invaséo passiva

de 0sso novo como extenséo do leito receptor.

2.3 Horménio do crescimento humano (hGH)

2.3.1 Fisiologia do horménio do crescimento humano

O hGH, também denominado horménio somatotropico, ou somatotropina, &
uma molécula pequena de proteina que contém 191 aminoacidos em cadeia unica,
com peso molecular 22.005. Induz o crescimento de quase todos os tecidos do
corpo que tém a capacidade de crescer. Age promovendo o aumento de tamanho
das células e do nimero de mitoses, com o desenvolvimento de numero aumentado
de células e diferenciacédo especifica de certos tipos celulares, como as celulas do
crescimento 6sseo e as células musculares imaturas (GUYTON; HALL, 2002).

Ap6s o tratamento prolongado com hGH, ocorre uma modificagao na
composigdo do corpo, onde as proporgoes de proteinas e agua sao altas, enquanto
a de gordura é baixa, portanto o hGH aumenta a composi¢do protéica corporal,
utiliza as reservas de gordura e conserva os carboidratos. O efeito do hGH ao
promover a utilizagdo da gordura, juntamente com seu efeito anabolico sobre as
proteinas, produz aumento da massa corporal magra. O hGH potencializa quase

todos os aspectos da captagdo de aminoacidos e da sintese de proteinas pelas
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celulas, reduzindo, ao mesmo tempo, a degradacao das proteinas. Ha uma inter-
relagao entre a agdo do hGH e a presenga de carboidratos na dieta, assim como a
presenca de insulina. Tanto os carboidratos quanto a insulina sdo importantes por
fornecer a energia necessaria para o desenvolvimento musculo-esquelético
(GOODMAN, 1974; GUYTON; HALL, 2002; MACEY, 1974).

O hGH também promove o aumento simétrico de partes moles
acompanhando o crescimento do esqueleto. Os rins parecem sensiveis, embora nao
se sabe ao certo o mecanismo de agdo do hGH sobre os rins. Com o tratamento
prolongado existe um espessamento e excesso de crescimento da pele e ainda
aumento de formacgao de colageno. As visceras em geral parecem aumentar de
tamanho (esplancnomegalia). O timo e o tecido linfoide também podem se
hipertrofiar (GOODMAN, 1974).

Foi constatado que o hGH induz o figado e outros tecidos em grau bem
menor a sintetizar varias proteinas pequenas, denominadas somatomedinas, que,
por sua vez, tém o efeito potente de acentuar todos os aspectos do crescimento
o6sseo. Muitos dos efeitos das somatomedinas sobre o crescimento assemelham-se
aos efeitos da insulina sobre o crescimento. Sendo assim, as somatomedinas |GF
foram denominadas fatores de crescimento semelhantes a insulina (GUYTON;
HALL, 2002).

Acredita-se que a maioria dos efeitos do hGH sobre o crescimento resulta da
somatomedina C e de outras somatomedinas, e nao dos efeitos diretos do hormonio
sobre os ossos e outros tecidos periféricos. Uma possibilidade é de que o hGH
também possa induzir a formagado de somatomedina C no tecido local em
quantidade suficiente para produzir o crescimento localizado. E também possivel

que o proprio hGH seja diretamente responsavel pelo aumento do crescimento em
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alguns tecidos e que o mecanismo da somatomedina constitua meio alternativo de
aumentar o crescimento, embora nem sempre seja necessario (GUYTON; HALL,
2002).

De acordo com Guyton e Hall (2002) o hGH é secretado de modo pulsatil com
aumento e diminuicao da sua secregéo. Varios fatores relacionados com o estado de
nutricdo do individuo, ou ao estresse, estimulam sua secregao:

1. Inanig&o, particularmente com grave deficiéncia de proteinas;

2. Hipoglicemia, ou baixa concentragdo de acidos graxos no sangue;
3. Exercicio;

4. Excitacao;

5. Traumatismo;

A secrecao do hGH aumenta nas primeiras 2 horas de sono profundo. A
concentracdo normal de hGH no plasma do adulto situa-se entre 1,6 e 3 ng/ml e na
crianga ou adolescente & cerca de 6 ng/ml. Com freqiiéncia, esses valores
aumentam até 50 ng/ml apés deplegcao das reservas corporais de proteinas ou
carboidratos durante a privacao prolongada de alimentos (PIRINEN, 1995).

Sabe-se que a secrecdo do hGH é controlada por dois fatores secretados
pelo hipotadlamo e transportados até a hipdfise anterior, através dos vasos porta
hipotalamico-hipofisarios. Esses dois fatores s&o: o horménio de liberagdo do
horménio de crescimento e o hormdnio de inibigdo do horménio de crescimento
(somatostatina). O nucleo hipotalamico, que induz a secregdo do hormonio de
liberagdo do hGH, é o nucleo ventromedial, ou seja, a mesma area do hipotalamo
que se mostra sensivel ao nivel de glicemia para produzir saciedade nos estados
hiperglicémicos e a fome nos estados hipoglicémicos. A secrecao da somatostatina

& controlada por outras areas proximas do hipotalamo. Ou seja, & possivel que
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alguns dos mesmos sinais que modificam os instintos comportamentais de
alimentagao do individuo também podem alterar a secregdo do hGH, assim como os
sinais hipotalamicos relacionados as emocdes, ao estresse e ao traumatismo podem
afetar o controle hipotalamico da secrecdo do rhGH (GUYTON; HALL, 2002).

Atualmente o hGH pode ser biossintetizado (rhGH) pela bactéria Escherichia
coli, em decorréncia da aplicagdgo bem sucedida da tecnologia do DNA
recombinante. Por conseguinte, esse horménio estd comegando a se tornar
disponivel em quantidades suficientes para fins terapéuticos. Os individuos que
apresentam deficiéncia pura do horménio do crescimento podem ser completamente
curados se forem tratados no inicio da vida. Além disso, o horménio do crescimento
humano pode ser benéfico em outros distirbios metabolicos, em virtude de suas
amplas fungdes metabdlicas (PIRINEN, 1995).

Nos individuos que perderam a capacidade de secretar hormoénio de
crescimento, o processo de envelhecimento fica acelerado. O envelhecimento
parece resultar principalmente na deposi¢éo diminuida de proteinas na maioria dos
tecidos do corpo com aumento da deposigdo de gordura em seu lugar. Os efeitos
fisicos e fisiologicos consistem em um maior enrugamento da pele, intensidade
diminuida do funcionamento de alguns orgéos e redugdo da massa e da forga
muscular. A medida que ocorre o envelhecimento ocorre também uma diminuigao
fisiolégica da concentragéo plasmatica do hGH. Muitos testes de terapéutica com
rhGH em individuos idosos demonstram 3 importantes efeitos que sugerem agoes
antienvelhecimento: 1 — aumento da deposicdo de proteinas no corpo,
particularmente nos musculos; 2 — diminuicdo dos depositos de gordura; 3 -

sensacao de aumento de energia (RUDMAN et al., 1990).
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A quantidade excessiva do hGH influencia na mobilizagdo de gordura do
tecido adiposo, resultando em formacao de uma grande quantidade de acido
acetoacetico pelo figado, que ¢ liberada nos liquidos corporais, com o conseqente
desenvolvimento de cetose. Essa mobilizagdo excessiva da gordura do tecido
adiposo também provoca, freqlientemente, esteatose hepatica. Os efeitos do hGH
sao denominados diabetogénicos, e a secrecao excessiva do hGH pode provocar
disturbios metabdlicos muito semelhantes aos observados em pacientes com
diabete tipo Il, que também s&o muito resistentes aos efeitos metabdlicos da
insulina. O aumento induzido pelo horménio do crescimento da concentragdo
sanglinea de acidos graxos pode comprometer as agdes da insulina sobre a
utilizacao da glicose nos tecidos (GUYTON; HALL, 2002; RUDMAN et al., 1990).

Os efeitos colaterais devido ao uso de rhGH estao diretamente relacionados a
quantidade excessiva e ao uso prolongado (GOODMAN, 1974; GUYTON,; HALL,

2002; MACEY, 1974).
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2.3.2 Efeitos no tecido ésseo

Isaksson et al. (1982) fizeram um experimento com uso local de horménio de
crescimento humano biossintetizado (rhGH) em tibias de ratos hipofisectomizados e
obtiveram resultados com efeitos estimulatérios significantes no crescimento ésseo
acumulado longitudinal. Também mencionaram que a produgdo de somatomedinas
& consequéncia da ag&o do rhGH em varios tecidos.

Isaksson et al. (1987) fizeram uma revisdo da literatura a fim de discutir os

mecanismos celulares através do qual o rhGH estimula o crescimento ésseo. Os
autores sugeriram que rhGH estimula diretamente a diferenciacdo celular de
precondrocitos ou células diferenciadas jovens. Durante o processo de diferenciagao
celular, as células estimuladas pelo rhGH se tornam responsaveis pelo fator de
crescimento insulinico (IGF-I).
Concomitantemente, a codificacdo do gene para IGF-l & expressa através de
resultados do aumento da sintese de IGF-lI na diferenciacdo celular. O IGF-I
produzido localmente & exteriorizado e subsequentemente interage com receptores
na proliferagdo de condrécitos por mecanismo autderino ou paracrino. Os autores
enfatizaram que o rhGH estimula o crescimento 6sseo longitudinal diretamente
através da diferenciacdo de células precursoras da placa de crescimento da epifese
e indiretamente por aumentar a receptividade do IGF-I e aumentar a produgéo local
de IGF-1 que estimula a expansao clonal da diferenciagéo de condrocitos.

Kassen et al. (1993) enfatizou que o rhGH exerce um papel muito importante

no crescimento 6sseo longitudinal pos-natal.
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Pirinen (1995) relatou que o rhGH & um horménio anabolico que exerce
funcbes em varios orgaos, principalmente no crescimento de cartilagem. O autor
acredita que muitos dos efeitos no osso e no crescimento linear séo mediados pelo
IGF-I.

O rhGH age diretamente nos osteoblastos, estimulando sua proliferagéo, a
atividade alcalina fosfatase e a sintese de colageno tipo |, seguidos da estimulagio
da formagéo Ossea. Sendo que esses efeitos estimulatorios sdo pelo menos em
parte, via de aumento da produgdo de IGF-lI e IGFBP-5 (fator de crescimento
insulinico transformador de proteinas). O rhGH estimula a reabsorcdo oOssea
osteoclastica através da acao direta e indireta na diferenciagéo dos osteoclastos e
por meio da ativag&o indireta de osteoclastos maduros, possivelmente via estroma
celular, incluindo osteoblastos, IGF-I efou IGFBP-5 que estdo envolvidos na
estimulacdo do rhGH na reabsorgéao ¢ssea (CHIHARA; SUGIMOTO, 1997).

Ohlsson (1998) fez uma reviséo da literatura com a proposta de coletar dados
recentes que indiquem a importancia do rhGH na regulacéo da remodelagem oOssea.
Nesse artigo o autor relatou que o rhGH & o hormonio mais importante no
crescimento 6sseo longitudinal, pois, estimula o crescimento de cartilagem e outros
tecidos pelo aumento tanto do numero quanto do tamanho das células. Exerce agao
direta nos osteoblastos e osteoclastos sendo capaz de estimular a formagao Ossea
devido a interacdo direta com o tecido 6sseo. O autor concluiu que o tratamento com
rhGH aumenta a massa 0ssea em adultos com deficiéncia desse hormoénio e que
estudos clinicos futuros deverao determinar como alguns pacientes com massa

6ssea diminuida por outros motivos poderdo ser beneficiados através do tratamento

unicamente com rhGH ou combinado com outros tratamentos.
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2.3.3 Estudos pré-clinicos

Back et al. (1990) fizeram um estudo com 90 ratos fémeas, com 3 meses de
idade, separados em 6 grupos, que receberam doses diarias divididas em duas
aplicagbes de rhGH de 0,08 mg/kg, 0,4 mglkg, 2 mgkg e 10 mg/kg. Foram
realizadas injecdes subcutaneas na parte posterior do pescogo, iniciadas uma
semana antes da fratura do osso da tibia. Os autores concluiram que rhGH exerceu
funcédo importante na reparacdo das fraturas em doses elevadas e que a
administracdo em duas aplicagdes diarias & importante para o aumento percentual

da reparacgao das fraturas assim como pelo aumento da massa corpdrea.

Nielsen et al. (1991) avaliaram em 65 ratos fémeas a influéncia da
administracdo de rhGH nas 3 primeiras semanas de reparagéo de fraturas na tibia.
Foram administradas doses de 2.7 mg/kg divididas em duas aplica¢des diarias por
periodos de 1, 2 e 3 semanas apods as fraturas. O presente estudo mostrou que
houve diferengas significativas na resisténcia das fraturas no periodo de
administracdo de rhGH por 2 ou 3 semanas e que a administracdo de rhGH nao

pode ser menor que esse periodo com a dose e a freqliéncia administradas neste
estudo.

Back et al. (1991) estudaram em ratos fémeas a influencia do rhGH
administrados durante todo o periodo da reparagao das fraturas em tibias, durante
os primeiros 20 dias € durante os ultimos 20 dias. Foram administradas doses de 2,7

mg/kg em duas aplicagoes diarias. Os resultados mostraram que rhGH estimula
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reparagao de fraturas quando administrados na primeira parte do periodo de

reparagao ou durante todo o periodo.

Aspenberg et al. (1994) avaliaram a incorporagdo de enxerto 0sseo aldogeno
durante tratamento com rhGH em ratos fémeas. Os blocos foram removidos de 10
ratos fémeas, passaram por processo de congelamento a 70°C e foram enxertados
em compartimentos implantados na tibia de 20 ratos fémeas divididos em dois
grupos. Um grupo recebeu injecées intraperitoneal de 1.5 IU de rhGH duas vezes ao
dia e o outro grupo recebeu soro fisiologico. As injecdes foram iniciadas no dia da
cirurgia. Amostras de sangue foram coletadas com 3 e 6 semanas para analisar IGF-
| por radioimunescéncia usando anticorpos policlonais. Apdos 6 semanas os ratos
foram sacrificados e as amostras coletadas para analise. O grupo que recebeu
injecbes de rhGH teve a concentragao de IGF-I maior e ganhou peso em 39% em
relagdo a 8% do grupo controle. A tibia do lado n&o operado ficou mais longa no
grupo tratado com rhGH, porém a tibia que recebeu o enxerto néo teve diferenca
significativa em relagéo ao grupo controle. Os resultados mostraram pequeno efeito

do rhGH sistémico na incorporagéo de enxerto 6sseo alégeno.

Andreassen et al. (1995) investigaram como a administragéo de rhGH por 80
dias influencia a formacéo, forga mecénica e a composicao do osso cortical em ratos
com 2 anos de idade. Fizeram um estudo com 51 ratos machos divididos em 4
grupos, sendo que 3 grupos receberam 2.7 mg/kg em duas injecdes diarias por 20,
40 e 80 dias e o quarto grupo foi o controle que recebeu soro fisiologico. Os animais
foram sacrificados 80 dias apos o inicio da administragao de rhGH. Foram feitos

testes mecanicos, avaliaram a aparéncia histolégica da formacao Ossea, a

densidade e concentragdo da diafese femoral Ossea, peso dos musculos, IGF-l,

horménio de crescimento do rato e tiroxina. Os autores concluiram que € possivel
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induzir formagao de novo osso subperiosteal em ratos de idade avangada através da
administragédo de rhGH, onde normalmente ocorreria uma pequena formagéo éssea.
O enddsteo e as trabéculas do osso cortical nao foram afetados pelo rhGH. Os
niveis de Tiroxina e IGF-| encontrados foram correspondentes aos normalmente
encontrados em ratos adultos jovens. O novo 0sso depositado & organizado da

mesma forma que as lamelas concéntricas do 0sso remanescente e com a mesma

forca mecanica.

Lo et al. (1995) avaliaram o efeito do rhGH, em reparacdo de fraturas
desfavoraveis em coelhos, com enxerto percutdneo de células dsseas medulares
autogenas. Fizeram a pesquisa com 32 coelhos adultos New Zealand, separados em
dois grupos de 16. Um grupo recebeu injegcdes subcutaneas de rhGH (Norditropin,
Nordisk Gentofle A/S, Copenhagen, Denmark) na dose de 0,3 |U/kg/dia em duas
aplicacdes diarias, enquanto o outro grupo recebeu 2 inje¢bes diarias de soro
fisiolégico. O tempo total das inje¢cées de ambos os grupos foi de 2 semanas apds o
enxerto de medula. Num periodo de 4 semanas foi feito o sacrificio de 7 animais de
cada grupo e o restante ap6s 7 semanas. Os autores concluiram que o efeito
estimulatorio dos fatores das células da medula juntamente com o rhGH, faz da

técnica de enxerto de medula percutaneo, o método de escolha para promover
osteogénese.

Hedner et al. (1996) estudaram em 93 ratos machos, a administragao local e

sistémica, dentre outras substancias, do horménio do crescimento humano (rhGH;

Genotropin, Lot 66138 A5; 2.0 IU/mg) combinado com membranas e-PTFE (GORE-
TEX) na estimulagéo da reparagdo ossea. Fizeram incisao extra-oral submandibular

e produziram defeitos transosseos de 5 mm na regido do angulo da mandibula.

Colocaram membranas tanto na vestibular quanto na lingual. Nos experimentos com
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administraggo local, cada grupo continha 6 ratos e os defeitos foram feitos em

ambos os lados, direito e esquerdo. A administragdo local do rhGH foi feita por
catéteres atraves de um dispositivo, que forca para dentro os fluidos numa diregao
Unica, colocado na regiao do defeito Osseo, somente pelo lado vestibular. No defeito
do lado direito da mandibula foi injetado o rhGH (0.2, 2 ou 20 pg/dia), e no defeito do
lado esquerdo da mandibula foi injetado apenas solugéo salina. Os resultados foram
avaliados ap6s 4 semanas de cicatrizagdo. Quando o rhGH foi administrado
localmente, observaram uma clara atividade estimulatéria de regeneragéo 6ssea,
com resultados estatisticamente significantes para as dose de 2 e 20 pg/dia. Os
autores concluiram que essa técnica & viavel para promover cicatrizagao 6ssea e
que a estimulagdo do rhGH néo ¢ limitada apenas a ossos de origem endocondral.

Esse estudo enfatizou que o rhGH exerce efeito especifico e direto no tecido dsseo.

Harvey e Hull (1997) relataram que o rhGH é considerado um fator de

crescimento local por ndo ter somente efeito enddcrino, mas também paracrino e

autocrino.

Cacciafesta et al. (2001) com o objetivo de avaliar a regeneragao Ossea
guiada e a forga mecanica em defeitos de calvaria, em ratos, cobertos com
membrana e-PTFE simultaneamente com administracao sistémica de rhGH, fizeram
um estudo com 40 ratos fémeas com 12 meses de idade. Os ratos foram divididos

em dois grupos de 20. Um grupo foi tratado sistemicamente com injecdo de rhGH

subcutaneamente, com a dose de 1,35 mg/kg em duas aplicagbes diarias por 28

dias. O outro grupo foi tratado com placebo. Os resultados mostraram que a carga

maxima foi aumentada em 151% no grupo tratado com rhGH e a rigidez maxima em

97% quando comparadas com O grupo de ratos que foi injetado placebo. O peso do
0

tecido congelado foi maior em 186% no grupo tratado com rhGH e o peso das cinzas
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em 250%. Os resultados radiograficos revelaram que o grupo tratado com rhGH

mostrou um numero significantemente maior de animais com um ou ambos os

defeitos fechados do que o grupo tratado com placebo e a andlise da tomografia
computadorizada revelou que o volume de 0sso neoformado é duas vezes maior no
grupo tratado com rhGH. O estudo concluiu que a administragdo sistémica de rhGH
€ capaz de aumentar a regeneracio 6ssea e a forga mecanica na cicatrizagao de

defeitos criticos, em calvaria de ratos, cobertos com membranas e-PTFE.

Tresguerres et al. (2002) com a finalidade de avaliar o efeito de uma dose
unica de 4 IU de rhGH (Saizen® Serono, Madrid, Spain) no osso periimplantar
colocada durante o procedimento cirirgico para instalagdo de um implante, fizeram
uma pesquisa com 8 coelhos oesteoporoticos. Os coelhos foram submetidos a
cirurgia para instalagdo de 1 implante em cada tibia. Foram separados em grupo
teste, que receberam tratamento com rhGH em po liofilizado no local da insergao do
implante e grupo controle, onde nenhum tratamento foi feito. Os animais foram
sacrificados apos 14 dias. Os autores concluiram que a administragdo local dnica de

rhGH pode aumentar a sintese ostedide e a mineralizagado ao redor da camada de

titanio em animal osteoporotico.

Tresguerres et al. (2003) avaliaram o efeito do uso local de rhGH no osso
periimplantar formado ao redor de implantes colocados em tibia de coelhos. Os
autores fizeram um estudo com 8 coelhos divididos em dois grupos, sendo que no

grupo teste (04 coelhos), apos a osteotomia do osso da tibia para receber o

implante, foi colocado 4 IU de rhGH em po liofilizado (Saizen, Serono Laboratories,

Madrid, Spain) antes da instalagdo do implante e no outro grupo (controle), os

implantes foram instalados sem a presenca de qualquer substancia. Apos 2 meses,

imais foram sacrificados e foram realizadas as analises microscopicas e
0s anim
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histomorfométricas. Os resultados mostraram que o grupo que recebeu rhGH
apresentou crescimento 6sseo aumentado no tecido periosteal e maior contato entre
osso e implante do que no grupo controle. Os autores concluiram que a
administragé@o local de uma dose Gnica de rhGH estimulou maior efeito do que os

relatos na literatura com uso de administracdo sistémica e o crescimento ésseo foi

observado tanto por parte do periésteo quanto do endosteo.

Tresguerres et al. (2005) avaliaram a influéncia da administracéo local do
rhGH na formacgéao 6ssea periimplantar ao redor de implantes de titanio colocados na
tibia de coelhos jovens. Para esse estudo, foram usados 32 coelhos, separados em
grupo teste e controle. Foi colocado 1 implante no lado medial de cada tibia dos
coelhos, sendo que no grupo teste os locais osteotomizados para receberem os
implantes, foram tratados com 1.2 mg de rhGH em forma de po liofilizado (Saizen,
Serono Laboratories, Madrid, Spain) e no grupo controle, nada foi aplicado. Foram
sacrificados 4 animais de cada grupo, para avaliagao apés 1, 2, 3 e 6 semanas das
cirurgias. Os resultados sugeriram que a administragao local do rhGH pode estimular

a fase inicial do processo de remodelagéo no grupo teste.
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3 PROPOSICAO

Avaliar os efeitos do uso local do horménio do crescimento humano
biossointetizado (rhGH), associado ao enxerto ésseo autégeno em mandibula de

coelhos, mediante analises microscopica e estatistica da histomorfometria.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

4.1.1 Material permanente

a. 01 motor elétrico Nobel Biocare® '

b. 01 pega reta cirurgica Kavo® ?

c. 01 broca tronco cénica n° 701 Komet® *
d. 01 broca esférica Komet® *

e. Instrumental cirtrgico

f. 01 Kit cirtrgico para instalagdo de parafusos de fixagao Neodent®"

' Sao Paulo, Brasil

* Joinville, Brasil , :
} Lesell Coml. Imp. Exp. e Repres. Ltda., Santo André, Brasil
4 Curitiba, Brasil

4]



4.1.2 Material de consumo

a. 24 parafusos para fixagao dos enxertos Neodent® '

b. 24 embalagens de soro fisiologico de 250 ml estéril Aster® ?
C. 24 kits cirlrgicos estéreis Alva Doctor's® °

d. 72 pares de luvas estéreis para cirurgido e auxiliar

e. 96 fios de sutura 5.0 mononylon com agulha de 1,7 cm Johnson &

Johnson® *
f. 48 laminas de bisturi numero 15 C
g. 24 sugadores cirlirgicos estéreis descartaveis INDUSBELLO® °

h. 60 pacotes com compressas de gaze estéreis

' Curitiba, Brasil

? Prod. Méd. LTDA, Sorocaba, Brasil
® Sao Paulo, Brasil .
“ Prod. Prof. LTDA Sao José dos Campos, Brasil
5 Ind. Inst. Odont. LTDA, Londrina, Brasil
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4.1.3 Drogas utilizadas

a. Cloridrato de Quetamina (10mg/kg — Francotar®'
b. Antibidtico - Penicilina Benzatina (40000 Ul a cada 48 horas por 07 dias)2
C.

48 tubetes de anestésico local Lidocaina HCl 2% com epinefrina

1:100.000 (1,8mi)?

d. Dipirona Sédica (0,25mg/kg)*

e. Agua para injecao — WPI®

f. 1 caneta injetora com 3 cartuchos de 16 Ul= 5,3mg de horménio de
crescimento humano (Norditropin®) .

g. Solugao de iodo Povidine 1% ’

h. Midazolan®

' Virbac do Brasil Ind. E Com., Roseira — Brasil

2 Prodotti, Campinas — Brasil

3 DFL Ind. Com. Ltda, Rio de Janeiro — Brasil

* Fort Dodge, Campinas — Brasil

5 Lab. Sanobiol Ltda, Pouso Alegre — Brasil

® Norditropin, Nordisk Gentofle A/S, Copenhagen, Denmark
" DGL, Sao Paulo, Brasil

® Fenelon, Sao Paulo - Brasil
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4.2 Método

421 Animais

Foram selecionados 24 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raga New
Zealand, fémeas, com idade entre 4 e 6 meses, pesando aproximadamente 3 kg,
sendo separados aleatoriamente em dois grupos: Teste (T2, T6 e T8) e Controle
(C2, C6 e C8). Os coelhos foram fornecidos e mantidos pelo biotério da
Universidade de Santo Amaro (UNISA), onde foram acondicionados em gaiolas com
ventilagdo e temperaturas controladas (22 + 2° C). Os animais passaram por um
periodo de climatizagdo e foram alimentados com ragado Nutriara e agua
administrada ad libtum. A higienizagao das gaiolas foi realizada de acordo com as
normas do biotério do Unitox sendo realizada a troca da maravalha estéril
diariamente.

A pesquisa foi registrada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNISA de acordo com o parecer numero 108/2005 em 31 de agosto de 2005 (em
anexo). Este trabalho foi realizado de acordo com os “Principios Eticos de
Experimentagdo Animal’, elaborada pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal), entidade filiada ao Internacional Council of Laboratory
Animal Science (ICLAS), com base em "Normas Internacionais para Utilizagao de

Animais em Pesquisa” que sé apresentam com base na triade: “Sensibilidade, Bom

Senso e Boa Ciéncia”.
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4.2.2 Anestesia e Preparo dos animais

Os animais foram pesados para que fosse realizado o calculo das doses
(mg/kg) utilizadas para cada animal.

A indugdo da anestesia geral foi realizada, por via intramuscular na parte
posterior da coxa, com Quetamina 10 mg/kg, Midazolan 0,5 mg/kg. A manuteng&o
da anestesia foi realizada através da Quetamina.

Para monitorar o tempo da anestesia foram avaliados os seguintes
parametros: a) Relaxamento muscular: visto pelo relaxamento mandibular; b)
diminuicao da frequéncia cardiaca e respiratoria; c) Reflexos: Podal — auséncia de
reflexo de retirada ao estimulo doloroso realizado pelo pingamento da membrana
interdigital; Auricular — auséncia de resposta motora ao pingamento da base da
orelha.

Apos a anestesia, os coelhos foram submetidos a tricotomia da regido da
crista iliaca do lado direito e da face lateral da mandibula. Foi realizada uma
antissepsia com escovas estéreis embebidas em solugdo degermante de
iodopovidona nas duas regioes tricotomizadas. Para a assepsia durante a cirurgia,
foram colocados campos estéreis sobre o coelho, expondo apenas as areas

cirdrgicas. A oxigenagao dos coelhos durante todo o procedimento foi realizada

através de uma mascara inalatoria.



:._'_\l_li," .
A Ill\.CE'rii;iEldt‘

15
2

Santo Amaro

bieca Campus |

46

4.2.3 Procedimento Cirdrgico

As cirurgias foram realizadas no Laboratério de Técnicas Cirlrgicas da
Universidade de Santo Amaro em local com condigdes apropriadas, visando
manutengcao da cadeia asséptica. Realizou-se a infiltracdo local do anestésico a
base de Cloridrato de Lidocaina a 2% com Epinefrina no volume de 1,8 mi/regido na
area doadora (crista iliaca) e na area receptora (face lateral da mandibula), para
efeito de reducao de sangramento, menor inducdo anestésica e maior conforto para
0s animais.

Houve um cuidado para se padronizar o local da incisdo, na porgdo mais
superior da crista iliaca a fim de nao ter a interferéncia da musculatura da regiao
tanto na incisao quanto no descolamento e facilitar o afastamento para a realizagéo
da osteotomia. Sendo assim, foi feita a localizagdo digital da crista iliaca e uma
incisdo de aproximadamente 3 cm com uma lamina de bisturi n® 15 na pele, tecido
subcutaneo e muscular e o descolamento dos tecidos realizados até a exposicéo da
superficie 0ssea.

Uma vez exposto o 0SsO, dois afastadores foram usados para manter os

tecidos afastados durante a osteotomia com fresa e refrigeragcdo com solugao salina

estéril. Apos a osteotomia de um bloco de 5 a 7 mm de comprimento e 5 mm de

largura, foi realizada uma perfuragao no centro do bloco com fresa de 1.6 mm de

diametro. O bloco foi removido do leito doador com um descolador cirurgico e

colocado num recipiente estéril com tampa e um pouco de solugao salina estéril nos

ontrole (C2, C6 € c8) e 0,85 mg de hormdnio de crescimento humano
grupos ¢ ;

biossintetizado (rhGH) nos grupos teste (T2, T6 e T8). Posteriormente a uma inciséo
iossi
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extra-oral na regido do bordo da mandibula e descolamento de um retalho de

espessura total, esse bloco foi parafusado sobre a face lateral da mandibula,

medialmente ao forame mentual com parafuso de fitanio de 1.6 mm de diametro e 4

mm de comprimento.

As suturas do plano muscular e da pele foram realizadas com fio mononylon
5.0.

Figura 01: Incisdo na pele da area doadora.
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Figura 02: Incisdo no tecido subcutaneo e muscular e descolamento dos tecidos
realizados até a exposigao da superficie 6ssea na area doadora.
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Figura 03: Bloco ¢sseo osteotomizado no leito doador. Observa-se a perfuragéo no
centro para a fixagao do parafuso.
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de rhGH usada no grupo teste.

Figura 05: Caneta injetora
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Figura 06: Sutura do plan© muscular da area doadora.

Figura 07: Sutura da pele da area doadora.
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Figura 09: Incisdo no tecido subcutaneo € muscular e descolamento dos tecidos até
a exposigao da superficie Ossea na area receptora.



Figura 11: Sutura do plano muscular da area receptora.

S
ol
|

i

2 ) '\Ml“ l"

52



; K It TR WRRR S R TR
- . N b LS e AR
“y ek %

AT

Figura 12: Sutura da pele da area receptora.

4.2.4 Controle pés-operatorio

A terapéutica medicamentosa utilizada foi a seguinte:
- Antibiético: Penicilina Benzatina 40.000 Ul a cada 48 horas por 07 dias;

- Analgésico: Dipirona Sédica 0,25 mg/Kg;

53
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4.2.5 Analise Histolégica

4251 Periodos de observacdo e preparagio dos espécimes para a

microscopia de luz

Decorridos 02, 06 e 08 semanas, 04 coelhos dos grupos controle (C2, C6 e
C8) e teste (T2, T6 e T8) foram sacrificados, utilizando-se a técnica preconizada
pelo COBEA, por meio de superdose de anestésico geral. As pecas, contendo o
bloco 6sseo enxertado, foram removidas e fixadas em formol a 10% por 72 horas.
Em seguida, as amostras foram descalcificadas com solugdo de acido nitrico a
20% por um periodo médio de 2 semanas, processadas e incluidas em parafina.
Imediatamente apods, foram realizados cortes microscopicos com 5um de
espessura. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina e os cortes

histoldgicos foram analisados por meio de microscopia de luz.



59

4.2.5.2 Analise histomorfométrica

Para a realizacdo da analise histomorfométrica, foi utilizado o método
estereologico, que consiste em determinar parametros quantitativos tridimensionais
de estruturas anatémicas a partir de cortes histolégicos através da geometria e
estatistica. Os meétodos estereolégicos se baseiam em principio geométrico-
estatisticos, derivados da probabilidade de as imagens dos perfis da estrutura na
secgao histologica coincidirem com um sistema-teste apropriado. Deste modo, a
caracteristica principal nesses métodos esta na casualizagcao das amostras,
eliminando a ocorréncia de vicio na amostragem. Esse fato foi realizado por meio da
aplicacdo de procedimentos de escolha aleatoria em todos os estagios do
experimento, tais como: selegao dos animais, dos blocos histolégicos, das laminas
histologicas, dos cortes e campos microscopicos (GOMES et al., 2002; CARVALHO
et al., 2004).

Os fragmentos do bloco 6sseo enxertado foram submetidos a cortes
histologicos semi-seriados, sendo obtido 6 laminas histologicas/animal. Dentre essas
laminas, trés foram separadas aleatoriamente, sendo cinco campos histologicos,
obtidos longitudinalmente na regiao central da interface (Figura 13), avaliados pelo
programa Axiovision 4.4 (Carl Zeiss Vision Imaging Systems, Carl Zeiss, Alemanha).
Para o procedimento de mensuragdo, foram utilizadas a objetiva 20x/0,25
(ACHROPLAN, Carl Zeiss) e ocular 10x (W-PI, Carl Zeiss) de um microscopio de luz
(Axioskop 40, Carl Zeiss, Alemanha). As imagens foram captadas por uma camera
digital (AxioCam MRcS, Carl Zeiss, Alemanha), correspondendo uma area de 0,14
mmZ onde se analisou a densidade oOssea de trabéculas Osseas neoformadas
presentes na regiao entre o bloco 0sseo enxertado e o leito receptor, denominada

regido de interface, nos grupos controle e teste em todos os periodos de

observagao.

Essa metodologia foi realizada no Centro de Biociéncias CEBAPE / UNESP.,
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Figura 13 - Representagcdo esquematica da analise histomorfométrica da regiao
central da interface (l), regido entre a superficie do tecido 6sseo da mandibula
(TOM) e tecido 6sseo enxertado (TOE). (H.E.; aumento original 50x).

4.2.6 Analise da estatistica

Os resultados da histomorfometria da densidade d6ssea foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (GraphPad Prism version 3.00 for

Windows 95, GraphPad Sottware, San Diego, California, USA). O nivel de

significancia adotada sera de p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1  Anailise Histolégica

Grupo Controle

Em 2 semanas, observava-se que havia presenca de tecido conjuntivo
osteogénico, trabéculas oOsseas imaturas e medula Ossea. A matriz Ossea
neoformada estendia-se das paredes osseas do enxerto e leito para a regiao central
da interface. Observavamos que havia maior quantidade de tecido conjuntivo

osteogénico do que trabéculas ésseas neoformadas (Figura 14A).

Em 6 semanas, a regido de interface estava presente, exibindo ainda tecido
conjuntivo osteogénico. Além disso, observavamos a substituicao dessa regiao por
trabéculas 6sseas neoformadas e medula ossea. O enxerto 0sseo encontrava-se

circundado por periosteo, em algumas regides, notavamos sua substituicao por
tecido 6sseo neoformado (Figura 16A).

Em 8 semanas, notavamos a formagao de nova cortical 6ssea na mandibula.

O espessamento desta cortical era maior quando comparada com a cortical 6ssea

adjacente ao leito receptor. Além disso, notavamos que a cortical externa (tecido

6sseo enxertado) apresentava-se com aspecto tanto imatura quanto madura.
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Grupo Teste

Em 2 semanas, notava-se que o enxerto 6sseo nao mostrava alteragao em
sua arquitetura ossea. O tecido conjuntivo osteogénico mostrava-se bem
celularizado, rico em células osteogénicas e osteoblastos. As trabéculas Osseas
neoformadas estavam bem distribuidas por toda a regiso, bem como encontravam-
se isoladas e integradas com as trabéculas 6sseas maduras presentes no enxerto
0sseo tratado com o horménio de crescimento humano biossintetizado (rhGH).
Verificavamos ainda que a quantidade de trabéculas 6sseas era maior quando
comparado com o grupo controle. Essas trabéculas mostravam-se delicadas e bem

celularizadas, bem como exibiam arranjo irregular (Figuras 14B e 15).

Em 6 semanas, a regido da interface foi substituida por trabéculas Osseas
maturas e imaturas, bem como por medula ¢ssea. Verificavamos que o fragmento de
enxerto 0sseo havia incorporado como o tecido Osseo do leito receptor, sendo
denominado tecido osseo enxertado. Portanto, o processo de remodelagdo ossea
tornou-se concomitante tanto no tecido o6sseo receptor quanto no tecido Osseo
enxertado. Notavamos ainda que o tecido osseo enxertado exibia fungao de cortical
bssea e 0 seu tamanho era menor quando comparado com o periodo anterior, bem

como havia grande quantidade de medula 6ssea (Figura 16B).

Em 8 semanas, notavamos a formagao de nova cortical 6ssea na mandibula.

O espessamento desta cortical era maior quando comparada com a cortical 6ssea

adjacente ao leito receptor. Além disso, verificou-se que a cortical Ossea

formada, composta por cortical externa (tecido ¢sseo enxertado) e cortical
neo .

interna (tecido 6sseo receptor), apresentava-se totalmente madura.
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Figura 14 — 2 semanas. Fotomicrografia mostrando regido de interface (l), area
entre o enxerto 6sseo (EO) e o tecido 6sseo receptor (TOR), dos grupos controle (A)
e teste (B), exibindo tecido conjuntivo osteogénico (asterisco), trabéculas dsseas
neoformadas (setas) e medula 6ssea (H.E.; aumento original: 50x).
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Figura 15 — Grupo teste. 2 semanas. (A) Formag&o de trabéculas 6sseas imaturas
(setas), bem celularizadas associada ao tecido conjuntivo osteogénico (asterisco);
(B) tecido conjuntivo osteogénico rico em células osteopromotoras (osteoblastos e
células osteoprogenitoras) (setas). (H.E., aumento original: 200x).
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Figura 16 — 6 semanas. (A) A regidao de interface (l) do grupo controle ainda era

evidenciada, o enxerto ¢sseo autégeno (EO) estava sendo substituido por tecido
6sseo neoformado (TON) e circundado por peridsteo (setas); Incorporagéo e
remodelacdo do enxerto Osseo autégeno ao leito‘receptor e (B) o grupo teste
mostrava tecido 6sseo enxertado, exibindo areas imaturas e maduras, (TOE) e
presenca de medula 6ssea (MO). (H.E.; aumento original: 50x).
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Figura 17 — Grupo controle. 6 semanas. Substituicao do enxerto 6sseo autégeno (EO)
por tecido 6sseo neoformado (TON) ricamente celularizado e revestido por periésteo
exibindo numerosas células osteogénicas (seta) (H.E., aumento original: 200x)
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Figura 18 - 8 semanas. Os grupos controle (A) e (B) teste exibiam cortical dssea
espessa composta por tecido dsseo enxertado (TOE) e tecido dsseo receptor (TOR).
(H.E.; aumento original: 50x).
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ou tecido 6sseo enxertado, apresentava-se tanto imatura (TOI) quanto madura (TOM)
& no grupo teste (B), a cortical externa apresentava-se apenas madura. (H.E.

aumento original: 200x).
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Tabela 1 — Analise histomorfometrica da densidade 6ssea (mm?) na regido da
interface entre tecido Osseo enxertado e tecido 6sseo da mandibula em coelhos.
Valores expressos por Média + SD (n=4)

GRUPOS TEMPOS
2 semanas 6 semanas 8 semanas
Controle 0,0350 % 0,0775 + 0,0050 0,1075
0,0057 0,0050
Teste 0,0700 % 0,0925 + 0,0050 0,1100 +
0,0081 0,0081

Tabela 2 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tuckey dos dados
histomorfométricos dos grupos Controle (C2 — C6 — C8) e Teste (T2 — T6 — T8) nos
diferentes periodos.

TEMPOS GRUPOS )
c2/T2 p<0,001™
C2/T6 p<0,001***

2 semanas C2/ T8 p<0,001***
T2/ T6 p<0,01**
T2/ T8 p<0,001***
C6/T2 p>0,05
C6/ T6 p<0,05*

6 semanas C6/ T8 p<0,001""
T6/ T2 p<0,01*
T6/ T8 p<0,05*
C8/T2 p<0,001™
C8/T6 p<0,05*

8 semanas C8/ T8 p>0,05 (n.s)
T8/ T2 p<0,001™
T8/ T6 p<0,05*

p<0,05
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52 Analise Estatistica da Histomorfometria

Os resultad isti T
Os estatisticos da analise histomorfométrica da densidade 6ssea

realizada na regido de interface entre tecido 6sseo enxertado com rhGH e tecido
¢sseo da mandibula do grupo controle e teste estao computados nas TABELAS 1 e

2 e representados nos GRAFICOS 1. 2, 3 e 4. Todos os valores estdo expressos por

Média e desvio padrido da média (SD) e o nivel de significancia adotado foi p<0,05.

Analisando os dados da TABELA 1, TABELA 2 e GRAFICO 1 podemos
observar que os coelhos do grupo T2 apresentaram valores de densidade dssea
estatisticamente mais elevados que os do grupo C2, no intervalo de avaliagdo de 2

semanas (p<0,001). Os resultados foram respectivamente: (0,0700 + 0,0081) e
(0,0350 + 0,0057).

Analise histomorfometrica de densidade 6ssea coelhos

@ SD
| = MEDIA

0,12 ¢ 1

€ 0,101 ;

£ 1

@

ﬁ 0,08 ‘.

Q

q’ 1

% 0,06

w

§ 0,041
0,02- ‘ /
0,00 :

Cc2 T2

Grafico 1 — Valores médios da analise histomorfométrica da densidade éssea
(mm?) na regiéo da interface entre o enxerto de tecido ésseo e o osso da
mandibula em coelhos dos grupos Controle (C2) e Teste (T2) no periodo de 2

semanas.



rvar qu :
obse dq € apos 6 semanas do enxerto 6sseo com rhGH a regido da interface dos
coelnos do grupo T6 (p<0,05) apresentou densidade 6ssea significativamente mais

elevada quando comparada ao seu respectivo controle (C6). Os resultados foram
respectivamente: (0,0925 + 0,0050) e (0,0775 + 0,0050).

Analise histomorfométrica de densidade 6ssea de coelhos

ESD
0,12 = Média

0,1

densidade 6ssea (mm?)
o
o
2

Grafico 2 — Valores médios da analise histomorfométrica da densidade dssea (mm?)
" regido da interface entre o enxerto de tecido ésseo e o osso da mandibula em coelhos

%s grupos Controle (C6) e Teste (T6) no periodo de 6 semanas.
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Quando analisamos OS resultados histomorfométricos dos grupos teste (T8)
¢ controle (C8) no intervalo de avaliagc&o de 8 semanas, constatamos que néo houve
diferenca estatistica entre os grupos, quando comparados entre si (p>0,05). Os
resultados foram respectivamente: (0,1100 + 0,0081) e (0,1075 + 0,0050).

- |

Analise histomorfométrica de densidade dssea de coelhos

|lmsp
B Média

densidade 6ssea (mm?)

Grafico 3 — Valores médios da analise histomorfométrica da densidade 6ssea (mm?)
na regido da interface entre o enxerto de tecido 6sseo e o osso da mandibula em coelhos
dos grupos Controle (C8) e Teste (T8) no periodo de 8 semanas.
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Analisand
O os dados do GRAFICO 4, podemos observar ainda que tanto os

coelhos dos grupos Controles (C2 - C6 — C8) quanto aqueles dos grupos Testes
(T2 - T6- T8) apresentaram, uma crescente e constante evolugdo da densidade

A 2 =~ 5
6ssea (Mm?) em relagéo direta aos tempos estudados, apresentando assim valores
mais elevados apos 8 semanas de estudo.

Analise histomorfométrica de densidade éssea de coelhos

0,127-""

ESD
E Média

0,14

0,08

0,06t

0,04

densidade 6ssea mm?

c2 T2 Cé6 T6 Cc8 T8

2 semanas 6 semanas 8 semanas

, - - : Atri densidade 6ssea (mm?) na
Grafico 4 — Valores médios da analise histomorfométrica da »

'egido da interface entre o enxerto de tecido 6sseo e 0 0SSO <_ja mandlbule? em coelhos dos
Jupos Controle (C2 — C6 — C8) e Teste (T2-T6 - T8) nos diferentes periodos.
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6 DISCUSSAO

O uso de implantes Osseointegrados tem sido tratamento de escolha em
diversas situagdes em decorréncia dos beneficios que proporcionam aos individuos
que perderam um ou mais elementos dentarios. Porém com a perda dos elementos
dentarios inicia-se um processo de reabsorcéo alveolar (ULM et al.,, 1995) que

muitas vezes impossibilita a instalacdo de implantes osseointegrados, sendo

necessaria a realizagao de enxertos 6sseos.

O tratamento com enxertos 0sseos previamente a instalagéo dos implantes é
uma técnica previsivel e muito utilizada, no entanto, certas limitagées séo discutidas
na literatura, como: a reabsorcéo dos enxertos, o longo tempo para incorporagao, a
aceitagdo de um enxerto nao autogeno por parte dos pacientes, dentre outras
limitagcoes.

\Vimos na literatura, que muitos autores tém estudado alguns fatores de
crescimento, tais como as proteinas o6sseas morfogenéticas (BMPs), o plasma rico
em plaquetas (PRP) e o hormdnio do crescimento humano biossintetizado (rhGH),

em busca de acelerar esse Pprocesso de incorporagdo nos enxertos 0sseos

autogenos. Tambem pudemos observar que a maioria das pesquisas, tanto em

coelhos quanto em ratos, com uso sistémico ou local de rhGH, teve resultados muito

satisfatorios em relagao ao estimulo do crescimento 6sseo longitudinal, a

ossea.

i a fazer um estudo que tivesse uma
nos motivaram
Esses resultados
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associado ao enxerto ¢ .
sse )
O autdégeno em mandibula de coelhos, mediante analises

microscopica e estatistica da histomorfometria

A técnica cirlrgica Proposta se mostrou eficiente para a finalidade a qual o
estudo se propds, pois todos os enxertos realizados integraram ao leito receptor. Os
resultados clinicos demonstraram que as cirurgias nao interferiram na locomogao e
alimentacdo dos coelhos, que apresentaram auséncia de deiscéncias de sutura, de
hematomas, de hemorragias tardias e minimo edema. Nenhum dos coelhos
operados morreu em decorréncia das cirurgias. Nossos resultados nos permitem

concluir que o coelho pode ser considerado modelo biologico viavel para o estudo

dos enxertos 0sseos autdégenos e suas possiveis variaveis.

Entendemos ser importante fazer um estudo com uso local do rhGH, visando
maior aceitacdo clinica por parte dos pacientes e menor risco de efeitos colaterais,
uma vez que estes estdo diretamente relacionados a dose excessiva e ao uso
prolongado (GOODMAN, 1974; GUYTON; HALL, 2002; MACEY, 1974).

Os achados na literatura em relagé@o aos efeitos do uso local no tecido 6sseo

s3o satisfatorios. Isaksson et al. (1982) concluiu que 0 uso local do rhGH estimula

significantemente o crescimento osseo longitudinal em tibias de ratos. Chihara;

Sugimoto (1997) relataram Qque o rhGH age diretamente nos osteoblastos e

osteoclastos. Esses achados estdo de acordo com Ohlsson (1998), que relatou que

o estimulo do crescimento dos tecidos por parte do rhGH se da pelo aumento tanto

do numero quanto do tamanho das células e também enfatizaram que o rhGH
o nu

teoclastos, sendo capaz de estimular a
e 3 i osteoblastos e 0S
xerce acao direta nos mu

ido a interagao direta com o tecido osseo.

formacao ossea dev

valiar a administragéo local do rhGH, como o
omegaram a a
Outros estudos C

H enfati feito especifico e direto no
nfatiza que o rhGH exerce €
de Hedner et al. (1996) que
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tecido Osseo, poré
1 m .
p ©Sses autores avaliaram a administracao local de aplicagbes
diarias por um peri
o}
periodo de 2, 3 e 4 semanas por meio de catéteres. Em relagéo a

essa metodologia 3
gia, achamos que nao tem aplicabilidade clinica e que o tempo

prolongado do uso do rhGH pode gerar efeitos colaterais.

Posteriormente, Tresguerres et al. (2002) estudaram a administragdo local em

dose unica de rhGH em coelhos osteopordticos e concluiram que pode aumentar a
sintese ostedide e a mineralizagdo ao redor da camada de titanio no o0sso
perimplantar. Esses autores fizeram outro estudo em 2003 em coelhos nao
osteoporéticos e concluiram que a administragao local de uma dose Unica de rhGH
estimulou maior efeito do que os relatos na literatura com uso de administracéo
sistémica e o crescimento 6sseo foi observado tanto por parte do periosteo quanto
do endésteo. Esses achados estdo de acordo com os resultados obtidos em nossa
pesquisa, onde também pudemos observar que os efeitos da administragao local de
uma dose unica de rhGH resultaram em maior quantidade de trabéculas Osseas
neoformadas comparado com O grupo controle, a incorporagao do fragmento de
enxerto 6sseo com o tecido osseo do leito receptor ocorreu num tempo menor que
no grupo controle e a cortical 6ssea neoformada apresentava-se com aspecto
totalmente madura, enquanto que no grupo controle, o aspecto era tanto madura

quanto imatura.

Em se tratando do uso do rhGH em enxertos 6sseos, os achados de

Aspenberg (1994) nao estdo de acordo com os nossos resultados, pois esses

t 30 observaram resultados significantes na incorporagao do enxerto ao
autores n

m Jus ifi a admi istragéo
eja iustificados pelo fato do autor ter usado n
resultados talvez se€) J

rto ser homogeno, ao passo que nos avaliamos a administragéo
sistémica e 0 enxe
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local em enxertos ayt¢
utogen ;
genos e obtivemos resultados estatisticamente significantes

ropo
na proposta de acelerar o processo de incorporacdo 6ssea

0,85 mg de rhGH foi suficiente para embeber o enxerto 6sseo, uma vez que essa era
a proposta da nossa metodologia. No intuito de avaliar uma situagéo clinica viavel
fizemos o estudo com uso local em dose Gnica de rhGH com o objetivo de acelerar o
processo de incorporagédo dos enxertos 6sseos autégenos, diminuindo o tempo de

tratamento para os individuos que necessitam dessa etapa cirGrgica previamente a

outros tratamentos.

Nossos resultados histomorfométricos foram coerentes com os de Gomes et
al. (2002), que também utilizaram o método estereoldgico, que se baseia em
principios geométrico-estatisticos, derivados da probabilidade de as imagens dos
perfis da estrutura na secgédo histologica coincidirem com um sistema-teste
apropriado. Deste modo, a caracteristica principal nesses métodos esta na
casualizacdo das amostras, eliminando a ocorréncia de vicio na amostragem. Esse
fato foi realizado por meio da aplicagao de procedimentos de escolha aleatoria em

todos os estagios do experimento, tais como: selecdo dos animais, das laminas

histolégicas, dos cortes € campos microscopicos. Sendo assim, os resultados sao

fidedignos, precisos € também relatam numeros absolutos.

Embora sejam poucos 0S trabalhos realizados com uso local e dose Unica de

hGH. os resultados das analises microscopica e estatistica da histomorfometria
r , 0

btidos neste estudo NoOS permitem concluir que a administracdo local de rhGH em
obtidos

vamen n cesso de illcorporagéo do enxerto 0sseo
dose unica pOde atuar e nxert

n a metodologia proposta p055||i
S5gen m m ibulas de coelhos e que
autogeno € andibu

ilidad linica, por s€ tratar apenas de uma dose necessaria para embeber o
aplicabilidade clinicd,
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enxerto, a quantidade nan & i
NAo e excessiva, o Custo n&o sera um problema e o individuo
nao estara sujei i ;
Jeito aos efeitos Colaterais do uso do rhGH, que geralmente estao
relacionados ini 30 sistémi
a administracao Sistémica onde é necessario maior dose e tratamento
prolongado.
Acreditamos que o estudo do rhGH € mais um fator em desenvolvimento na

implantodontia por potencializar o processo de incorporagdo dos enxertos 0sseos

autdégenos.
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7 CONCLUSAO

O numero de trabéculas 6sseas neoformadas foi maior no grupo teste do que

no controle.

O enxerto 6ésseo, tratado com horménio de crescimento humano

biossintetizado (rhGH), incorporou mais rapido no leito receptor do que o enxerto do
grupo controle.
Na analise histologica subjetiva, evidenciou-se maior nimero de celulas

osteoprogenitoras no grupo teste do que no grupo controle, no periodo de 02

semanas.
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Objetivos do Projeto

Avaliar, em fémur de coelhos, o efeito do uso local do Horménio do Crescimento no processo
de incorporagao do enxerto 6sseo homaégeno.

Sumario do Projeto

Serao realizados cirurgias de enxertos 6sseos homologos em bloco em coelhos adultos. Os
animais serao divididos em dois grupos: teste e controle. No grupo teste, os blocos assim
como a area receptora serao embebidos com horménio do crescimento humano. No grupo
controle, o bloco sera fixado sem cédigo de qualquer substéncia . Os animais serao

sacrificados, em grupos de seis, no periodo de 01, 02, 03 e 06 semanas apos as cirurgias, para
as analises histologicas.

| Aspectos relevantes para avaliagcdo Situagao
| Titulo Adequado
| Relagao dos Pesquisadores Adequada
| Local de Origem na Instituigdo Adequado
| Projeto elaborado por patrocinador Nao
Local de Realizagao Prépria instituicao
Outras instituigdes envolvidas Nao
Condigdes para realizagao Adequadas
Introdugao Adequada
Objetivos Adequados
Método
Tipo de projeto Pesquisa em Animais
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total Na Instituigdo sim
Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selegdo eqllitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusido e exclusdo Adequados
Relagio risco- beneficio Adequada
Uso de placebo N&o utiliza

Periodo de suspensao de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza

Monitoramento da seguranca e dados Adequado
Armazenamento de material bioldgico Adequado
Instrumentos de coleta de dados Adequados
Avaliagcao dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adequacao as Normas e Diretrizes Sim
Cronograma Adequado
Data de inicio prevista 01/10/2005
Data de término prevista 31/12/2006
Orgamento Adequado
Solicita recursos a instituigao Nio
Fonte de financiamento externa Nao
Referéncias Bibliograficas Adequadas
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Recomendacao
Aprovar

[

Comentarios Gerais sobre o Projeto
O trabalho tem méritos por estudar técnicas para enxertos 0sseos

Sao Paulo, 26 de outubro de 2005.

PROF. DR. CARLOS DE SOUSA LUCCI
Presidente do Comité de Etica em Pesquisas
UNISA - Universidade de Santo Amaro
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