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RESUMO

Este trabalho avalia o efeito da associacdo de enxertos Osseos particulados ao
horménio do crescimento humano recombinante (rhGH) na reparagdo Ossea
utilizando como modelo a calvaria de coelhos. Varios trabalhos confirmam o sucesso
destes materiais de enxerto quando utilizados sozinhos ou associados, nas técnicas
de regeneragéo Ossea guiada (ROG) e na cirurgia para levantamento do seio
maxilar. O objetivo deste estudo foi verificar o comportamento dos enxertos Gsseos:
autogeno, homégeno fresco congelado, xenégeno seco desmineralizado congelado
(DFDBA) e xendgeno bovino inorganico, quando associados aoc rhGH. Esses
materiais foram utilizados em cilindros de titanio instalados na calota craniana de 10
coelhos New Zealand. Os cilindros foram preenchidos com cada um dos enxertos
associados ao rhGH, e apds 8 e 12 semanas o0s coelhos foram sacrificados e os
espécimes foram analisados através da macroscopia e histologia. Todos os tipos de
enxerto apresentaram capacidade de formagdo 6ssea e os melhores resultados
volumétricos foram conseguidos com a associagdo do rhGH com o osso homdgeno
fresco congelado, e histoldégicos com 0 0sso autdgeno associado ao rhGH.

PALAVRAS-CHAVE: Enxerto 6sseo, horménio de crescimento, reparagao éssea.



ABSTRACT

This research evaluates the effect of associating particulate bone grafts with
recombinant human growth hormone (rhGH) in bone mending, using rabbits’ skull
caps as model. Several studies confirm the success of these graft materials when
used alone or in association in techniques of guided tissue regeneration (GTR) and
in maxillary sinus lifting surgery. This study aimed at assessing the behavior of the
following types of bone grafts: autogenous grafts, fresh frozen homogenous grafts,
demineralized freeze-dried bone allografts (DFDBA), and inorganic bovine xenografts
(Bone Fill), when associated with rhGH. These materials were used in titanium
cylinders placed in the skull cap of 10 New Zealand rabbits. The titanium cylinders
were filled with each of the grafts associated with rhGH, and after 8 and 12 weeks the
rabbits were sacrificed and the specimens were analyzed through macroscopy and
histology. All the types of graft showed bone formation capacity, the best volumetric
results were achieved by associating rhGH with the fresh frozen homogenous bone,
and the best histological results were obtained by associating autogenous grafts with
rhGH.

KEY WORDS: Bone graft, Growth hormone, Bone reparation.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......cceitcteieiraeeerreiesssseseesessssssssnsssssssssssesssessssssssssasssessssssssesssssensnseneas 14
2 REVISAO DA LITERATURA.......oiirrerertsneesesss st sssss st sssssssssssssasssssenns 17
2.1 Histofisiologia do teCido OSSEO0 .........ccuvvviiiiiiiiec e 17
2.2 RemOdelagao OSSEa..........oooiiiiiiieiiii e 19
2.3 ENXEIOS OSSEOS ...ttt 21
2.3.1 Regeneragdo 0ssea guiada (ROG)...........ccoooooiiiiiii e 24

2.4 Hormonio do crescimento humano (WGH).............c.ooooviiiieec e, 27
2.4.1 Fisiologia do horménio do crescimento humano (hGH)........................... 29
2.4.2 Efeitos N0 teCidO OSSEO0........coooiiiiiiiiiiii e 32
2.4 3 EStUOS Pré&-CliNICOS. ......e e 34

K3 =1 ={0] =10 1] [0F/:Y 2N 39
4 MATERIAL E METODO .....cutcercreessieissssssssssssssessssstssssssssasssssssesssssssssssnes 40
A MAEETIAL. ... 40
4.1.1 Material permanente...........coooiiiiiiii e 40
4.1.2 Material de CONSUMO . ... ..ottt 41
4.1.4 Material biolOQICO ... ..o 43

B2 IMBIOUO ... e 43
4.2.1 Procedimentos CiFUrGICOS . .......uuuumiiiiiiiiiiiitiiee e e e e e e e 44
4.2.2 Anélise histolOQICA ........ccoeiiiiiiiiiee e 47
423 Andlise estatistiCa............cooviiiiiiii 48

B RESULTADOS ....ooeeiieeeeeriiireeemsssessssssstessssssanssssssssssssssssssssssssasssssssnnssssssansassssanes 58
5.1 MACTOSCOPICOS ...oooiiiiiiiit ettt e et 58
5.2 EStatiStICOS ... .oeiiiiieieie ettt 60
5.2.1 Da analiSe MaCrOSCOPICA..........ceiiuiiiiiiieiiieee e 60

5.3 HiIStOIOGICOS .....uiiieeeiii et 63

B8 DISCUSSAOD......oovrrrcerersnitsestsesresse s e e sesese st sbsss s ssassssssasassssssssssassssnsssssssssne 73
7 CONCLUSAO ......cctrrerrereaessassseesstssssssesssrssassssssssssesssssssssssssssssssssssessessssassassssanans 78

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cocvrreiereersisesistnessistnsssissssssessessssssesssssanes 79



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21
Figura 22
Figura 23

Figura 24

LISTA DE FIGURAS

Tricotomia € antisSePSia............c.ccoovo oo 49
Incis&o e descolamento do retalho....................c.coooooooi 49
Cilindros de titanio..............coooioiiiiieeeeeeeeeeeee 50
FIXaga0 dos CiliNAroS............c.oooiiiiieeeeeeeeeee e 50
Cilindros instalados..............oooooioiiiioio e 51
DecorticalizaGlo.............c.ooovioii e 51
O8S0 QUEOGENO. ...t 52
Oss0 homAgeno CoNGElado. .............coocueeeeeeeee oo 52
0SS0 bOVINO INOFGANICO. ..ot 53
DD BA e 53
Caneta para aplicagdo do rhGH.................cccooieiieeee 54
Enxertos em posicdo com rhGH................oocoooivooie e 54

Cilindros fechados.............cooiiiiieiiei e, 55
SULUTEL ..., 55
Aspecto apds remogao dos CiliNdros. .............ccvveeeeecieieeeeeeeee 56
Espécimes removidos por trefina...............c.cocoooiioiioiieeeee 56
Material para histolOGICO................coooiiiiiiiiiee e 57
Material no frasco para exame histol0gico...............cccoevvveiiiiivviii 57

Grupo AH mais rhGH 8 semanas 100X...............cocooovevveeeeeiene . 65
Grupo AH mais rhGH 8 semanas 400X..........ccccccooeioiiiiiciicieeeed 65
Grupo HH mais rhGH 8 semanas 100X.........ccccooviiiiiiiinieiieeee, 66
Grupo HH mais rhGH 8 semanas 400X............cccoevvviviiiveiieeeeieee. 66
Grupo XH mais rhGH 8 semanas 100X................cooceviiiiiniieeeeeeee 67
Grupo XH mais rhGH 8 semanas 400X.............ooovviiiiiiiiiieeaa, 67



Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33

Figura 34

Grupo PH mais rhGH 12 semanas 100X.............c.ooooeooo 68
Grupo PH mais rhGH 12 semanas 400X................oocovoo 68
Grupo AH mais rhGH 12 semanas 100X...............cocoooovoooe 69
Grupo AH mais thGH 12 semanas 400X...........owo oo 69
Grupo HH mais rhGH 12 semanas 100X.............ooo oo 70
Grupo HH mais rhGH 12 semanas 400X.................ooioo 70
Grupo XH mais thGH 12 semanas 100X..............oco oo 71
Grupo XH mais rhGH 12 semanas 400X...............ooooooo 71

Grupo PH mais rhGH 12 semanas 100X.............cccooooiviio 72

Grupo PH mais rhGH 12 semanas 400X...............ooovoiooio 72



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Ciclo de remodelag&o dssea cortical...............cooooo 21

Tabela 2. Curso de tempo desenvolvido da interface de um implante end6sseo no

0SSO COMtICAL ...ttt e e 21

Tabela 3. Volume ésseo em mm? obtido pela afericdo macroscoépica, comparacéo
entre 0s grupos para cada uma das SeMANAS.............ocvvovooooeeo 60

Tabela 4. Volume 6sseo em mm? obtido pela afericdo macroscépica, comparagéo

entre as semanas para cada Um dOS grupPOS............ovoveeee oo 61



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Compara ganhos e perdas de volume ésseo aferidos macroscopicamente



AATB:
AH:
bGH:
BMPs:
COBEA:
DFDBA:
DNA:
e-PTFE:

GH:
HCL:
HE:

HH:
HIV:

ICLAS:
IGF:

IGF-I:
IM:

Kg:
mg/kg/dia:
mg/kg:
mg:
mil:
mm:
MPA:
Ng/ml:
PH:
PRP:

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Ativacao

American Association of Tissue Bank

Grupo experimental osso autdgeno mais rhGH
Horménio do crescimento bovino

Bone morphogenetic proteins

Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
Demineralized Freeze Dried Bone Allograft
Acido desoxirribonucleico

expanded Politetrafluoretilene
Formagéao

Grama

Horménio do crescimento
Hidroclorada
Hematoxilina e eosina

Grupo experimental osso homogeno mais rhGH
Human immunodeficiency virus

International Council of Laboratory Animal Science
Fator de crescimento semelhante & insulina

Fator de crescimento semelhante a insulina |
Intramuscular

Quilograma

Miligrama por quilograma por dia

Miligrama por quilograma

Miligrama

Mililitro

Milimetro

Medicacgao pré-anestésica
Nanograma por mililitro

Grupo experimental osso seco desmineralizado mais rhGH

Plasma rico em plaquetas
Quietude



R: Reabsorgéo
rhGH: Hormdnio do crescimento humano recombinante
ROG: Regeneragdo 6ssea guiada
U/l:  Unidade por litro
Ul/ml:  Unidade Internacional por mililitro
UNISA: Universidade de Santo Amaro
UNITOX: Laboratério Universitario de Analises Toxicoldgicas

XH: Grupo experimental osso xenogeno mais rhGH
Hg/dia Micrograma por dia
pm: Micrometros



1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas a necessidade de restabelecer a estética e funcéo
através da Implantodontia nos individuos que perderam um ou mais elementos
dentarios, tem sido uma das maneiras de tratamento mais viaveis, sendo que o
sucesso desta técnica reabilitadora esta ligado a quantidade e qualidade 6ssea da
area a ser reabilitada, e a perda dos elementos dentérios faz com que o 0sso

alveolar sofra um processo de reabsorgao irreversivel.

Uma vez que a eficiéncia dos enxertos dsseos para a posterior instalagéo de
implantes orais € de conhecimento geral (GARG, 2004; PETRUNGARO; AMAR,
2005) busca-se a agilidade desse tratamento, ou seja, a diminuigdo do tempo de
incorporagédo Ossea com a finalidade de reabilitar os individuos no menor tempo
possivel a fim de que usufruam dos beneficios da reabilitagdo com implantes

osseointegrados.

Na procura de acelerar esse processo de incorporagédo e reparagéo Ossea
nos enxertos, muitos pesquisadores, (ANDREASSEN et al., 1995, CACCIAFESTA et
al., 2001; LO et al., 1995) tém procurado estudar os fatores de crescimento, tais
como as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), o plasma rico em plaquetas
(PRP) e o horménio do crescimento humano recombinante (rhGH), tem sido
considerado uma importante forma de atingir esse objetivo, por ser uma das mais

importantes substancias reguladoras do crescimento e da remodelag&o 6ssea.

O horménio do crescimento, como diz o proéprio nome € responséavel pelo
crescimento da crianca e o metabolismo dos adultos. Varios autores como Goodman

(1974), Macey (1974), e Guyton e Hall (2002), descrevem o rhGH como um
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horménio hipofisario que influencia decisivamente o crescimento de estruturas
celulares, e age exercendo efeitos metabdlicos especificos e atuando efetivamente
no crescimento 6sseo. Também favorece a formagao das proteinas, sendo essencial
para o crescimento. Alguns autores relatam que a administracéo sistémica influencia
no aumento da massa Ossea e estimula o crescimento &sseo longitudinal
(ASPENBERG et al., 1994) e que o tratamento com horménio mostra que a
administracdo local do GH pode estimular a largura da cartiiagem epifiseal e
crescimento longitudinal do osso, mostrando que a administragdo exdgena de GH
teve a capacidade de estimular localmente o crescimento 6sseo (ISAKSSON et al.,
1982} e a reparagéo de fraturas 6sseas, (NIELSEN et al.,1991; ANDREASSEN et al.,

1995).

Em 1995, Pirinen acrescentou dados sobre o hGH observando ser um
horménio peptideo secretado pelas células somatotropicas do lobo anterior da
glandula pituitaria, e que sua secregao ocorre nas primeiras horas do sono e
continua durante toda a noite. O rhGH biossintético contém como substéancia a
somatropina, idéntica & produzida pelo organismo com as mesmas fungdes. Desde
1985 o hGH tem sido biossintetizado (rhGH) e tornou-se acessivel para varios

tratamentos relacionados com o crescimento.

O rhGH age diretamente na proliferacdo de osteoblastos, e sintese de
colageno tipo |, seguidos da estimulagdo da formag&do Ossea (CHIHARA,;

SUGIMOTO, 1997).

Autores como Hedner; Linde e Nilsson (1996); Tresguerres et al. (2002),
Tresguerres et al. (2003); Tresguerres et al. (2005) tém estudado a ag&o local do
rhGH e concluem que este estimulou significantemente a formacgéo éssea local em

mandibulas de ratos, favoreceu o aumento 6sseo periimplantar em coelhos
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osteopordticos e ndo-osteoporoéticos, e acelerou o processo de reparagdo 6ssea em

coelhos.

Segundo Tresguerres et al. (2005) a administragdo local do rhGH pode
estimular as primeiras fases do processo de remodelacédo éssea, onde a resposta

cortical e o contato osso-implante parece ser significantemente maior no grupo

rhGH.

Este estudo foi realizado com a finalidade de testar a eficiéncia do rhGH
quando associado aos enxertos Osseos, mediante andlises macroscopicas e

histolégicas, na busca de um enxerto que tivesse qualidade e quantidade para

reconstrugao ossea.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histofisiologia do tecido 6sseo

O osso € um tecido conjuntivo especializado mineralizado, em constante
processo de reabsor¢do e neoformagdo, cujo peso consiste em 35% de matriz
organica e 65% de cristais de hidroxiapatita. O o0sso constitui um reservatoério
importante de minerais, sendo sistemicamente controlado por fatores hormonais e
localmente controlado por forgas mecanicas, fatores de crescimento e citocinas, de

acordo com Garg (2004).

Ao redor de cada osso compacto, existe uma membrana de tecido conjuntivo
osteogénico (células formadoras de 0sso), denominada peridsteo, que consiste em
duas camadas. A camada interna, préxima a superficie 6ssea, € mais rica em
células principalmente precursoras de células ésseas, e um rico suprimento
vascular, enquanto a camada externa € mais fibrosa. A superficie interna do osso
compacto, assim como a do 0sso esponjoso € recoberta por uma camada unica de
células dsseas, o endosteo, que fisicamente separa a superficie éssea da medula

dssea contida no seu interior.

Os osteoblastos secretam a matriz 6ssea e alguns ficam aprisionados em
lacunas, os ostedcitos. O numero de osteoblastos que se tornam ostedcitos varia de
acordo com a velocidade da formag&o do 0sso: quanto mais rapida a formacgao, mais
ostedcitos estdo presentes por unidade de volume, sendo assim, o 0sso embrionario

e 0sso de reparagdo possuem mais ostedcitos que o lamelar (TEN CATE, 2001).
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Segundo Garant (2003) as propriedades do osso sdo notdveis devido ao
dinamismo do tecido em submeter-se a constante renovagdo em respostas a

influéncias mecanicas, nutricionais e hormonais.

S&o responsaveis pela formagdo, reabsorcdo e manutengdo da
osteoarquitetura trés tipos de células ésseas, cada qual com sua fungdo especifica.
Os osteoblastos sdo derivados das células osteoprogenitoras e responsaveis pela
formacao dos constituintes organicos da matriz 6ssea, os ostedcitos juntamente com
os osteoblastos inativos, mantém a matriz 6ssea e os osteoclastos sdo responsaveis
pela reabsorcdo da matriz dssea. O osteoclasto & auxiliado no processo de

reabsor¢do, por macrofagos livres e citocinas emitidas por osteoclastos vizinhos.

Junqueira e Carneiro (2004) observaram que histologicamente ha duas
variedades de tecido 6sseo: o imaturo, ou osso primario, € o maduro, ou lamelar.
Ambos possuem as mesmas células e 0os mesmos constituintes da matriz
extracelular. No tecido oOsseo primario as fibras colagenas se dispbem
irregularmente, sem orientagéo definida, em menor conteudo mineral. Enquanto no
tecido 6sseo secundario, as fibras colagenas organizam-se em lamelas, formando o
sistema de Hawers. Durante o processo de formagéo do tecido 6sseo, bem como no
processo de reparo apds fratura, traumatismo, ou cirurgia para implantes, o primeiro

tipo de 0sso a surgir € o primario.

Os osteoblastos s&o células uninucleadas que sintetizam tanto coldgeno
quanto as proteinas n&o colagenosas da matriz 6ssea (a matriz organica, ostedide).
Sao responsaveis pela mineralizagdo da matriz éssea neoformada e derivam de
células mesenquimais multipotentes, geralmente considerados como se
diferenciando de uma célula precursora, o pré-ostecblasto. Os osteoblastos formam

uma camada celular sobre a superficie 6éssea em formacéo e acredita-se que
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constituem um osso membranoso que controla o fluxo de entrada e saida de ions no
0ss0. Quando o osso ndo se encontra mais em formagao, os osteoblastos revestem

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

(GARG, 2004).

2.2 Remodelagao 6ssea

O osso é remodelado em um fenédmeno ciclico que consiste na reabsorgao
osteoclastica seguida pela formagado osteoblastica. Embora evidéncias recentes
sugiram que o horménio do crescimento (GH) participa na remodelagdo 6ssea, 0
mecanismo exato continua incerto. A série atual de estudos in vitro apontou
esclarecer que o GH afeta a formagédo e a reabsorgédo (CHIHARA e SUGIMOTO,

1997).

A remodelagéo ocorre quando ha o equilibrio entre o processo de formagé&o
Ossea e o0 processo de reabsorgdo 6ssea, em que 0 0sso € gradualmente substituido
e declararam que 0,7% do esqueleto humano é reabsorvido diariamente e reposto
por osso saudavel e que a remodelagdo de todo o esqueleto demora 142 dias. A
célula diretamente envolvida nesse processo é o osteoclasto. E uma célula
altamente mével e pode migrar ao longo das superficies 0sseas, e se localizar em
varias dareas a serem reabsorvidas. Passam a secretar enzimas hidroliticas que

dissolvem o tecido dsseo formando lacunas de reabsor¢édo (MARX e GARG, 1998).

Um modelo de animal conveniente para teste de materiais substitutos de

osso, proposto por Frame (1980), cita que a utilizagéo de animais de grande porte,
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aléem de necessitarem de espago adequado, s&o caros para adquirir € manter. Para
superar essas dificuldades, outros pesquisadores tém usado animais pequenos
como ratos e coelhos. Os defeitos preparados nesses animais sdo pequenos e,

esses animais, mostram uma boa reparagao éssea.

Remodelagédo déssea é definida por Robert et al. (1987) como turnover ou
reestruturacdo interna da estrutura éssea pré-existente. E um fendémeno em nivel
tecidual em que ocorre a ativagdo (A) de células precursoras ésseas, resultando em
uma sequéncia de atividades (1) de reabsorc¢ao (R): (2) quietude (Q): e (3) formacao
(F). A duragdo do ciclo de remodelagdo A-R(Q)-F, referida por Frost (apud
ROBERTS, 1987) é de cerca de 6 semanas para coelhos, 12 semanas para
cachorros e 17 semanas para homens. Fase de quietude (Q) € um periodo de
reversdo onde osteoclastos sao substituidos por osteoblastos. O resultado da fase
de formacdo (F) € o que tem maior variagdo entre as espécies. A cavidade é
preenchida em 4, 5, 10 ou 13 semanas para coelhos, cachorros e para homem,
respectivamente. A média de duragdo do ciclo de remodelagéo A-R(Q)-F é
diretamente proporcional ao tamanho do animal. Usando coelho X como base, os
fatores para eventos fisiologicos similares em cachorros e humanos é 2 X e 3 X,
respectivamente (Tabela 1). A remodelagéo da interface osso implante, em osso
cortical de um coelho entre 6 e 18 meses de idade, assumindo a proporgé&o do
tempo de remodelagéo (fator de 3 X), o equivalente em humano é de 17 semanas

(Tabela 2).
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Tabela 1. Ciclo de remodelagéo 6ssea cortical

Coelho Cachorro Homem
Ativacao (A) 0.5 semanas 0.5 semanas 1.0 semanas
Reabsor¢ao (R) 1.0 1,5 2,0
Quietude (Q) 0,5 1,0 1,5
Formacgao (F) 45 10,0 13,0
A-R-(Q)-F 6,0 12,0 17,0
Fator X 2X 3X

Tabela 2. Curso de tempo do desenvolvimento da interface
de um implante enddsseo no 0sso cortical.

Coelho Homem (3X)
Modelagéo da Superficie
Estagio 1: Formacéo do Calo 2 semanas 6 semanas
Estagio 2. Compactagao lamelar 6 semanas 18 semanas
Remodelagdo, Maturagéo
Estagio 3: Remodelagéo da interface 6 semanas 18 semanas
Estagio 4: Maturagdo Compacta 18 semanas 54 semanas

2.3 Enxertos 6sseos

A revascularizagio é considerada um fator muito importante para o processo
de incorporacéo do enxerto dsseo. A invasdo vascular apresenta velocidade variavel
de acordo com a forma e a densidade do enxerto. Muitos autores relatam que a
revascularizacdo e consequentemente a reparagdo do osso esponjoso difere
essencialmente daquela do osso cortical (LOZANO; CESTERO; SALYER, 1976;

ALBREKTSSON, 1980: HARDESTY; MARSH, 1990; PINHOLT et al., 1994; GARG,

2004).
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Segundo Burchardt e Enneking (1978), quando comparados o 0sso
hombgeno e autébgeno em sitios enxertados, a osteogénese inicia-se mais
tardiamente no homodgeno, enquanto na primeira semana ja existem indicios de
formagéo Gssea periférica com osso autégeno, no osso homégeno pode iniciar
somente apos quatro semanas. Isso se deve a deficiéncia vascular inicial, embora

ela possa ser alcangada em até 8 meses.

Perrot Smith e Kabam (1992) citaram que a maior vantagem do osso fresco
congelado sobre o osso liofilizado € que as proteinas osseoindutoras ndo séo
destruidas durante o processamento, o que pode resultar em uma melhor formacéo
0ssea e na diminui¢do da reabsor¢cdo em longo prazo. Os autores avaliaram os
resultados do uso de osso fresco congelado, utilizado isoladamente ou em
combinagdo com o 0ssO autdgeno para a reconstrugdo 6ssea com finalidade de
instalagdo de implantes. Eles relataram que o sucesso dos implantes foi semelhante

as regides enxertadas com osso autégeno.

Gazdag et al. (1995) classificaram os enxertos 0sseos de acordo com sua
composicdo tecidual; suas caracteristicas anatdémicas; seu local de origem cortical
ou esponjosa; tamanho e forma; a natureza de seu suprimento sanguineo, se
vascularizado ou ndo; seu método de preservacgao: fresco, congelado, congelado-
seco; necessidade de manipulagées quimicas ou exposi¢cdes: desmineralizado,
irradiado; e a disparidade genética entre doador e receptor: autégeno, alégeno ou
homégeno, xendgeno e isoenxerto. O enxerto autégeno é aquele que é
transplantado de alguma parte de um individuo para outra parte no mesmo
individuo. O enxerto alégeno é transplantado de um individuo a outro de mesma
espécie, porém geneticamente diferentes. O enxerto xenogeno é transplantado de

uma espécie para outra espécie que sdo diferentes entre si. O isoenxerto € aquele
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que é transplantado entre individuos diferentes, de mesma espécie e geneticamente

idénticos.

De acordo com Tomford e Mankin (1999), para obtengdo do enxerto dsseo
homogeno a fonte mais comum é doador cadavérico. Os autores descrevem que a
preocupagéo com doengas transmissiveis (HIV, hepatites B e C) pela utilizacéo de
enxertos homogenos esta diminuindo, resultado de testes cada vez mais sensiveis.
Outro método considerado imprescindivel para prevencédo da transmissdo de
doencgas ¢ a triagem do doador com base no histérico médico, o que elimina cerca
de 90% dos doadores n&o habilitados. A AATB desenvolveu um modelo padronizado

de histdrico médico, utilizado em todos os bancos que seguem suas diretrizes.

Shand et al. (2002) desenvolveram um estudo em defeitos efetuados na
calvaria de coelhos onde foram aplicados enxertos autdégenos e enxertos
homogenos frescos congelados. Foram utilizados 15 coelhos, doze deles receberam
0sso homaégeno congelado e trés osso autdégeno. Apds um periodo de nove e doze
meses, 0s coelhos foram sacrificados e o0s espécimes examinados
radiograficamente, histologicamente e com microscopia de fluorescéncia. Em ambos
0s grupos, o exame radiografico mostrou unido dssea. A analise histoldgica revelou
que tanto o grupo autégeno como o0 grupo homdégeno fresco congelado
demonstraram reposi¢gdo com 0sso vital, e também neovascularizagao. Segundo os
autores a incorporacédo do osso congelado é mais lenta, apesar de contar com
mecanismos osteocondutores e osteoindutores. Isso poderia ser o resultado de um
potencial mais baixo para osteoindugdo desse material, quando comparado ao

enxerto autdgeno.

Garg (2004) relatou que o material de enxerto ideal deve transferir células

6sseas com potencialidade de trabalho, incluindo osteoblastos e células da medula
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do osso trabecular em quantidade suficiente para a area receptora, que por sua vez,
deve ter vascularizagéo suficiente para nutricdo favorecendo a revascularizaggo do
enxerto. O enxerto também consiste em ilhas de mineralizagdo de 0sso esponjoso,
fibrina de coagulo sanglineo com plaguetas sanguineas em seu interior. O autor
relaciona em ordem decrescente de disponibilidade de células dsseas dos sitios
doadores autdgenos: o iliaco posterior e anterior, a tibia, a cabeca do fémur, a

sinfise mandibular, a calvaria, a costela e a fibula.

Petrungaro e Amar (2005) publicaram o relato de trés casos clinicos nos quais
foram utilizados enxertos em bloco de osso homégeno para reconstrugdo dssea em
regides com defeito, com a finalidade de uma futura reabilitagdo com implantes. Em
todos os casos, realizou-se analise histolégica do osso e foi observada uma nova
formagéao Gssea agregada ao osso original. Em um dos casos, foram feitas préteses
unitarias sobre implantes na regido enxertada e, apds um periodo de um ano e meio

em fungao, a crista dssea reconstruida foi mantida ao longo do tempo.

2.3.1 Regeneragao 6ssea guiada (ROG)

Kahnberg (1979) relatou estudo realizado em 18 coelhos adultos para o
processo de reparagédo em defeitos criados na base da mandibula, utilizando uma
lamina de Teflon interposta entre o tecido dsseo e o peridsteo adjacente. Essa
técnica preveniu o desenvolvimento e a invasdo de tecido de cicatrizag¢éo fibroso,

contribuindo para que ocorresse a regeneragéo ossea.

Brugnami et al. (1999), ao avaliarem através de procedimentos de

regeneragdo 6ssea guiada em alvéolos e defeitos de rebordo, com a utilizagéo de
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Demineralized Freezed Dried Bone Allograft (DFDBA) associado a uma membrana
de e-PTFE, concluiram que o DFDBA possui propriedades osseocondutivas que
colaboram para o crescimento dsseo tanto em alvéolos intactos como em defeitos de
rebordo. Observaram remanescentes do biomaterial, com lacunas preenchidas com

células dsseas incorporadas a um novo 0Sso.

De acordo com Slotte; Lundgren e Burgos (2003) utilizaram um modelo de
regeneracdo 0ssea guiada na calvaria de coelhos, para avaliar se o uso de enxertos
Osseos autdgenos ou de osso bovino mineral (Bio-Oss) combinados com uma
barreira mantenedora de espacgo, aumenta o ganho 6sseo, comparados a barreira
sozinha. Os autores utilizaram 16 coelhos, em cujas calvarias foram fixados dois

cilindros de titanio com tampas rosqueaveis.

Aplicou-se em um dos cilindros enxerto autégeno ou 0sso bovino mineral; e
no outro somente coagulo sanglineo. Apds 12 semanas, os coelhos foram
sacrificados para realizacdo de analise histologica e histomorfométrica. Ocorreu
maior formag&o 6ssea nos dois grupos com enxerto quando comparado ao grupo
com codagulo. Segundo os autores, quantidades semelhantes de tecido dsseo
mineralizado foram encontrados nos dois grupos teste, e entdo concluiram que a
utilizacdo de enxerto bovino mineral e de enxerto 6sseo gerou mais tecido do que o
cilindro somente com coagulo, e que o0s enxertos resultaram em quantidades

semelhantes de osso mineralizado.

Busenlechner et al. (2005) realizaram um estudo em seis macacos adultos,
com o objetivo de avaliar a neoformagdo Gssea em espessura com a utilizagéo de
membranas de colageno associadas aos enxertos autdgenos em bloco, e a blocos
de osso bovino desproteinado. Os procedimentos foram comparados aos enxertos

autbgenos em bloco apenas, sem a utilizagcdo de barreira. Ap6és nove meses, 0s
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animais foram sacrificados e as amostras dos blocos submetidos & anélises
histologicas e histomorfométricas. Verificou-se entdo que ndo houve diferenca de
NOVO 0sso encontrado entre os grupos teste com membrana. Entretanto, ocorreu

uma menor formagdo 6ssea com o grupo de enxerto autbgeno em bloco sem a

utilizacdo da membrana.

Manfro (2005) realizou estudo com cilindros de titanio fixados em calvaria de
coelhos para avaliagdo dos substitutos 6sseos xenégenos inorgénicos bovinos Bio-
Oss®, Bone-Fill® e Genox®, demonstrando ser um modelo experimental que simula
técnica de regeneracdo 6ssea guiada com utilizagdo de membranas impermeaveis.
O autor constatou que, tanto macroscopicamente quanto microscopicamente, o Bio-
Oss e o Bone-Fill obtiveram resultados semelhantes: aspecto mineralizado com boa
incorporag@o de suas particulas, enquanto o Genox obteve resultados inferiores,

com pouca mineralizagdo e pouca incorporagao de suas particulas.

Pelegrine (2006) realizou um estudo clinico e histomorfométrico, comparando
a utilizacdo de osso autégeno e osso homédgeno fresco congelado associados ou
ndo a medula 6ssea autéloga com cilindros de titdnio em calvaria de coelhos, no
periodo de 2 e 3 meses. O autor concluiu que ndo existe diferenca significativa nos
grupos de sua pesquisa em relagdo a quantidade de osso neoformado, tanto
clinicamente quanto histomorfometricamente. Entretanto, histologicamente, verificou
uma quantidade maior de particulas ésseas residuais no grupo com 0sso homégeno

fresco congelado.

Fonseca (20086) realizou um trabalho para avaliar potencial de formag&o
dssea com cilindros de titdnio em calvaria de coelhos, utilizando materiais
xendgenos inorganicos nacionais (Gen-ox-inorg e Bone-Fill) com Bio-Oss em

proporcdo de mistura de 1/1 de cada biomaterial com osso autdgeno. O autor
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concluiu que o Bone-Fill e o Bio-Oss apresentaram resultados muito semelhantes,
proximos aos obtidos pelo osso autégeno puro, enquanto o Gen-ox-inorg apresentou

resultados inferiores aos demais.

Furtado (2007) realizou um estudo para avaliar a ROG com cilindros de titanio
em calvaria de coelhos, utilizou osso desmineralizado seco congelado (DFDBA), Bio-
oss, associados ao osso autégeno e DFDBA sem associacdo. Verificou
macroscopicamente maior volume com o DFDBA sem associacdo, € o melhor

resultado histoldgico foi obtido com a associagéo do osso autégeno com o DFDBA.

2.4 Hormdnio do crescimento humano (hGH)

O horménio do crescimento humano (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. Promove o
aumento do tamanho das células e do numero de mitoses, com o desenvolvimento
de numero aumentado de células e diferenciagdo especifica de certos tipos
celulares, como as células do crescimento dsseo e as células musculares, assim
realmente, o hGH acentua a proteina corporal e utiliza as reservas de gordura e

conserva carboidratos (GUYTON; HALL, 2002).

Aspenberg et al. (1994) estudaram incorporacdo de enxerto 6sseo alégeno
durante tratamento com rhGH em ratos fémeas. Foram removidos blocos de 10 ratos
fémeas, passaram por processo de congelamento e foram enxertados em

compartimentos implantados na tibia de 20 ratos fémeas divididos em dois grupos.
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Um grupo recebeu injecdes intraperitoneal de 1.5 Ul de rhGH duas vezes ao dia e o
outro grupo recebeu soro fisiolégico. Amostras de sangue foram colhidas com 3 e 6
semanas para analise, apds 6 semanas os ratos foram sacrificados e as amostras
colhidas para analise. O grupo que recebeu injegcdes de rhGH teve a concentragéo
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 nao teve diferenga significativa em relagéo ao grupo controle. Os
resultados mostraram pequeno efeito do rhGH sistémico na incorporacéo de enxerto

Osseo aldégeno.

Lo et al. (1995) avaliaram através de um estudo o efeito do rhGH, em
reparacgao de fraturas desfavoraveis em coelhos, com enxerto percutaneo de células
osseas medulares autdgenas. Fizeram a pesquisa com 32 coelhos adultos New
Zealand, sendo 16 em cada grupo. Um grupo foi aplicado inje¢des subcuténeas de
rhGH (Norditropin) na dose de 0,3 Ul/kg/dia em duas aplica¢des diarias, enquanto o
outro grupo recebeu 2 injegdes diarias de soro fisiolégico. O tempo total das injegbes
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 apos 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 a melhora da osteogénese.

O hGH é secretado mais intensamente nas primeiras 2 horas de sono
profundo. Sendo que a concentrag&o normal de hGH no plasma do adulto esta entre
1,6 e 3 ng/ml e na crianga ou adolescente € cerca de 6 ng/ml. Com freqiéncia,

esses valores podem ser aumentados até 50 ng/ml apés deplecéo das reservas
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corporais de proteinas ou carboidratos durante a auséncia prolongada de alimentos

(PIRINEN, 1995).

2.4.1 Fisiologia do horménio do crescimento humano (hGH)

O hGH também promove o aumento simétrico de partes moles
acompanhando o crescimento do esqueleto. Os rins parecem sensiveis, embora n&o
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 formacéo de colageno. Os efeitos do hGH no crescimento ésseo sdo
nitidos, principaimente no que se refere & condrogénese e & calcificacdo

(GOODMAN, 1974).

Individuos que n&o tém a capacidade de secretar horménio 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 deposi¢&o de gordura em seu lugar. Os efeitos fisicos e fisiologicos
consistem em um maior enrugamento da pele, intensidade diminuida do
funcionamento de alguns érg&os e redugéo da massa e da forca muscular. A medida
que ocorre o envelhecimento ocorre tambem uma diminuigdo fisioldégica da
concentragéo plasmatica do horménio de crescimento humano (hGH). Muitos testes
de terapia com rhGH em individuos idosos demonstram importantes efeitos que
sugerem acdes antienvelhecimento como o aumento da deposi¢do de proteinas no
corpo, particularmente nos musculos, diminuigdo dos depdsitos de gordura e a

sensacao de aumento de energia (RUDMAN et al., 1990).
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Nos dias atuais o horménio de rhGH é obtido da bactéria Escherichia coli, em
decorréncia da aplicagdo bem sucedida da tecnologia do DNA recombinante,
tornando-se disponivel em quantidades suficientes para fins terapéuticos. Os
individuos que apresentam deficiéncia 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 metabdlicos, em

virtude de suas varias fungdes metabdlicas no organismo (PIRINEN, 1995).

ApGs o tratamento prolongado com hGH, ocorre uma modificacdo na
composicao do corpo, onde as proporgdes de proteinas e agua sdo altas, enquanto
a de gordura é baixa, portanto o hGH aumenta a composigéo 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 anabodlico sobre as
proteinas, produz aumento da massa corporal magra. O hGH potencializa quase
todos os aspectos da captagcao de aminoacidos e da sintese de proteinas pelas
células, reduzindo, ao mesmo tempo, a degradagéo das proteinas. Ha uma inter-
relagéo entre a agdo do hGH e a presencga de carboidratos na dieta, assim como a
presenga de insulina. Tanto os carboidratos quanto a insulina s&o importantes por
fornecer a energia necessaria para 0 desenvolvimento musculo-esquelético

(GOODMAN, 1974; MACEY, 1974, GUYTON; HALL, 2002).

Guyton e Hall (2002) constataram 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 6sseo. Muitos dos efeitos das somatomedinas sobre o
crescimento assemelham-se aos efeitos da insulina sobre o crescimento. Sendo

assim, as somatomedinas IGF foram denominadas fatores de crescimento
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semelhantes a insulina. O horménio hGH é secretado pela hipdfise anterior de modo
pulsatil com aumento e diminuig&o da sua secrecdo. Vérios fatores relacionados com

0 estado de nutrigdo do individuo, ou ao estresse, estimulam sua secrecao:
1. Inani¢do, particularmente com grave deficiéncia de proteinas;
2. Hipoglicemia, ou baixa concentragdo de &cidos graxos no sangue;,
3. Exercicio;
4. Excitagao;

5.  Traumatismo.

Sabe-se ainda, por dados provenientes de Guyton e Hall (2002) que a
secrecéo do hGH é controlada por dois fatores secretados pelo hipotalamo e
transportados até a hipdfise anterior, através dos vasos porta hipotalamico-
hipofisarios. Esses dois fatores sdo: o horménio de liberagdo do horménio de
crescimento e o horménio de inibigdo do horménio de crescimento (somatostatina).
O ndcleo hipotalédmico, que induz a secregdo do horménio de liberacdo do hGH, é o
nucleo ventromedial, ou seja, a mesma area do hipotdlamo que se mostra sensivel
ao nivel de glicemia para produzir saciedade nos estados hiperglicémicos e a fome
nos estados hipoglicémicos. A secregcdo da somatostatina & controlada por outras
areas préximas do hipotalamo. Ou seja, € possivel que alguns dos mesmos sinais
gue modificam os instintos comportamentais de alimentagdo do individuo também
possam alterar a secre¢do do hGH, assim como o0s sinais hipotalamicos
relacionados as emogdes, ao estresse e ao traumatismo podem afetar o controle

hipotalamico da secre¢éo do hGH.
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A alta quantidade do hGH influencia na mobilizagdo de gordura do tecido
adiposo, resultando em formagéo de uma grande quantidade de 4cido acetoacético
pelo figado, que ¢ liberada nos liquidos corporais, com o conseqlente
desenvolvimento de cetose. Essa mobilizacdo excessiva da gordura do tecido
adiposo também provoca, frequentemente, esteatose hepatica. Os efeitos do hGH
s@o denominados diabetogénicos, e a secrecdo excessiva do hGH pode provocar
disturbios metabdlicos muito semelhantes aos observados em pacientes com
diabete tipo ll, que também s&o muito resistentes aos efeitos metabdlicos da
insulina. O aumento induzido pelo horménio do crescimento da concentracao
sanglinea de &cidos graxos pode comprometer as acbes da insulina sobre a

utilizagao da glicose nos tecidos (RUDMAN et al., 1990; GUYTON; HALL, 2002).

Os efeitos colaterais devido ao uso de hGH estdo diretamente relacionados a
quantidade excessiva e ao uso prolongado (GOODMAN, 1974; MACEY, 1974;

GUYTON; HALL, 2002).

2.4.2 Efeitos no tecido 6sseo

Os efeitos do horménio de crescimento humano (hGH) no crescimento dsseo
sdo nitidos, principalmente no que se refere a condrogénese e a calcificagdo. Apds a
hipofisectomia cessa a formacéo de cartilagem e as placas epifisiarias dos ossos
longos se atrofiam. A administragédo de GH restabelece a formagéo de cartilagem e

ocasiona o alargamento das placas epifisarias (GOODMAN, 1974).

Isaksson; Jansson e Gause (1982) realizaram um experimento com uso local

de hormoénio do crescimento humano biossintetizado (rhGH) em tibias de ratos
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hipofisectomizados e obtiveram resultados com efeitos estimulatérios muito
significantes no crescimento 6sseo acumulado longitudinal. Também relatam que a

producdo de somatomedinas é consequéncia da agdo do horménio de crescimento

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
precondrécitos ou células diferenciadas jovens. Durante o processo de diferenciacao
celular, as células estimuladas pelo rhGH se tornam responsaveis pelo fator de

crescimento insulinico (IGF-I).

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

no crescimento dsseo longitudinal pés-natal.

Pirinen (1995) relatou que o rhGH é um horménio anabdlico que exerce
funcbes em varios orgéos, principalmente no crescimento de cartilagem. O autor
acredita que muitos dos efeitos no 0sso e no crescimento linear sdo mediados pelo

IGF-I.

O rhGH age diretamente nos osteoblastos, estimulando a proliferagdo de
osteoblastos, atividade alcalina fosfatase e sintese de colageno tipo |, seguidos da
estimulacéo da formagéo Gssea. Sendo que esses efeitos estimulatérios sdo pelo
menos em parte, via de aumento da producdo de IGF-I e IGFBP-5 (fator de
crescimento insulinico transformador de proteinas). O rhGH estimula a reabsorgéo
ossea osteoclastica através da acdo direta e indireta na diferenciacdo dos
osteoclastos e por meio da ativagdo indireta de osteoclastos maduros,

possivelmente via estroma celular, incluindo osteoblastos, IGF-l e/ou IGFBP-5 que
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estdo envolvidos na estimulagdo do rhGH na reabsorcéo Ossea (CHIHARA;

SUGIMOTO, 1997).

Ohlsson (1998) fez uma revisdo da literatura para verificar e coletar dados
recentes que indiqguem a importancia do rhGH na regulagéo da remodelagem éssea.
O autor relatou que o rhGH é o horménio mais importante no crescimento ésseo
longitudinal, estimula o crescimento de cartilagem e outros tecidos pelo aumento
tanto do numero quanto do tamanho das células e exerce acao direta nos
osteoblastos e osteoclastos sendo capaz de estimular a formacao 6ssea devido a
interac&o direta com o tecido dsseo. O autor concluiu que o tratamento com rhGH

aumenta a massa 6ssea em adultos.

2.4.3 Estudos pré-clinicos

Back; Jorgensen e Andreassen (1990) fizeram um estudo em ratos com
fémeas, com 3 meses de idade, foram realizadas inje¢des subcutaneas na parte
posterior do pescogo, iniciadas uma semana antes da fratura do osso da tibia. Os
autores concluiram que o horménio de crescimento humano recombinante (rhGH)
exerceu fungdo importante na reparacao das fraturas em doses elevadas e que a
administracdo em duas aplicagbes diarias € importante para o aumento percentual

da reparacao das fraturas assim como pelo aumento da massa corporea.

Nielsen et al. (1991) avaliaram a influéncia da administracdo do rhGH em 65
ratos fémeas nas 3 primeiras semanas de reparagdo de fraturas na tibia. Foram
administradas doses de horménio do crescimento humano numa concentragéo de

2.7 mglkg divididas em duas aplicacGes diarias por periodos de 1, 2 e 3 semanas
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apos as fraturas. O estudo mostrou que existem diferengas significativas na
resisténcia das fraturas no periodo de administragao de rhGH por 2 ou 3 semanas e

que a administracéo de rhGH nao pode ser menor que esse periodo com a dose e a

freqUéncia administradas neste estudo.

Back; Jorgensen e Andreassen (1991) estudaram em ratos fémeas a
influéncia do rhGH administrados durante todo o periodo da reparacgédo das fraturas
em tibias, durante os primeiros 20 dias e durante os Ultimos 20 dias. Foram
administradas doses de 2,7 mg/kg em duas aplicacbes didrias. Os resultados
mostraram que rhGH estimula reparagéo de fraturas quando administrados na

primeira parte do periodo de reparagdo ou durante todo o periodo.

Andreassen et al. (1995) investigaram a influéncia de horménio rhGH
administrado por 80 dias na formagdo dssea, forca mecéanica e a composicdo do
osso cortical em ratos com 2 anos de idade. Fizeram um estudo com 51 ratos
machos que foram divididos em 4 grupos, sendo que 3 grupos receberam 2.7 mg/kg
em duas inje¢des diarias por 20, 40 e 80 dias e o quarto grupo foi o controle que
recebeu soro fisiolégico. Os animais foram sacrificados 80 dias apds o inicio da
administracdo de rhGH. Foram feitos testes mecéanicos, avaliaram a aparéncia
histoloégica da formagédo 6ssea, a densidade e concentragdo da diafese femoral
6ssea, peso dos musculos, IGF-I, horménio do crescimento do rato e tiroxina. Foi
concluido entdo que existe a possibilidade de induzir formagdo de novo o0sso
subperiosteal em ratos de idade avangada através da administragédo de rhGH, onde
normalmente ocorreria uma pequena formacédo 6ssea. O enddsteo e as trabéculas
do osso cortical ndo foram afetados pelo rhGH. Os niveis de Tiroxina e IGF-I|
encontrados foram correspondentes aos normalmente encontrados em ratos adultos

jovens. A microscopia de luz polarizada mostrou que esse novo osso depositado é
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organizado da mesma forma que as lamelas concéntricas do 0sso remanescente e

com a mesma forca mecanica.

Hedner; Linde e Nilsson (1996) realizaram um estudo em 93 ratos machos, a
administracéo local e sistémica, dentre outras substancias, do rhGH; Genotropin, Lot
66138 A5, 2.0 Ul/mg) combinado com membranas e-PTFE (GORE-TEX),
produziram defeitos transdsseos de 5 mm na regifdo do angulo da mandibula.
Instalaram membranas tanto por vestibular quanto por lingual. Nos experimentos
com administrag&o 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 através de um dispositivo, que forga para dentro os fluidos numa direcdo
unica, colocado na regido do defeito 6sseo, somente pelo lado vestibular. No defeito
do lado direito da mandibula foi injetado o rhGH (0.2, 2 ou 20 ug/dia), e no defeito do
lado esquerdo da mandibula foi injetado apenas solucdo salina. Os resultados foram
avaliados apds 4 semanas de cicatrizagdo. Quando o rhGH foi administrado
localmente, observaram uma clara atividade estimulatéria de regeneragao éssea,
com resultados estatisticamente significantes para as de 2 e 20 ug/dia. Esse estudo

enfatizou que o rhGH exerce efeito especifico e direto no tecido 6sseo.

Cacciafesta et al. (2001) efetuaram uma pesquisa, com o objetivo de avaliar a
forca biomecanica e a formag&o 0ssea em defeitos na calvaria de ratos utilizando
membranas de politetrafluoroetileno (e-PTFE) e tratados sistematicamente com o
rhGH. Quarenta ratos fémeas foram divididas em dois grupos aleatoriamente de 20
animais cada um. Os defeitos do osso foram cobertos com uma membrana de e-
PTFE extra e endocraniaimente. No dia da operagao, o grupo rhGH recebeu 2.7 mg
rhGH/Kg/dia e o grupo placebo recebeu solugéo de cloreto de sédio. Os animais

foram sacrificados 28 dias apds a operacdo. A carga final, a rigidez final, e a
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absor¢ao de energia na carga final foram significativamente aumentados no grupo
rhGH (P>0.003). Também, o tecido seco e os pesos da cinza foram aumentados
significativamente no grupo rhGH (P<0.001). A reconstrugdo 3D do osso mostrou
que havia quase duas vezes mais volume do osso atual nos defeitos do grupo rhGH
comparados com o grupo do placebo. O estudo concluiu que a administragio
sistémica de rhGH é capaz de aumentar a regeneracéo 6ssea e a forga mecénica na

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

PTFE.

Tresguerres et al. (2002) estudaram o efeito de uma dose Unica de 4 Ul de
rhGH (Saizen® Serono, Madrid, Spain) no osso periimplantar colocada durante o
procedimento cirdrgico para instalagdo de um implante, fizeram uma pesquisa com 8
coelhos osteopordticos. Os coelhos foram submetidos a cirurgia para instalacéo de 1
implante em cada tibia. Foram separados em grupo teste, que receberam tratamento
com rhGH em po liofilizado no local da insergdo do implante e grupo controle, onde
nenhum tratamento foi feito. Os animais foram sacrificados apés 14 dias. Os autores
concluiram que a administragéo local unica de rhGH pode aumentar a sintese
ostedide e a mineralizagdo ao redor da camada de titdnio em animal osteoporoético

do experimento.

Tresguerres et al. (2003) avaliaram o efeito do 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), apés a osteotomia do 0sso da tibia para receber o implante, foi colocado 4
Ul de rhGH em po liofilizado (Saizen, Serono Laboratories, Madrid, Spain) antes da
instalacdo do implante e no outro grupo (controle), os implantes foram instalados

sem a presenca de qualquer substancia. Apos 2 meses, os animais foram
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sacrificados e foram realizadas as andlises microscopicas e histomorfométricas. Os
resultados mostraram que o grupo que recebeu rhGH apresentou crescimento dsseo
aumentado de 0sso no tecido periosteal e maior contato entre 0sso e implante do
que no grupo controle. Os autores concluiram que a administragdo local de uma
dose unica de rhGH estimulou maior efeito do que os relatos na literatura com uso

de administragdo sistémica e o crescimento dsseo observado.

Tresguerres et al. (2005) estudaram a influéncia da administrag&o local do
rhGH na formagao 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 p6 liofilizado (Saizen,
Serono Laboratories, Madrid, Spain) e no grupo controle, nada foi aplicado. Foram
sacrificados 4 animais de cada grupo, para avaliagdo com 1, 2, 3 e 6 semanas apos
as cirurgias. Os resultados sugeriram que a administragdo local do rhGH pode

estimular a fase inicial do processo de remodelagdo no grupo teste.

Mibsan (2006) avaliou os efeitos do uso local do horménio do crescimento
humano biossointetizado (rhGH), associado ao enxerto dsseo autégeno em
mandibula de coelhos, mediante analises microscdpica e estatistica da
histomorfometria, comparando dois grupos um com rhGH e outro sem horménio de
crescimento, e concluiu que o enxerto ¢sseo tratado com horménio de crescimento

humano biossintetizado (rhGH), incorporou mais rapido no leito receptor do que o

enxerto do grupo controle.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar, mediante analise macroscépica e
histolégica os efeitos do uso local do horménio do crescimento humano
recombinante (rhGH) na incorporacdo dos enxertos 6sseos autégeno, homadgeno
fresco congelado, xenégeno seco desmineralizado congelado (DFDBA), xendgeno

inorganico bovino particulados em calota craniana de coelhos.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

4.1.1 Material permanente

a) 01 motor elétrico'

b) 01 pega reta cirdrgica 1:12

c) Instrumental cirdrgico:

d) 1 Kit cirdrgico para instalagao de parafusos de fixagé&o

Afastador Minessota®

Seringa Carpule®

Cubas metalicas para soro®
Cabo de bisturi nimero 3°

Pinga dente de rato®

Pinca hemostatica tipo mosquito®
Descolador de Molt 2/4°

Porta agulha®

Tesoura Goldman-Fox®

Sonda Peridontal®

Broca trefina com 6mm de diametro*

4

' Driller, S&o Paulo, Brasil.
2 Kavo, Joinville, Brasil

3puflex, Sao Paulo, Brasil. ) |
4 conexao—Sistema de Implantes, Sao Paulo, Brasil.

40
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4.1.2 Material de consumo

a) 80 parafusos de 1,5mm de diametro por 4mm de comprimento®
b) 10 raspadores 6sseos descartaveis®

c) 40 cilindros de titanio’

d) 20 fios de sutura mononylon 3-0 com agulha de 1,7 cm®

e) 10 frascos de soro fisiolégico de 250 mI®

f) 10 jogos de campo estéril descartaveis®

g) 10 laminas de bisturi nimero 15"

h) 10 sugadores cirlrgicos estéreis descartaveis'?

i) 01 frasco de solucéo de iodo-povidine 1%

j) 20 pares de luvas cirdrgicas estéreis'*

5 Conexdo—Sistema de implantes, Sao Paulo, Brasil.

6 5|N-Sistema de Implantes Nacionais, S&o Paulo, Brasil.
7 Mastertech, Barueri, SP, Brasil. .

8 Ethicon, Johnson & Johnson, S&o Paulo, Brasil.

° Aster, Sao Paulo, Brasil.

0 Alva Doctor, Séo Paulo, Brasil. .

11 Feather, Si0 Paulo, Brasil Indusbello, Paran4, Brasil.
12 |ndusbello, Parana, Brasil.

3 pGL, Séo Paulo, Brasil.

14 Madeitex, Sdo Paulo, Brasil.
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4.1.3 Drogas utilizadas

a) Acepran 1% (10mg/ml)'S

b) Cloridrato de Ketamina (Vetanorcol® — 50mg/mi)'®
c) Cloridrato de Xilazina (Calmiun®- 20mg/ml)'”

d) Cloridrato de Peptidina (Dornot® — 50mg/ml)"”

e) Enrofloxacino (Flotril® 2,5% — 25mg/ml)'®

f) Flunixina Meglumina (Banamine® — 50mg/ml)'®

g) Lidocaina HCI 2% com epinefrina 1:100.000 (1,8ml)"®

h) Midazolan®
i) Cloreto de potassio 19,1%*'

j) Tiopental sodico (Thiopentax®)??

'S Univet, Sdo Paulo, Brasil.

'® Kénig, Avellaneda, Argentina.

7 Unido Quimica Farmacéutica, Embu-Guacu, SP, Brasil.
18 Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil.

¥ DFL, Rio de Janeiro, Brasil

20 Eenelon, S30 Paulo, Brasil.

2! aster, S&o Paulo, Brasil.

22 Cristalia, Sdo Paulo, Brasil.
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4.1.4 Material biolégico

(a) Osso autdégeno removido com raspadores®

(b) 2,0 mg de osso homédgeno triturado fresco e congelado?®

(c) 03 frascos de 0,5 cc cada de enxerto ésseo xendgeno seco desmineralizado
congelado (DFDBA)®®

(d) 03 frascos de 0,5 cc cada de osso xendgeno inorganico bovino (Bone-Fill). 2

4.2 Método

A pesquisa foi registrada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNISA de acordo com o parecer nimero 026/2007 em 21 de margo de 2007 (em
anexo). Este trabalho foi realizado de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal elaborado pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal), entidade filiada ao International Council of Laboratory
Animal Science (ICLAS), com base em normas internacionais em pesquisa que

apresentam-se com base na triade: “Sensibilidade, bom senso e boa ciéncia”.

Para os procedimentos cirdrgicos experimentais foram selecionados 11
coelhos da raga New Zealand, fémeas, com idade entre 6 a 8 meses e peso
variando entre 3,2 a 3,6kg, sendo separados aleatoriamente em dois grupos, de 5
coelhos cada, Grupo 1 e 2, a serem estudados apds 8 e 12 semanas

respectivamente. Cerca de 15 dias antes do procedimento cirdrgico o coelho

2 SIN - Sistema de Implantes Nacionais, S0 Paulo, Brasil.
24 Uni Oss, Marilia, Brasil.

% pembone, Pacific Coast, Califérnia, USA.

% Bone-Fill Bionnovations S&o Paulo, Brasil
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restante foi sacrificado e suas tibias foram removidas, para processar o 0sso
homogeno fresco congelado no banco de tecidos musculo-esquelético do Hospital
da Universidade de Marilia. Todos os coelhos utilizados nessa pesquisa foram
provenientes do laboratério de pesquisa do biotério da Universidade de Santo Amaro
— UNISA, sendo assistidos e medicados pela equipe da Medicina Veterinaria do
biotério. Os animais foram acondicionados em gaiolas com ventilacdo e
temperaturas controladas (22 + 2° C) e foram alimentados com racdo Nutriara e
agua administrada ad libtum. A higieniza¢ao das gaiolas foi realizada de acordo com
as normas do biotério do Unitox sendo realizada a troca da maravalha estéril

diariamente.

4.2.1 Procedimentos cirurgicos

As cirurgias foram realizadas no Laboratério de Técnicas Cirdrgicas da
Universidade de Santo Amaro em local e condi¢gdes apropriadas, visando a

manutenc¢&o da cadeia asseptica.

Apds a pesagem do animal procedeu-se a medicagdo pré-anestésica com 0,2
ml de acepran a 1% por via intramuscular. Apdés 10 minutos foi feita a indugéo
anestésica utilizando-se: 1,8 ml do cloridrato de ketamina associado a 0,9 ml do
cloridrato de xilazina e a 0,4 ml do cloridrato de peptidina por via intramuscular. As
frequéncias cardiaca e respiratéria e os reflexos palpebrais foram monitorados,

durante todo o procedimento, por um médico veterinario responsavel.

Inicialmente foi feita a tricotomia e a antissepsia do campo cirurgico com iodo-

povidine a 1%.
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Apds a infiltragdo local de lidocaina a 2% com epinefrina 1:100.000, foi feita
uma incis&o retilinea, frontonasal sagital, na calvaria do coelho. Na sequéncia, foi
feito um retalho de espessura total para exposicdo do tecido ésseo da calota
craniana do animal, com o auxilio de descoladores de periosteo. Posteriormente, um
raspador 6sseo foi utilizado para a obtengdo do osso autdégeno, o que contribuiu

para o aplainamento da calota craniana, que normalmente apresenta uma

caracteristica levemente convexa.

Cada animal recebeu quatro cilindros ocos de titanio de 5 mm de altura por 6
mm de didmetro, contendo uma aleta lateral de 2 mm com duas aberturas para
insercdo dos parafusos de estabilizagdo. Esses cilindros apresentam uma tampa
cilindrica rosqueavel e foram adaptados a calota craniana dos coelhos e
estabilizados com dois parafusos de 1,5 mm de didmetro por 4 mm de comprimento,
inseridos nos orificios das aletas laterais. Com uma fresa de 1,1 mm, foram
realizadas cinco perfuracdes no osso em area delimitada pelo interior do cilindro,
para expor 0 0SSO esponjoso e viabilizar a vascularizagdo do material de enxertia.
Esse modelo experimental foi originalmente preconizado por Slotte, Lundgren e

Burgos (2003).

Foram constituidos quatro grupos de enxerto, e cada cilindro foi preenchido

com um dos seguintes grupos:
AH: Osso autégeno associado com rhGH
HH: Osso homodgeno fresco congelado associado com rhGH

XH: Osso xendgeno bovino inorganico (Bone-Fill) associado com rhGH
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PH: Osso xenbégeno seco desmineralizado congelado (DFDBA) associado

com rhGH

Portanto, os coelhos foram divididos em grupo 1 e grupo 2, e foram sacrificados
com 8 e 12 semanas respectivamente. Os cilindros foram preenchidos de forma
ordenada, adotando um sistema de rodizio (horério) para que cada grupo
experimental ndo ficasse localizado sempre na mesma posi¢cdo. Apds embeber os
enxertos com rhGH (Norditropin SimpleXx 5mg/1,5ml) com 8 gotas, que é
equivalente a 0,4 mg ou 1,2 U/l, proporcionando assim o preenchimento total de
cada cilindro, uma tampa oclusiva foi rosqueada em posigc&o para que ndo existisse
a possibilidade de contato do enxerto com o tecido mole sobreposto. Essa tampa
promoveu um rosqueamento de 1 mm internamente ao cilindro. A sutura foi

realizada utilizando-se fio de mononylon 4.0.

Posteriormente, foi confeccionado um curativo composto de gaze estéril
embebida em iodo-povidine e recoberta com atadura de crepe para protegdo da area

operada, e tanto a sutura como a atadura foram removidas depois de sete dias.

Os coelhos receberam como medicagéo pds-operatéria, 1ml de enrofloxacino;
aplicada uma vez ao dia por via intramuscular durante 7 dias e 0,3 ml de flunixicina

meglumina aplicada uma vez ao dia durante 3 dias por via intramuscular.

Decorridas 8 e 12 semanas, todos os coelhos de cada grupo foram sacrificados
em cada um dos periodos, utilizando-se a técnica preconizada pelo COBEA, por meio
de superdose de anestésico geral (Thiopentax®). Os tempos de avaliagio do presente
estudo animal foram padronizados em 8 e 12 semanas devido ao fato desses

periodos corresponderem, em humanos a periodos de seis e nove meses,
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respectivamente. Esses periodos representam o intervalo de tempo indicado para
instalagéo de implantes em humanos, apds reconstrucdo éssea, ja que permitem o
estabelecimento de neoformacgio dssea e maturagdo do 0sso na area enxertada.
Esses intervalos de tempo de avaliagéo s&o justificados pelo conhecimento prévio de
que o metabolismo &sseo dos coelhos é cerca de trés vezes mais rapido que o de

seres humanos (ROBERTS et al., 1987).

Nos dois tempos de avaliagéo os cilindros foram reabertos e, com o auxilio de
uma sonda periodontal calibrada, foram tomadas medidas da quantidade de ganho
em altura. As medidas foram realizadas em cinco pontos, e a média desses pontos
foi considerada o nivel de ganho em altura. Para esse calculo, foi levada em
consideracao a caracteristica da tampa rosqueavel que, conforme ja citado, penetrou
1 mm no cilindro de 5 mm. Portanto, a altura maxima de ganho seria de 4 mm.
Mediante a determinacgdo da altura éssea conquistada, foi obtido o volume de ganho
o6sseo, com a aplicagédo da formula para célculo do volume de cilindros, em que o

volume é igual a pi vezes o raio ao quadrado, vezes a altura (V = nr? . h).

4.2.2 Analise histologica

Apos a remogdo dos cilindros de titanio, a amostra e o osso da calota
craniana foram coletados juntos, com o auxilio de uma fresa trefina de 6 mm de
diametro. Esses fragmentos ésseos foram colocados em frascos contendo formol a
10%, para manutengéo da viabilidade histolégica por 72 horas. Em seguida, as
amostras foram descalcificadas com &cido félico a 5% por 21 dias, processadas e

incluidas em parafina. Imediatamente apos, foram realizados cortes com Sum de
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espessura utilizando micrétomo. As |aminas foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) e tricrémico de Mallory e os cortes histolégicos foram analisados por meio de

microscopia de luz por técnicos em Histologia da UNISA. Os seguintes fatores foram

considerados:
a) Neoformagéo dssea
b) Presenga de particulas do material do tecido enxertado
c) Presenca de tecido ndo-mineralizado

d) Altura do tecido ésseo neoformado medida a partir da superficie externa

da cortical da calvaria do coelho.

4.2.3 Analise estatistica

Para este trabalho foi avaliado o volume macroscépico e utilizados os testes
nao-paramétricos de Friedman e Mann-Whitney. Na complementacdo da analise

descritiva, foi usada a técnica de Intervalo de Confianga para média.

Antes de iniciar com os resultados, atribui-se para este trabalho um nivel de
significancia de 0,05 (5%). Lembra-se também que todos os intervalos de confianga
construidos ao longo do trabalho, foram construidos com 95% de confianca

estatistica.

Ressalta-se que foram utilizados testes e técnicas estatisticas nao
parametricas, porque as condigbes (suposi¢des) para a utilizacdo de técnicas e
testes paramétricos, como a normalidade e homogeneidade das variancias, nao

foram encontradas (principalmente a normalidade) neste conjunto de dados.



Seqiiéncia do procedimento

Figura 1. Tricotomia e antissepsia

Figura 2
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Figura 3. Cilindros de titanio

Figura 4. Fixa¢4o dos cilindros
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Figura 7. Osso au;tégehd
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Figura 8. Osso homégeno congelado
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Figura 10. DFDBA
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Figura 11. Caneta para aplicacéo do rhGH
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Figura 14. Sutura
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5 RESULTADOS

Todos os animais se apresentaram com boa recuperagéo e com boa
reparacdo da pele. Na intervencao cirdrgica de reabertura e bidpsia dos espécimes,
todos os cilindros se encontravam estaveis. Apds a abertura dos cilindros foram
encontradas quantidades variaveis de tecido, que foram inspecionados, em um
primeiro momento, visualmente e por sondagem para determinag&o macroscépica
do volume do tecido aumentado. Posteriormente, com o auxilio de uma trefina de 6
mm de didmetro, foram removidos fragmentos Osseos da &rea enxertada
conjuntamente com a cortical 6ssea da calota craniana. Esses fragmentos foram

processados para analise histologica.

5.1 Macroscoépicos

Foram encontrados os seguintes resultados, apds a analise macroscépica:

Apés 8 semanas:

1) Grupo AH - Autégeno associado ao rhGH: foram detectadas
quantidades pequenas de tecido mineralizado, localizado principalmente
no tergo inferior do cilindro de titanio mais proximo ao osso da calota

craniana, sobre o qual se encontrava um tecido n&o-mineralizado.
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2) Grupo HH - Homégeno fresco congelado associado ao rhGH: foi

3)

4)

encontrado tecido mineralizado nos dois tercos inferiores do cilindro, e no
terco superior tecido nao-mineralizado, existindo uma maior quantidade

de tecido mineralizado que nos demais tipos de enxerto.

Grupo XH - Xendgeno bovino associado ao rhGH: foi encontrado
tecido mineralizado até a metade do cilindro, e tecido n&o-mineralizado
na outra por¢do com particulas remanescentes do enxerto na parte

superior.

Grupo PH - Xenégeno desmineralizado seco associado ao rhGH: foi
detectado tecido mineralizado nos dois tercos inferiores do cilindro e no
restante superior foi encontrado tecido ndo-mineralizado, com resultados

semelhantes ao enxerto homaégeno congelado.

Apés 12 semanas:

1)

2)

Grupo AH - Autégeno associado ao rhGH: foi detectado tecido
mineralizado até dois ter¢os do cilindro de titanio, encontrando no

restante superior tecido ndo-mineralizado.

Grupo HH - Homégeno fresco congelado associado ao rhGH: foi
encontrado tecido mineralizado em quase todo cilindro de titanio, ficando
apenas uma fina camada superior de tecido ngdo-mineralizado, resultando

assim uma maior quantidade de tecido mineralizado que nos demais tipos

de enxerto.
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3) Grupo XH - Xenégeno bovino associado ao rhGH: foi detectado tecido
mineralizado nos dois tercos inferiores do cilindro, ficando o restante

superior com tecido nao-mineralizado e com particulas remanescentes do

enxerto.

4) Grupo PH - Xendégeno desmineralizado seco associado ao rhGH: foi
detectada formacéo de tecido mineralizado em todo o cilindro de titanio,
ficando apenas uma fina camada superior com tecido nAo-mineralizado,

fornecendo resultados semelhantes ao enxerto homogeno congelado.

5.2 Estatisticos

5.2.1 Da analise macroscépica

Tabela 3. Volume ésseo em mm?® obtido pela aferig8o macroscopica,
comparacdo entre 0os grupos para cada uma das semanas.

\Folume 8 Semanas 12 Semanas
AH [ HH | PH | xH | AH [ vH | PH | xH
Média 48,60 | 54,26 | 53,13 | 52,25 | 64,43 | 76,86 | 67,69 59,91
Mediana | 50,86 | 56,52 | 56,52 | 50,86 | 62,17 | 79,12 | 67,82 | 56,52
" Desvio Padao | 857 | 310 | 506 | 506| 857 | 11,72 | 12,00| 7,58
cv 1 176% | 57% | 9.5% | 9.7% | 13,3% | 15,2% | 17.7% | 12,7%
Q1 | 3956 | 50,86 | 50,86 | 50,86 | 62,17 | 79.12 | 67,17 | 56,52
Q3 56,52 | 56,52 | 56,52 | 56,52 | 62,17 | 84,78 | 67,82 | 67.82
N 5| 5| 5 5 5| = & &
i | 751| 272 443] 444 751| 1027] 1051 665
pvalor | D615 o184
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Legenda valida para todas as tabelas e graficos:
- p<0,05

- AH - Autégeno + rhGH

— HH - Homogeno + rhGH

- XH = Xenoégeno bovino + rhGH

- PH - Xendgeno (DFDBA) + rhGH

Capacidade maxima do cilindro: 113,1mm

Tabela 4. Volume 6sseo em mm?® obtido pela afericdo macroscépica, comparagéo entre as
semanas para cada um dos grupos

Volume AH HH PH XH
8Sem. 12S5em. 88em. 12Sem. 8S8em. 12Sem. 8Sem. 12 Sem.
Media 48,60 64,43 54,26 76,86 53,13 67,69 52,25 59,91
Mediana 50,86 62,17 56,52 79,12 56,52 67,82 50,86 56,52
Desvio Padrac 8,57 8,57 3,10 11,72 5,06 12,00 5,06 7,58
CcVv 17.6% 13,3% 5,7% 15,2% 9,5% 17,7% 9,7% 12,7%
Q1 39,56 62,17 50,86 79,12 50,86 67,17 50,86 56,52
Q3 56,52 62,17 56,52 84,78 56,52 67,82 56,52 67,82
N 5 5 5 5 5 5 5 5
IC 7,51 7.51 2,72 10,27 4,43 10,51 4,44 6,65

p-valor 0.013" 0,017* 0,055# 0,163




62

Compara Grupos por Semana

100

90 A

80 1 76.86

70 4 64.43

60 A

—H

S0 A T

40 1

30 1

A4

K Semanas 12 Semunas

7 CAH COHH EPH EXH
Grafico 1. Compara ganhos e perdas de volume osseo aferidos macroscopicamente (mm?).

Os resultados estatisticos do volume formado nas combinagdes dos grupos
de enxerto 6sseo autéogeno (AH), homdgeno fresco congelado (HH), xenogeno
inorganico bovino (XH) e xenogeno desmineralizado seco congelado (DFDBA) (PH)
com horménio de crescimento humano recombinante (rhGH), mostram que nos
grupos AH e HH é que encontramos diferenga estatisticamente significante entre as
semanas. Ja no grupo PH, embora a concluséo seja de gque nao existe diferenca,
podemos dizer (se necessario) que existe uma tendéncia a diferenca, pois o p-valor

esta proximo do limite de aceitagao.

Em todos os resultados nos podemos notar que existe um aumento entre as
semanas, mas somente nos grupos AH e HH o aumento & estatisticamente
significativo, enquanto o maior ganho de volume foi no grupo (HH) do enxerto ésseo

homageno fresco congelado.
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5.3 Resultados histolégicos

Foram avaliadas em todos os espécimes, histologicamente, a presenca e a
qualidade do osso neoformado, a presenca de particulas remanescentes do material

de enxertia e a presenga de tecido ndo-mineralizado (tecido conjuntivo e vasos

sanguineos).

1) Grupo AH — Autégeno associado ao rhGH: foi observado nas amostras
uma grande quantidade de osso neoformado com a presenca de osso vital, cercado
de osteoblastos tipicos e presenga de ostedcitos em lacunas amplas, medula dssea
tipica presente com vasos sanguineos e tecido conjuntivo com poucas particulas

remanescentes do enxerto.

2) Grupo HH - Homoégeno fresco congelado associado ao rhGH:
observou-se fragmentos do enxerto envoltos por tecido désseo neoformado,
apresentando também osteoblastos e ostedcitos, padrao de formagado d6ssea um
pouco mais lenta que o enxerto autdégeno mas presente em grande quantidade,

presenga de vasos sanguineos e tecido conjuntivo disperso.

3) Grupo XH - Xendgeno bovino associado ao rhGH: foi observada
discreta atividade celular com poucos osteoblastos, particulas do enxerto ésseo
envolvidas por tecido conjuntivo organizado. Sugerindo um encapsulamento fibroso

sem centros de ossificacdo (formagcdo o6ssea menor que todos os grupos
analisados).
4) Grupo PH - Xendégeno desmineralizado seco associado ao rhGH:

observou-se na superficie dos fragmentos atividade celular discreta, maior numero

de osteoblastos que o 0sso bovino inorganico, porém menor que o autdgeno e
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homogeno. Particulas do enxerto com conjuntivo ao redor, presenca de células

Osseas porém sem evidéncias de sintese de matriz ainda neste tempo.

Todas as caracteristicas microscopicas foram equivalentes entre as amostras
de 8 e 12 semanas, e em todos os grupos analisados, os espécimes de 12 semanas
apresentavam um nivel maior de osso neoformado e de osso maduro. Com relacéo
a quantidade de particulas remanescentes do material enxertado, foi verificado que
os grupos de 12 semanas apresentavam um nivel reduzido de particulas em
comparagdo aos grupos de 8 semanas. Os resultados indicam que o enxerto 6sseo
autdgeno apresentou os melhores resultados, seguido do grupo HH (homogeno
fresco congelado), e que o grupo XH (xendgeno bovino) apresentou os piores

resultados.



Figuras histolégicas dos grupos de 8 semanas

o W o MW
Figura 19. Grupo AH osso autdgeno mais rhGH (H.E. 100x).

Particula de enxerto dsseo (1) neoformagao dssea (2) espagos
medulares neoformados(3).

Figura 20. Grupo AH osso autégeno mais rhGH (HE 400X).
Particula de enxerto 6sseo (1) osteoblastos colonizando (2)
neoformagado dssea (3).
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Figura 21. Grupo HH osso homadgeno fresco mais rhGH
(H.E. 100X). Particula 6ssea (1), neoformagio éssea (2).

Figura 22. Grupo HH osso homégeno fresco mais rhGH
(H.E. 400X). Particula dssea (1), colonizagdo de osteoblastos(2),
osteoblastos (3).
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Figura 23. Grupo XH osso bovmo inorgénico mais rhGH
(H.E.100X). Particula 6ssea do enxerto (1),tecido conjuntivo (2).

Particula 6ssea do enxerto (1), tecido conjuntivo organizado (2).

Y S Ny S -
Figura 24. Grupo XH osso bovino inorgénico mais rhGH (H.E.400X).
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Figura 25. Grupo PH osso xen6geno DFDBA mais thGH (100X).
Particula 6ssea do enxerto (1), tecido conjuntivo (2).

. ' : a
Figura 26. Grupo PH osso xenégeno DFDBA mais rhGH (H.E. 400X).
Particula 6ssea do enxerto (1), osteoblastos (2).



Figuras histolégicas dos grupos de 12 semanas

g A~ R
Figura 27. Grupo AH osso autégeno mais rhGH (H.E. 100X).
Neoformacdo dssea (1) espagos medulares neoformados(2).

Figura 28. Grupo AH osso autégeno mais rhGH (HE 400X). Osso neoformado
com ostedcitos (1) osteoblastos colonizando (2) medula éssea (3).
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Figura 29. Grupo HH osso homégeno fresco mais thGH (H.E. 100X).
Particula 6ssea (1), neoformagdo éssea (2).

Figura 30. Grupo HH osso homégeno fresco mais hGH (H.E. 400X).
Particula dssea do enxerto (1), osso neoformado (2), osteoblastos (3).
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po XH osso bovino inorganico mais rhGH (Mallory 100X).
Particula 6ssea do enxerto (1), tecido conjuntivo (2).

v

Particula 6ssea do enxerto (1) tecido conjuntivo (2) osteoblastos (3).

Figura 32. Grupo XH 0ss0 bovino inorganico mais thGH (Mallory 400X).
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Figura 33. Grupo PH osso xen6geno DFDBA mais rhGH (100X).
Particula 6ssea do enxerto (1), tecido conjuntivo (2).

igura 34. Grupo PH osso xen6geno DFDBA mais rhGH (H.E. 400X).
Particula éssea do enxerto (1), osteoblastos (2), ostedcitos (3).
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6 DISCUSSAO

Diversos tipos de enxertos 6sseos e materiais que possam ser associados a
eles tém sido desenvolvidos, na busca constante de se encontrar uma associacdo
que possa trazer beneficios tanto para os pacientes quanto para os profissionais.
Esta busca se tornou mais intensa com a evolugéo dos implantes osseointegrados e
a necessidade de se instalar implantes que possam estar bem posicionados tanto
funcionalmente quanto esteticamente e para que isso ocorra ha necessidade de

tecidos de suporte suficientes.

De acordo com a literatura consultada, varios materiais pesquisados tém sido
utilizados com sucesso como incremento da reparagdo, entre eles o horménio de
crescimento humano recombinante (rhGH) associado a enxertos Osseos
(ISAKSSON et al.,, 1982, HEDNER et al.,, 1996; TRESGUERRES et al., 2003;

TRESGUERRES et al., 2005).

Este estudo tende a ampliar e colaborar com esta linha de pesquisa utilizando
uso local do rhGH, visando melhor aceitagéo clinica por parte dos pacientes e menor
risco de efeitos colaterais, uma vez que estes estdo relacionados & quantidade
excessiva e ao uso prolongado (GOODMAN,.1974; MACEY, 1974; GUYTON; HALL,

2002).

Neste estudo foi utilizado um modelo efetivo de regeneragédo 6ssea guiada
pela utilizagdo de cilindros de titanio, onde os tecidos moles néo interferiram no
processo de reparacgao éssea. Esta bem estabelecido o conceito de que o uso de
substitutos 6sseos, associados a técnica de RGO fornece um maior ganho &sseo,

fato descrito no trabalho de Busenlecher et al. (2005).
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A metodologia usada neste estudo foi baseada no trabalho de Slotte,
Landgren e Burgos (2003) observando-se o comportamento dos enxertos na
reparacdo de defeitos 6sseos. Com os cilindros de titdnio conseguimos a
estabilizacio e adaptagédo suficientes para impedir a migracdo de tecido conjuntivo,

como sucede na técnica de barreiras ndo absorviveis (ROG).

Os enxertos 6sseos autdgenos, homoégenos e xendgenos estudados e
testados com sucesso em defeitos 6sseos tanto em humanos quanto em animais e
analisados macroscopicamente e microscopicamente, (SHANDI et al., 2007), ndo
inferiram o crédito na melhora da qualidade e na incorporagdo quando associados

ao rhGH, como foi verificado neste trabalho.

De fato, outros autores encontraram melhores resultados nos estudos do
efeito do rhGH com utilizagdo local (ISACKSON et al.,1982; MIBSAN, 2006;
TRESGUERRES et al., 2002; TRESGUERRES et al., 2003, TRESGUERRES et al.,

2005).

Os resultados obtidos por Tresguerres et al. (2003) estdo de acordo com os
de Hedner et al. (1996), comparando o efeito local e sistémico do rhGH quando foi
administrado localmente, demonstrou uma clara atividade estimulatéria de
regeneragdo 6ssea, com resultados estatisticamente significantes. Esse estudo
enfatizou que o rhGH exerce efeito especifico e direto no tecido 6sseo, fato este que

também influiu na sua escolha para este trabalho.

O incremento nos resultados pela associagdo do rhGH aos enxertos &sseos
particulados utilizados neste trabalho, n&o esta de acordo com os trabalhos de
(ISACKSON et al.,1982; HEDNER et al., 1996; MIBSAN, 2006, TRESGUERRES et
al., 2002; TRESGUERRES et al., 2003, TRESGUERRES et al., 2005), que avaliaram

neoformacéo dssea em enxertos 6sseos autégenos, e em superficie de implantes.
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Apesar de o grupo em que o enxerto homageno fresco congelado associado
ao rhGH ter resultado em maior volume 6sseo do que o grupo do enxerto autégeno
associado ao rhGH, verificou-se nesse Uultimo uma quantidade maior de
neoformagdo Ossea. Estando assim de acordo com Guyton e Hall (2002) onde

constataram que o rhGH age diretamente nas células dsseas aumentado seu

volume e o numero de mitoses.

Neste trabalho o osso fresco congelado associado ao rhGH, apresentou
melhor reparacdo 6ssea que os enxertos 0sseos desmineralizado seco e congelado
(DFDBA) e que o osso bovino inorganico. Como os materiais de enxerto liofilizados e
esterilizados perdem grande parte do potencial osteoindutor pela destruicdo das
proteinas 6sseas morfogenéticas (PERROTT,; SMITH; KABAN, 1992), o uso dos
enxertos homogenos frescos congelados, por ndo serem liofilizados e nem
esterilizados, podem representar um biomaterial com bom potencial osteindutor, o

que foi evidenciado por Shand et al. (2002).

No trabalho de Mibsan (2006) em coelhos, onde se utilizou horménio do
crescimento humano recombinante (rhGH), com melhores resultados com a
aplicacdo topica em dose Unica em enxertos autdégenos em blocos. A dose utilizada
foi de 0,85mg para embeber totalmente o enxerto, enquanto no nosso trabalho a
guantidade suficiente para embeber o enxerto foi de 0,4mg.

Os resultados deste trabalho mediante analises macroscépicas e histologicas,
demonstram que houve uma aplicabilidade clinica e viabilizou a avaliagao dos

efeitos do uso local do rhGH, associado aos enxertos dsseos autégeno, homaégeno,

e xendgeno em calota craniana de coelhos, pois em todos os enxertos houve

reparacao ossea.
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Foi realizada uma técnica cirdrgica que se mostrou eficiente para a finalidade
a qual o estudo se propds, pois 0s enxertos realizados se integraram ao leito
receptor. Os resultados laboratoriais obtidos demonstraram que as cirurgias néo
interferiram na rotina dos coelhos, que apresentaram auséncia de deiscéncias de
sutura, hemorragias tardias e infecgdes. Nenhum dos coelhos operados morreu em
decorréncia das cirurgias. Os resultados obtidos demonstram que o coelho pode ser

considerado modelo biolégico viavel para o estudo dos enxertos ésseos.

Neste trabalho foi utilizado a mesma metodologia de Manfro (2005) na qual se
constatou que o osso bovino inorgénico apresenta boa densidade e quantidade de
0osso neoformado, com resultados semelhantes aos verificados nesta pesquisa
através da avaliacdo macroscopica com a associacdo do rhGH. Quando
comparamos histologicamente o rhGH n&o demonstrou ser efetivo fornecendo assim

resultados inferiores ao do trabalho acima.

Quando comparamos esta pesquisa com a de Pelegrine (2006), que utilizou a
mesma metodologia, 0 autor encontrou resultados semelhantes entre o enxerto
autdgeno e o homdgeno fresco congelado sem associa¢do, enquanto neste estudo
em uma avaliacdo macroscopica os melhores resultados foram obtidos com o
enxerto homogeno fresco congelado, quanto a densidade e volume dsseo, obtendo
assim resultado superior ao do enxerto autogeno. Entretanto quando comparado

histologicamente os resultados foram semelhantes.

Em um estudo realizado por Furtado (2007), utilizando a mesma metodologia
com enxerto xendgeno seco desmineralizado e congelado (DFDBA) sem
associacdo, 0s resultados n&o demonstraram diferenga quanto a avaliaggdo

macroscopica e histoloégica do enxerto associado ao hormoénio de crescimento

humano recombinante (rhGH) deste trabalho.
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Tendo em vista a pequena quantidade de trabalhos existentes na literatura, o
horménio do crescimento humano recombinante (rhGH) associado aos enxertos

Osseos, demonstrou que pode ser utilizado mediante os resultados obtidos neste

trabalho.
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7 CONCLUSAO

O modelo proposto neste trabalho, pela analise macroscopica e estatistica
dos enxertos Osseos associados com horménio do crescimento  humano
recombinante (rhGH), apresenta melhores resultados na combinagao do osso
homaogeno fresco congelado mais rhGH, seguido da associacéo do osso heterdgeno

desmineralizado seco congelado (DFDBA) mais rhGH.

Na avaliagcdo histolégica os melhores resultados foram observados na
combinagdo do osso autégeno com o hormdénio do crescimento humano
recombinante (rhGH), seguido da associagdo entre o osso homdgeno fresco

congelado mais rhGH.
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