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INTRODUCAO

O osso € um tecido duro (mineralizado ou calcificado) composto por
hidroxiapatita, colageno, glicosaminoglicanos, proteinas, outros componentes
organicos e agua. Apresenta uma estrutura formada por moléculas de tropocolageno
e cristais de apatita (em nivel molecular), de trabéculas (em nivel ultraestrutural) e de
0sso0 ndo lamelar, osso cortical e 0sso esponjoso (em nivel microestrutural)
(Junqueira, 2015).

O tecido 6sseo poderia ser definido como um tipo de tecido conjuntivo
especializado cuja principal caracteristica € a mineralizacdo. Leeson e Leeson (1980)
afirmaram que este tecido é constituido por uma matriz organica que representa,
aproximadamente, 33% de seu volume total, e por ions e cristais, representando os
outros 67% de seu volume.

O osso desempenha diversas fungbes, sendo as principais a de suporte
esquelético, protecao de 6rgao vitais (como os contidos nas caixas craniana e toracica
e no canal raquidiano), locomocao, reserva de minerais, apoio aos musculos
esqueléticos, além de alojar e proteger a medula 6ssea (Junqueira, 2015).

No inicio dos anos 90, materiais biomédicos comecaram e ser produzidos e
comercializados com o intuito de restaurar partes do corpo humano, em especial o
tecido 6sseo. O uso cada vez mais frequente desses materiais artificiais tem exigido
o desenvolvimento de tecnologias diferenciadas para fabricagéo e caracterizacao de
produtos que atendam as solicitagfes para uso médico.

De maneira geral, os biomateriais tém contribuido significativamente para o
avanco das areas biomédicas. A partir da colaboracdo entre engenheiros biomédicos,
cientistas de materiais, quimicos, fisicos, biélogos, médicos e dentistas; a area de

biomateriais tem amadurecido, tornando-se uma area de pesquisa multidisciplinar,
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gue envolve a utilizacdo de conceitos fundamentais no desenvolvimento de materiais
para aplicacdo na pratica clinica. Um rapido progresso vem sendo conseguido nessa
area, resultando na sintese de novos biomateriais poliméricos e ceramicos, na
aquisicao de conhecimentos sobre interacdes entre biomateriais e tecidos biolégicos,
desenvolvimento de 6rgaos artificiais, envolvendo cultivo de células, além do avancgo
dos sistemas para liberagdo controlada de drogas, enxertos e dispositivos
cardiovasculares, miniaturizacdo de proteses, enxertos 06sseos e dispositivos

ortopédicos.

BIOMATERIAIS

Os biomateriais sdo usados em dispositivos médicos, sobretudo naqueles que
sdo temporaria ou permanentemente implantados no corpo humano. O termo
biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto Nacional de Desenvolvimento de

Consenso em Saude em 1982 como:

Qualquer substancia (outra que ndo droga) ou combina¢do de substancias,
sintética ou natural em origem, que possa ser usada por um periodo de
tempo, completa ou parcialmente como parte de um sistema que trate,
aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou fungéo do corpo. (HELMUS

e TWEDEN, 1995)

O critério de selecdo de biomateriais é baseado principalmente na aplicacdo a
gue se destinam. Os biomateriais devem ser isentos de produzir qualquer resposta
bioldgica adversa local ou sistémica, ou seja: o material deve ser ndo-téxico, ndo-
carcinogénico, ndo-antigénico e ndo-mutagénico. Em aplicagbes sanguineas, eles
devem também ser ndo-trombogénicos. As complica¢gbes oriundas dos dispositivos

implantados irdo variar de acordo com a sua aplicagdo. Por exemplo, infecgbes e
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biodegradacéo irdo afetar dispositivos que tém aplicacfes de longa duracdo como
préteses permanentes e valvulas cardiacas.

O termo biocompatibilidade foi redefinido em 1987 por Williams como sendo a
habilidade de um material desempenhar com uma resposta tecidual apropriada em

uma aplicacao especifica (Williams e Remes, 1992).

MATRIZ DE PLGA COM HORMONIO DO CRESCIMENTO

O poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), é um copolimero derivado dos
acidos lactico (PLA) e glicolico (PGA) que tem sido empregado na encapsulacdo de
peptideos e proteinas, pela sua excelente biocompatibilidade celular,
biodegradabilidade e aprovacao regulamentar (Kramer, 1980).

Sistemas poliméricos apresentam a vantagem de serem controlados
eficientemente para entregar drogas a uma area localizada (Williams e Remes, 1992).
Além disso, podem ser combinados com matrizes de engenharia tecidual implantavel.
Por isso, os polimeros derivados dos &cidos lactico e glicolico tém recebido muita
atencdo nas pesquisas de polimeros biodegradaveis alternativos, sendo que ja séo
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para serem utilizados como
sistemas de liberacéo de drogas, existindo diversos estudos demonstrando sua baixa
toxicidade (Bourne, 1972; Gerzon et al, 2017).

O “scaffold” (ou matriz) deve ser poroso com uma relagdo superficie-volume
alta, para permitir a fixagdo das células, bem como a troca de nutrientes durante as
culturas “in vitro” ou “in vivo” (Ducheyne e Kohn, 1992). Além disso, a natureza porosa
da matriz permitira angiogénese sobre a implantag&o no local do defeito (para tecidos
vascularizados). Também, porque a matriz atua como um suporte temporario para as

células aderirem e proliferarem a deve imitar a matriz extracelular nativa tanto
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arquitetonicamente, como funcionalmente (Barbanti, Zavaglia e Duek, 2005). Deve ser
biodegradavel e ndo necessitar de um segundo tempo cirdrgico para sua remocao. A
taxa de degradacao devera coincidir, ou pelo menos ser controlavel para mimetizar a
taxa da neoformacéo do tecido (Santos-Fialho, 2007).

Uma das drogas com potencial para ser usada nesse tipo de veiculo € o
hormonio do crescimento (GH — growth hormone), também chamado de horménio
somatotropico ou somatotropina (Mota, Duek 2006).

O GH é um regulador fundamental do crescimento 6sseo pds-natal, atuando
no remodelamento 0sseo. Desempenha um papel fundamental, exercendo efeito
sobre os osteoclastos e, mais acentuadamente, sobre 0s osteoblastos, criando a base
tedrica para o seu possivel efeito de anabolismo no esqueleto (Gombotz, Pettit, 1995;
Mota, Duek, 2006) .

Devido a limitacdes para obtencédo do GH até os anos 80, um limitado niumero
de estudos foram realizados até a metade daquela década. No entanto, a partir dos
anos 90, através de técnicas de biologia molecular, a sintese laboratorial do horménio
do crescimento humano recombinante (rhGH — recombinant human growth hormone)
tornou-se realidade, e houve um significativo aumento no nimero e na qualidade das

pesquisas envolvendo esse hormoénio (Soares et al., 2005).

TERAPIA COM LASER DE BAIXA POTENCIA (Low Level Laser Therapy - LLLT)

O laser de baixa poténcia & uma técnica, utilizada ha décadas por médicos,
dentistas, fisioterapeutas e veterinarios. Esta tecnologia oferece vantagens, como a
aceleracdo da cicatrizacdo e analgesia. Sabe-se que a luz laser interage com 0s

tecidos biolégicos podendo ser absorvida pelos componentes do tecido, uma



19

transferéncia de energia para o tecido o que, modificaria as reacfes bioldgicas do
mesmo e, consequentemente, a regeneracao tecidual como um todo. (Sun; Tunér,
2004).

O raio laser, de uma maneira geral, pode ser descrito como uma onda
eletromagnética e, como tal, apresenta uma caracteristica importante chamada de
comprimento de onda. E o comprimento de onda que define a cor da luz. A unidade
utilizada para a medicdo deste comprimento é uma fracdo do metro, o nanémetro
(nm). Essa caracteristica, juntamente com a freqiéncia e a amplitude, define a luz
dentro do espectro completo de ondas eletromagnéticas.

O laser de diodo que tem como meio ativo o composto de arseto de galio e
aluminio (GaAlAs) apresenta um comprimento de onda variando entre 630 - 690 nm
(laser vermelho) e 790 - 830 nm (laser infravermelho), com poténcias que variam de
20 até 100mWw.

Estudos tém demostrado que o uso topico rhGH acelera o processo de
osteointegracdo, estimulando a osteogénese e também acelera o processo de
remodelacdo éssea e maturacdo ao redor de implantes (Mufioz et al., 2009; Calvo-
Guirardo et al., 2011; Martin-Monge et al., 2017). Como no estudo de Gomez Moreno
et al. (2009), no qual os autores observaram histomorfométricas extremamente
significantes entre os implantes tratados com a aplicacdo topica do horménio e o
controle.

Para este estudo, foi proposta a avaliacdo regeneracdo o0ssea de defeitos
0sseos criticos preenchidos com matriz de PLGA/rhGH e submetido a terapia com

laser de baixa intensidade (LLLT).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa € identificar, através de um estudo in vivo, com
modelo animal — ratos da raca Wistar, variacdes no processo de reparo do tecido
0sseo quando um defeito 6sseo critico (defeitos que néo se recuperam) é submetido

ao preenchimento com matriz de PLGA/rhGH e a aplicacdo de LLLT.

Objetivos Especificos

1) Realizar uma reviséo da literatura sobre o uso do hormonio do crescimento na
regeneracao 6ssea.

2) Avaliar o processo de reparagdo tecidual dos defeitos 6Gsseos criticos
preenchidos com a matriz de PLGA/rhGH, submetidos ou ndo a terapia com
LLLT;

3) Quantificar o reparo 6sseo em defeitos dsseos criticos preenchidos com este

biomaterial, através de histomorfometria.
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ARTIGO 1

O USO DO HORMONIO DO CRESCIMENTO NA REGENERACAO OSSEA. Uma
revisao da literatura.
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ARTIGO 1: O USO DO HORMONIO DO CRESCIMENTO NA REGENERACAO

OSSEA: Uma revisdo da literatura.

RESUMO:

O presente estudo teve o objetivo de realizar uma revisdo da literatura sobre a
utilizacdo do Hormdnio do Crescimento na regeneracdo éssea. Foi realizada uma
busca na base de dados PubMed com os seguintes mesh terms: “Growth hormone”’,
“bone regeneration”, “Dentistry”, com o operador booleado “AND”. Também foi
consultada a base de dados Cochrane, na qual nédo foi encontrado nenhum estudo.
Foram encontrados 33 artigos e apos a leitura dos titulos e resumos e aplicacdo dos
critérios de inclusdo e exclusao, foram selecionados 11 estudos. Estes artigos foram
agrupados nas seguintes categorias: uso do GH na osseointegracao e uso do GH no
reparo 6sseo. Os dados foram tabelados conforme o tipo de amostra, forma de uso
do GH e tempo de observacao. Analisando os artigos selecionados, observou-se que
a forma de utilizacdo do GH, na maioria dos estudos, é topica e as doses variam de
2Ul a 4Ul. A maior parte das pesquisas tem avaliado o efeito do GH na cicatrizacédo
Ossea periimplantar, sendo que apenas 3 destes artigos avaliaram esse efeito em
casos de distracao osteogénica e apenas um estudo foi realizado em defeitos 6sseos
criticos administrando o GH de forma sistémica. Dentro dos limites desta revisao,
observou-se que o GH tem se mostrado uma alternativa viavel para acelerar a

regeneracao éssea.

PALAVRAS-CHAVES!: Hormonio do crescimento, regeneracdo 6ssea, Odontologia.

! Bireme - Descritores em Ciéncias da Saude. Disponivel em http://decs.bvs.br
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THE USE OF GROWTH HORMONE IN BONE REGENERATION. Review of the
literature.

ABSTRACT:

The present study had the objective of reviewing the literature on the use of
Growth Hormone in bone regeneration. It was done a search in the PubMed database
with the following mesh terms: "Growth hormone”, "bone regeneration”, "Dentistry",
with the Boolean operator "AND". We also consulted the Cochrane database, in which
no study was found. We found 33 articles and after reading the titles and abstracts and
applying the inclusion and exclusion criteria, 11 studies were selected. These articles
were grouped in the following categories: use of GH in osseointegration and use of GH
in bone repair. Data were tabulated according to the type of sample, usage form of GH
and time of observation. Analyzing the selected articles, it has been observed that the
mode of GH use in most studies is topical and doses range from 2Ul to 4Ul. Most
studies have evaluated the effect of GH on Peri-implant bone healing, with only 3 of
these articles evaluating this effect in cases of osteogenic distraction, and only one
study was performed on critical bone defects by administering GH in a systemic way.
Within the limits of this review, it has been observed that GH has been shown to be a

good alternative to accelerate bone regeneration.

KEY-WORDS?: Growth hormone, bone regeneration, dentistry.

INTRODUCAO

O Hormonio do Crescimento (GH — growth hormone), também denominado de

horménio somatotropico ou somatotropina, € um horménio polipeptidico, produzido

2MeSH: Medical Subject Headings; disponivel em: www.nlm.nih.gov/mesh
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pela adenohipofise e secretado no sistema circulatorio. (Guyton, Hall, 2006; Goldman,
Ausiello, 2008). E secretado principalmente & noite, durante toda a vida, porém seu
pico de secrecdo ocorre durante a puberdade e ha um decréscimo acentuado de sua
producdo a partir da sexta década de vida (Guyton, Hall, 2006; Goldman, Ausiello,
2008).

O GH atua na maioria das células do corpo, aumentando diretamente o
metabolismo do meio intracelular e promovendo o crescimento de todo o corpo ao
afetar a sintese proteica, a multiplicacao celular e diferenciacéo especifica de certos
tipos celulares, como as células do crescimento 6sseo e as células musculares
imaturas (Guyton, Hall, 2006; Goldman, Ausiello, 2008). O GH é considerado um
regulador fundamental do crescimento 6sseo pds-natal e do remodelamento 0sseo,
pois sua acao no tecido 6sseo promove a deposicdo de proteinas pelos condrécitos e
osteoblastos, aumento do niumero de mitoses e a conversdo de condrocitos em
osteoblastos (Varkey et al., 2004; Guyton, Hall, 2006; Goldman, Ausiello, 2008;
Moreno et al., 2009). Este hormbnio é considerado um dos principais reguladores
sisttmicos do crescimento longitudinal do osso, sendo capaz de estimular o
crescimento 0sseo através da estimulacdo direta dos condrécitos e dos osteoblastos
tanto in vivo como in vitro (Yang et al., 2012)

O GH intensifica praticamente todos 0s aspectos da captacdo de aminoacidos
e da sintese de proteinas pelas células, reduzindo ao mesmo tempo a degradacgao
das proteinas. Esse horménio também afeta o metabolismo de gorduras e
carboidratos exercendo suas fun¢des tanto diretamente sobre os 6rgados quanto na
estimulacdo da producéo de fatores de crescimento.

No ano de 1975, foi realizado um estudo sobre o efeito da calcitonina e do GH

no metabolismo 0sseo (Klein, 1975), porém, somente na década de 90, através de
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técnicas de biologia molecular, a sintese laboratorial do horménio do crescimento
humano recombinante (rhGH) tornou-se realidade. A partir dai houve um aumento
significativo no numero e na qualidade das pesquisas envolvendo esse hormanio.

Inicialmente, o rhGH foi usado em criangcas com retardo de crescimento.
Atualmente, a reposicao hormonal com GH em adultos ja esta estabelecida e acarreta
no ganho de massa muscular e 6éssea. O rhGH também tem sido bastante utilizado
como reposicdo hormonal em pacientes idosos, cuja secrecdo do GH é
fisiologicamente reduzida, no tratamento de osteoporose e ha caquexia associada a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida. 3,18,19

Em Odontologia, tem sido investigado o efeito do GH na cicatrizacdo éssea,
principalmente ao redor de implantes. O uso sistémico do GH tem sido avaliado em
experimentos de distracao osteogénica (Bail, 2002; Cho, 2003), na osseointegracao
de implantes (Frank-Stenport, 2001) e em defeitos 6sseos criticos (Cacciafesta, 2001).
Ja a aplicacdo local do GH, tem sido usada principalmente antes da insercdo de
implantes dentarios.

Com o avanco da implantodontia e as frequentes necessidades de enxerto
0sseo, cada vez mais busca-se materiais biocompativeis que possam estimular o
tecido 6sseo ou servir de substitutos para o enxerto autégeno. Nesse contexto, o GH
parece ser um candidato pois em varios estudos tem demonstrado seus efeitos
benéficos na cicatrizagdo 0ssea. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi realizar uma

revisao da literatura sobre o uso do GH no reparo 0sseo.

METODOLOGIA

Esse estudo consistiu em uma revisdo da literatura sobre a utilizacdo do

Horménio do Crescimento no processo de regeneracdo Ossea. A pesquisa foi
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realizada na base de dados eletronica PubMed, através da consulta pelas seguintes
key-words: “bone regeneration”, “growth hormone” e “dentistry”, os termos foram
pesquisados utilizando-se o operador booleano “AND”, durante 0 més de novembro
de 2018. Também foi realizada uma busca na base de dados Cochrane, com os
mesmos termos, e nao foi encontrado nenhum estudo sobre o tema.

A busca realizada na base de dados PubMed apresentou 33 artigos cientificos.
Foi realizada a leitura dos titulos e aplicados os critérios de inclusdo e excluséao,
permanecendo 13 artigos. Destes 13, realizou-se a leitura dos resumos, sendo
excluidos mais 3 estudos. Dessa forma, restaram 10 artigos que foram incluidos nessa
revisdo. Além dos 10 artigos da busca sistematizada, ainda foi incluido 01 artigo
encontrado através da busca manual.

Apenas os estudos publicados a partir do ano 2000 foram avaliados e incluidos,
a fim de obter uma maior delimitacdo do estudo, com trabalhos publicados mais
recentemente.

Os fatores de exclusédo foram: artigos de relatos de casos ou de revisdo da
literatura e artigos anteriores ao ano 2000. Além disso, alguns estudos foram
encontrados pela estratégia de busca mesmo sem avaliarem o GH na regeneracao
Ossea, dessa forma, também foram excluidos. Os artigos excluidos estao
relacionados no Quadro 3.

Os fatores de incluséo foram: os trabalhos de pesquisa que avaliavam o uso do
horménio do crescimento na regeneracao 0ssea, usado por via sistémica ou topica na
regido do complexo cranio facial.

Restando onze artigos, os dados foram tabelados e classificados nas seguintes
categorias: uso do GH na osseointegracao (Quadro 1) e uso do GH no reparo 0sseo

(Quadro 2). As variaveis avaliadas para o estudo foram: tipo de estudo, forma de



30

utilizacado do hormdnio, nUmero da amostra, tempo decorrido para regeneracao 6ssea,

metodologia, analises e resultados.

REVISAO DA LITERATURA:

Uso do GH na Osseointegracao:

Franke-Stenport et al. (2001), avaliaram a cicatrizacdo ao redor de implantes
em tibia de coelhos. Foi administrado Hormoénio do Crescimento (GH), na dose de
03Ul/kg/dia, para o grupo experimental ou cloreto de sédio, para o grupo controle.
Foram medidos os niveis séricos do IGF-1, fator de crescimento semelhante a
insulina, e realizados 2 testes biomecéanicos: Analise de frequéncia de ressonancia
(RFA), que investiga a estabilidade ou rigidez da interface implante/osso; e Analise de
Torque de Remocédo. A analise de raio x de dupla energia foi usada para avaliar a
densidade Ossea mineral e, também, foi realizada a andlise histomorfométrica. Os
resultados do RFA demonstraram uma média maior para o grupo tratado com GH
comparado com o grupo controle, no inicio do experimento (2 semanas). Apls 4
semanas, o grupo com GH demonstrou uma média inferior ao controle. No teste de
torque de remocdo nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os autores
concluiram que o GH tem efeito benéfico inicial na osseointegracédo do implante, no
entanto, devido a rapida formacao de anticorpos, este estudo ndo demonstrou se esse
efeito permanece a longo prazo.

Tresguerres et al. (2002), realizaram um estudo para avaliar as diferencas
qualitativas e quantitativas na reacdo Ossea periimplantar. Oito coelhas foram
ovariectomizadas e submetidas a dieta pobre em calcio por 6 semanas, afim de induzir
a osteoporose. Foram realizados implantes de titanio e, antes da insercao destes, foi

inserido 4Ul de GH, na forma de p0 liofilizado. Apos duas semanas de observacao os
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animais foram eutanaziados e foram realizadas as seguintes coloracdes histolégicas:
Hematoxilina-Eosina, Masson, Picrosirius. Realizaram as analises de morfometria e
densitometria para quantificar o reparo 6sseo. O uso do GH melhorou a reacao
periostal e transcortical e a mineralizacao osteodide 14 dias ap06s o procedimento, sem
aumentar a reabsorcéo 6ssea.

Tresguerres et al. (2003), avaliaram as diferencas qualitativas e quantitativas
no osso periimplantar recém formado. Oito coelhos receberam implantes na tibia, em
metade deles foi inserido 4Ul de GH, na forma de p0 liofilizado, antes da insercéo dos
implantes. O tempo de observacao foi de 2 semanas. O grupo com GH apresentou
crescimento aumentado de novas trabéculas e o0 contato osso-implante foi
significativamente maior. Concluiram que a administracéo local do GH pode melhorar
0 reparo 6sseo periimplantar.

Goméz-Moreno et al. (2009), avaliaram o efeito da aplicacdo tépica do
hormonio do crescimento na osseointegracdo de implantes dentarios em cées Beagle.
Foram extraidos pré-molares e molares superiores e inferiores de 12 cées e apos dois
meses esses animais receberam implantes cilindricos de 3,25 mm de diametro e 10
mm de comprimento. O horménio do crescimento foi aplicado na dose de 4UI,
diretamente na regido a ser implantada. Apds 2 semanas, oito cortes histolégicos por
implante foram obtidos para analise histomorfométrica. Os sitios tratados com
horménio do crescimento mostraram aumento do perimetro 0sseos, da area total
periimplante, e da neoformacao 6ssea. Com isso, concluiram que a aplicacao topica
do horménio do crescimento pode agir como um estimulante 6sseo na colocacéo de
implantes dentarios.

Mufoz et al. (2009), avaliaram o efeito da administracdo topica de GH e

melatonina na osseointegracdo. ApOs a extracdo dos pré-molares e molares



32

superiores e inferiores, foram realizados 48 implantes, em 12 cdes Beagle adultos.
Antes da insercdo do implante, foi aplicada uma dose de 4UI de GH e 1,2 mg de
melatonina em po liofilizado. Os resultados foram avaliados em 2, 5 e 8 semanas. A
avaliacao foi realizada por meio de exame histologico, microanalise por disperséo de
raios-X e histomorfometria. Na semana 2, o contato osso/implante (BIC) foi
significativamente maior no grupo experimental do que no grupo controle, e também
houve aumento significantivo da area éssea periimplantar no grupo experimental. Nas
semanas 5 e 8, tanto o BIC quanto a densidade éssea periimplantar foram
semelhantes nos dois grupos. Como conclusdo, os autores observaram que a
combinacdo de GH e melatonina pode aumentar a neoformacéo 6ssea ao redor de
implantes de titanio, nos estagios iniciais da cicatrizacao.

Calvo-Guirardo et al. (2011), avaliaram o uso do GH topico na osseointegracao
em doze cdes Beagle. Foram exrtraidos os molares e pré-molares superiores e
inferiores e aguardaram um periodo de dois meses de cicatrizacdo para, entao,
realizarem a instalacao de implantes dentarios. Antes da insercdo dos implantes, as
cavidades teste receberam 4UIl de GH, na forma de pd liofilizado. Ap6s 5 e 8 semanas
a aplicacao tépica do GH ndo apresentou efeito significativo no contato osso-implante
(BIC), embora a neoformacéo Ossea e 0s valores 6sseos entre 0s segmentos do
implante tenham aumentado significativamente.

Martin-Monge et al. (2017), avaliaram a cicatrizagdo O0ssea ao redor de
implantes instalados em tibia de 20 coelhas. Os animais foram divididos em 2 grupos,
no primeiro 10 coelhas foram ovariectomizadas e receberam alimentacdo pobre em
Célcio por 6 semanas, com intuito de estimular a osteoporose, 0s outros 10 animais
permaneceram higidos. Foi instalado um implante em cada tibia e, em metade dos

animais foi inserido 2Ul de Horménio do Crescimento (GH) antes da instalacdo do
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implante. A eutanasia ocorreu ap0s 2 semanas. Foram realizadas as analises
morfomeétrica e densitométrica, onde foi observado a BIC e a densidade mineral 6ssea
(DMO). Os animais que tiveram inducéo da osteoporose apresentaram menos BIC e

DMO, porém a aplicacao local do GH aumentou a BIC no grupo ovariectomizado.

Uso do GH no Reparo Osseo:

Cacciafesta et al. (2001), avaliaram a resisténcia biomecanica e a formacgao
0ssea em defeitos 6sseos criticos em calvaria de ratos tratados sistemicamente com
GH. Foi realizado um defeito Osseo critico, coberto com membrana de
politetrafluoretileno expandido (e-PTFE) em 40 ratos Wistar, que foram divididos
aleatoriamente em dois grupos. O grupo experimental recebeu injecdes diarias de 2,7
mg/Kg de GH e os ratos do grupo controle receberam cloreto de sddio. Os animais
foram sacrificados apds 28 dias. Nos testes de carga maxima, rigidez final, e absorcéo
de energia os resultados foram significativamente maiores no grupo tratado com GH
(P <0,003). Além disso, a massa de tecido 6sseo foi significativamente maior no grupo
tratado com GH (P < 0,001). A Tomografia Computadorizada (TC), com reconstrucéo
3D, mostrou quase o dobro do volume 6sseo no grupo tratado com GH, em
comparacao com o grupo controle. O experimento demonstrou que a administracéo
de GH melhora a deposicéo 0ssea e a resisténcia mecanica em defeitos criticos, em
calota craniana, revestidos com membranas e- PTFE.

Em 2003, um estudo de Cho et al., verificou o efeito do GH na consolidacéo
ossea inicial, em distracdo osteogénica. Dezesseis caes foram submetidos a uma
osteotomia vertical no corpo mandibular e a instalagcdo de um dispositivo de distracao
externo. A distracao foi iniciada 5 dias ap0s a cirurgia a uma taxa de 1 mm por dia, e

ocorreu por 10 dias. Os cdes do grupo experimental receberam uma injecdo
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subcuténea diaria de 100 micro gramas (1 Ul) de GH por quilograma de peso corporal,
enquanto no grupo controle receberam solucédo salina. O nivel sérico de IGF-I no
grupo do horménio do crescimento foi elevado e atingiu o pico entre 0 8° e 0 12° dia
apos a administracao sistémica. A densidade mineral 6ssea foi maior no grupo do GH
e inferior no grupo controle durante todo o periodo. A forca mecéanica do osso foi 300
% superior no grupo do GH do que no grupo controle. Os autores concluiram que o
horménio do crescimento pode ser eficaz na consolidacdo 6ssea no inicio da distracéo
osteogénica.

Cho et al. (2004), avaliaram o reparo 0sseo apos distracdo osteogéncia, em 48
caes. Foi realizada osteotomia vertical em corpo mandibular e instalado um dispositivo
externo. A distracdo mandibular foi iniciada 5 dias ap0s a cirurgia, a uma taxa de 1mm
/ dia, por 10 dias. Os grupos foram divididos em: grupo controle (1), grupo com acido
hialurénico (Il), grupo com microesferas de quitosana (Ill) e, grupo (IV) com
microesferas de quitosana encapsuladas com GH. Cinco caes em cada grupo (um
total de 20 cées) foram sacrificados trés semanas apés o término da distracédo, o
restante (28 céaes) foi sacrificado apds 6 semanas. Foram analisados o0s niveis séricos
de IGF-I; a densidade mineral 6ssea, através da andlise de Raio X de dupla Energia;
a forca 0ssea, através de testes biomecénicos; e a analise histolégica. O nivel sérico
de IGF-I, no grupo IV, aumentou durante todo o periodo do estudo. A DMO foi maior
nos grupos Il, Il e IV, em comparacéo ao controle. A area de distracéo, no grupo IV,
apresentou maior radiodensidade em relacdo aos demais grupos. A liberacéo do GH,
encapsulado em microesferas de quitosana, aumentou abruptamente nos primeiros 5
dias e gradualmente durante 20 dias. A eficiéncia de carga foi de cerca de 80% em 10
dias, e aumentou até 20 dias. Estes resultados sugerem que liberacdo controlada de

GH continuou ap6s 20 dias, porque um perfil de liberagdo ndo mostra um platd até o
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20° dia. Os autores concluiram que as microesferas de quitosana com GH
encapsulado pode ser muito eficaz no inicio consolidacdo Ossea, em casos de
distracdo osteogénica.

Bail et al. (2004), analisaram e quantificaram os efeitos do GH na
regeneracao 0ssea, em 20 mini porcas da raca Yucatan. A tibia e a fibula dos animais
foram osteotomizadas e estabilizadas com um fixador externo, a seguir iniciaram a
distracdo osteogénica 2 mm/dia, durante 10 dias apds um periodo de laténcia de 4
dias. O grupo de estudo (n=10) recebeu uma injecao diaria de 100 microgramas por
quilo de peso corporal (mcg/Kg) do horménio do crescimento recombinante de porco
(pGH-r). O grupo controle (n=10) recebeu cloreto de sédio como o placebo. A
eutanasia ocorreu no 25° dia e foi realizada analise histomorfométrica quantitativa do
calo formado e do osso cortical adjacente. Também realizaram uma andlise de
policromia, na qual cada um dos animais recebeu 15 mg/kg de calceina-verde injetada
por via intravenosa e, ao final do periodo de distracdo osteogénica, 30 mg/kg de
tetraciclina intravenosa, e 90 mg/kg de xilenol-laranja 2 dias antes da eutanasia. Como
resultado, os animais tratados com r-pGH apresentaram uma area significativamente
maior no calo 6sseo, porém sem alteracdo na sua estrutura. Os calos do grupo de
controle exibiram um teor mais elevado de cartlagem em comparacdo ao grupo
tratado com r-pGH. Estes resultados demonstram que o hormdnio do crescimento
pode acelerar a maturacdo 0ssea em casos de distracao osteogénica, sem alterar a
microestrutura do calo 6sseo. Dessa forma, pode ser uma boa alternativa para

diminuir o tempo de cicatrizacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os artigos selecionados, observou-se que as pesquisas utilizando o
GH na regeneracao 0ssea estdo sendo feitas em animais, principalmente em cées
(CALVO-GUIRARDO et al, 2011; Mufioz et al, 2009) e coelhos (Martin-Monge et al.,
2017; Tresguerres et al., 2003).

A forma de utilizacdo do GH, na maioria dos estudos, € topica, sem veiculo,
utilizando apenas o po liofilizado aplicado diretamente na area a ser tratada. As doses
variam de 2UI (Martin-Monge et al., 2017) A 4ui (Gomez-Moreno et al., 2009; Mufioz
et al ., 2009; Tresguerres et al ., 2002).

Apenas um estudo utilizou um veiculo para administracdo do GH tépico, no
estudo de Cho et al. (2004) o hormdnio do crescimento foi encapsulado em
microesferas de quitosana e apresentou resultados benéficos para a cicatrizacao
0ssea. Os autores observaram que a liberacdo do GH, por meio das microesferas de
quitosana, ocorreu de forma intensa nos primeiros 5 dias e aumentou gradualmente
até o 20° dia.

O tempo de observacdo, na maioria dos trabalhos, iniciou apés 02 semanas
(Tresguerres et al., 2002; Cho et al., 2003; Martin-Monge et al., 2017), sendo o tempo
méaximo de observagdo nos estudos encontrados de 8 semanas (Franke-Stenport et
al., 2001; Mufoz et al,, 2009; Calvo-Guirardo et al., 2011).

A maior parte das pesquisas tem avaliado o efeito do GH na cicatrizagdo 6ssea
periimplantar (Franke-Stenport et al., 2001; Tresguerres et al., 2002; Martin-Monge et
al., 2017), sendo apenas 3 artigos avaliando esse efeito em casos de distracao
osteogénica (Cho et al., 2003; Cho et al., 2004; Bail et al., 2002) e apenas um estudo
foi realizado em defeitos Gsseos criticos (Cacciafesta et al., 2001), porém neste 0 uso

do GH foi sistémico.
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Um dos fatores que tem sido analisado na cicatrizacdo 0ssea periimplantar é o
contato entre 0 0sso e o implante (BIC), ap0s 2 semanas de tempo de observacéo o
uso topico do GH tem demonstrado aumento do BIC (Tresguerres et al., 2003; Martin-
Monge et al., 2017). Porém, em periodos de observacédo maiores, o uso tépico do GH
nao tem apresentado efeito significativo no BIC (Calvo-Guirardo et al., 2011; Mufioz

et al., 2009).

Em 2003, Cho et al. avaliaram a densidade mineral 6ssea (DMQO) em areas que
sofreram distracdo osteogénica, e o grupo que recebeu GH sistémico apresentou
melhores resultados do que o controle, durante todo o periodo do experimento. Ja em
2004, Cho et al. usaram o GH tépico, em areas de distracdo osteogénica, e a DMO
apresentou melhores resultados em comparacdo ao controle. Além disso, neste
estudo foi avaliado um veiculo para liberacdo controlada do GH, microesferas de
quitosana, e os resultados quanto a DMO foram maiores, em comparagdo com 0 uso

tépico sem veiculo.

CONSIDERACOES FINAIS

Dentro das limitacbes desta revisdo, o GH tem se mostrado uma boa
alternativa para melhorar a regeneracao 6ssea. Porém, os estudos ainda séo bastante
limitados e ndo ha um consenso sobre um protocolo ou uma dose de utilizacdo do
GH. Se faz necessario a realizacdo de mais estudos para determinar um protocolo de

tratamento.
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ARTIGO 2

AVALIAQ&O DO REPARO TECIDUAL EM DEFEITOS OSSEOS CRITICOS
PREENCHIDOS COM BIOMATERIAL MATRIZ DE PLGA/rhGH E SUBMETIDOS A
TERAPIA COM LLLT: ESTUDO EM RATOS
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ARTIGO 2: AVALIACAO DO REPARO TECIDUAL EM DEFEITOS OSSEOQS
CRITICOS PREENCHIDOS COM BIOMATERIAL MATRIZ DE
PLGA/rhGH E SUBMETIDOS A TERAPIA COM LLLT: ESTUDO EM
RATOS

RESUMO

Neste estudo foi avaliada a regeneracdo 0ssea em defeitos dsseos criticos
preenchidos com um biomaterial polimérico e submetidos a aplicacdo de laser de
baixa poténcia (LLLT). O biomaterial foi confeccionado com PLGA, um copolimero
derivado dos &cidos lactico (PLA) e glicélico (PGA), e hormbnio de crescimento
humano recombinante (rhGH). Foram utilizados 36 ratos Wistar machos divididos em

2 grupos (Gl: sem LLLT e GII: com LLLT), cada grupo teve 3 subgrupos (7, 14 e 21

dias, com 6 animais cada). Na calota craniana de cada animal foram confeccionados

2 defeitos Osseos criticos, onde um dos defeitos foi preenchido pelo biomaterial e o

outro por coagulo sanguineo (controle). Ao final do procedimento cirdrgico, o grupo I

recebeu a primeira dose de LLLT. A irradiacéo foi realizada a cada 48 horas, num total

de 7 sessdes de aplicacdo, durante o periodo de 15 dias, totalizando 70 J/cm?. Os
resultados demonstraram que: as cavidades com biomaterial apresentaram uma area
de tecido regenerado maior que as cavidades controle, porém essa diferenca nao foi
estatisticamente significativa; e o Grupo |, sem laser, apresentou um percentual de
regeneracdo menor em relacdo ao grupo que recebeu LLLT, exceto aos 14 dias.

Sendo assim, € possivel considerar a utilizacdo do biomaterial proposto para

regeneracao de defeitos 6sseos criticos, tanto em associagcdo com a laserterapia

guanto isoladamente.

Palavras-chave®: Regeneracdo 6ssea, Hormonio do crescimento, Polimeros

3 Regeneracao 0ssea, Hormonio do crescimento, Polimeros
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ASSESSMENT OF TISSUE REPAIR IN CRITICAL BONE DEFECTS FILLED WITH
MATRIX BIOMATERIAL OF PLGA/rhGH AND SUBMITTED TO LLLT THERAPY:

STUDY IN RATS

ABSTRACT

This study evaluated bone regeneration in critical bone defects filled with a
polymeric biomaterial and submitted to the application of low-power laser (LLLT). The
biomaterial was made with PLGA, a copolymer derived from lactic acid (PLA) and
glycolic acid (PGA), and recombinant human growth hormone (rhGH). Thirty-six male
Wistar rats were divided into two groups (Gl: without LLLT and GII: with LLLT), each
group had 3 subgroups (7, 14 and 21 days, with 6 animals each). In the cranial bone
of each animal, 2 critical bone defects were made, where one of the defects was filled
by the biomaterial and the other by a blood clot (control). At the end of the surgical
procedure, group Il received the first dose of LLLT. Irradiation was performed every 48
hours, in a total of 7 application sessions, during the period of 15 days, totaling 70
J/icm2. The results showed that: the cavities with biomaterial presented a greater area
of regenerated tissue than the control cavities, but this difference was not statistically
significant; and Group I, no laser, showed a lower percentage of regeneration in
relation to the group that received LLLT except at 14 days. Thus, it is possible to
consider the use of the proposed biomaterial for the regeneration of critical bone
defects, both in association with laser therapy and isolated.

Key-Words#: Bone regeneration, growth hormone, polymers.

*MeSH: Medical Subject Headings; disponivel em: www.nlm.nih.gov/mesh
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INTRODUCAO

Enxerto 6sseos sdo necessarios para reestabelecimento da forma e funcéo de
estruturas 0sseas perdidas por traumas, procedimentos cirlrgicos ou por processos
patolégicos. O enxerto ideal, padrdo ouro, € 0 enxerto de osso autdégeno, porém
devido a dificil aceitacdo do paciente, a morbidade de uma segunda area cirurgica
para a remocao do enxerto e a disponibilidade 6ssea limitada, € crescente o interesse
por biomateriais substitutos (Wilson et al., 2007).

Um biomaterial que tem recebido destaque nas pesquisas é o PLGA, um
copolimero derivado dos acidos lactico (PLA) e glicdlico (PGA) que vem sendo
empregado na encapsulacdo de peptideos e proteinas, pela sua excelente
biocompatibilidade celular, biodegradabilidade e aprovacéo regulamentar (Guo et al,
2018).

Sistemas poliméricos apresentam a vantagem de serem controlados
eficientemente para entregar drogas a uma area localizada e sdo materiais bastante
utilizados para a producao de matrizes, que oferecem elevada area de superficie em
relacdo ao volume produzido, sendo um aspecto favoravel a adeséo celular, além de
também apresentarem elevado numero dhTAHatae poros interconectados,
proporcionando espacos para entrada de nutrientes e saida de metabdlitos, bem como
aumento de migracéo celular (Willians, Remes, 1992).

Cada vez mais estudos estédo focando a combinacdo de matrizes que possuam
caracteristicas osteocondutora com proteinas osteoindutivas. Essas proteinas podem
estimular a diferenciacdo de células mesenquimais e osteoprogenitoras em
osteoblastos e assim aumentar a migracao de células relacionadas a formagéo 6ssea

dentro do sitio do defeito (Liu, Ma, 2004; Villanova et al., 2010).
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O reparo 6sseo tem sido relacionado a varios fatores de crescimento: fatores
de crescimento derivados das plaquetas (PDGFs), fatores de crescimento
semelhantes a insulina | e 1l (IGFI e IGFII), proteinas morfogenéticas do osso 1 a 12
(Jung et al., 2017) e o GH. Este ultimo, aumenta a sintese do IGF-I e do IGF-II, que
estimula a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos (Cho et al., 2003).
Consequentemente, € capaz de estimular a sintese de proteinas, aumentar a
remodelacédo e mineralizacdo 6ssea (Cho et al., 2003).

O efeito do GH na cicatrizacdo 6ssea vem sendo estudando tanto na aplicacao
local quanto sistémica (Cho et al., 2003; Gomez-Moreno et al., 2009). Sua aplicacéo
sistémica tem apresentado bons resultados na densidade mineral éssea e na forca
mecanica (Cacciafesta et al., 2001; Cho et al., 2003). E a aplicacao topica, mostra um
aumento da velocidade do processo de reparo 0sseo periimplantar (Tresguerres et al.,
2002) e na neoformacdo Ossea, estimulo a sintese de colageno, osteocalcina e
fosfatase alcalina (Mufioz et al, 2009).

Nesse contexto, foi desenvolvido no Programa de POs-Graduacdo em
Odontologia da PUCRS um biomaterial para estimular a formacao 6ssea, realizando
uma regeneracao 6ssea guiada. Para isso, foi utilizado como arcabouco um polimero
biodegradavel e biocompativel, o PLGA, e foi feita a incorporacdo do rhGH, que tem
o papel de indutor de cicatrizacao e formacao 0ssea (Garcia et al., 2015).

Outro tratamento que tem sido eficaz no processo de reparo 0sseo € a
laserterapia de baixa poténcia (Low Level Laser Therapy — LLLT), pois foi
comprovado, in vivo, que a laserterapia aplicada nas fases iniciais do processo de
reparo em defeitos 6sseos causa um aumento da deposicdo 0ssea e aceleracao da

regeneracao ossea (Garavello-Freitas et al., 2003; Merli et al. 2005).
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A luz laser interage com os tecidos biolégicos podendo ser absorvida pelos
componentes do tecido, ocasionando uma transferéncia de energia para o tecido o
gue, modificaria as reacdes bioldégicas do mesmo e, por conseguinte, 0 processo de
reparacao tecidual como um todo (Baber et al., 2001). Dessa forma, pretende-se
avaliar a otimizacdo do processo de reparo 6sseo causada pelo laser, nos defeitos
0sseos preenchidos com o biomaterial proposto nesse estudo.

O presente estudo tem a finalidade de avaliar o efeito na cicatrizacdo 0ssea de
matrizes de PLGA com rhGH, associadas ou ndo com laserterapia, em defeitos

O0sseos criticos em calota craniana de ratos.

MATERIAIS E METODOS

Esse estudo foi desenvolvido em 36 ratos Wistar, machos, provenientes do
Centro de Modelos Bioldgicos Experimentais — CeMBE/PUCRS, com 120 dias de vida,
pesando entre 250 e 300g. Os animais foram mantidos no Vivario da PUCRS, prédio
14, em estantes ventiladas, equipadas com filtros de entrada e saida de ar (Tecniplast,
Italia) e receberam agua e racao Nuvilab® (Nuvital Nutrientes S/A) ad libitum.

Os animais selecionados foram identificados e distribuidos de forma aleatéria
em dois grupos distintos constituidos de dezoito ratos cada, sendo entdo designados
como Grupo | e Grupo Il. Cada grupo foi dividido em subgrupos, de acordo com o
tempo de observacédo (07, 14 e 21 dias) e cada subgrupo teve 06 espécimes.

A definicdo do tamanho da amostra (N=6 por grupo, N total=36) deu-se atraves
de dados encontrados na literatura (Goelzer et al., 2012). Assim sendo, optou-se pelo

namero minimo que nao pudesse comprometer os resultados.
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7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS
GRUPO 1 n==6 n==6 n==6
sem Laser
GRUPO 2 n==6 n==6 n==6
com Laser

Tabela 1: Organizacdo dos grupos.
Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)

Antes do procedimento cirdrgico, os animais foram pesados em balanca de
precisdo e anestesiados com Ketamina 10% (ketamin®) na dose de 90 mg/Kg e
Xilazina 2% (calmiun®) na dose de 10mg/Kg. Foi realizada, tricotomia, antissepsia,
com clorexidina a 2%, e aposi¢cdo de campos cirurgicos estéreis. Para hemostasia,
analgesia trans-operatéria e controle de dor no pos-operatério imediato foi utilizado
infiltracdo local de Lidocaina a 2% com Epinefrina 1:100.000.

Foi feita uma incisdo sagital linear com extensdo de 1,5 cm, divulsdo dos
tecidos e exposicao da calota craniana. As duas cavidades, direita e esquerda, foram
distribuidas lateralmente a sutura sagital mediana, e foram confeccionadas em baixa
rotacdo, com brocas cilindricas multilaminadas com diametro de 4 mm,
correspondente ao tamanho dos defeitos 6ésseos criados.

As cavidades foram irrigadas abundantemente com solucéo fisiolégica e
secadas com gaze estéril, procedendo-se com a inser¢cdo da matriz PLGA/rhGH, na
respectiva cavidade experimental. As cavidades-controle foram confeccionadas no
lado direito da calota, da mesma forma que as experimentais, porém sem a insergao
de material, sendo preenchidas por coagulo. O material testado, matrizes de PLGA
com RHGH, foi confeccionado no Laboratério de Organometélicos e Resinas (LOR),
da Faculdade de Quimica da PUCRS, conforme técnica descrita por Garcia et al.

(2015).
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Fig. 3: A) Cavidade controle. B) Cavidade experimental, preenchida com matriz
de PLGA/rhGH Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)

AplOs a insercdo do material, os tecidos moles foram reposicionados e
suturados. O controle da dor pos-operatoria foi realizado com Tramadol (15mg/km)
por via intraperitoneal de 8 em 8hs, nas primeiras 72 horas e com Paracetamol
(200mg/ml) por via oral (2mg/kg) diluido em agua apds as 72 horas iniciais. Todos o0s
animais receberam dose Unica de amoxicilina profilatica, via oral, logo apés término
do procedimento.

Ao final do procedimento cirdrgico, o grupo Il recebeu a primeira dose de LLLT.
A aplicacao foi pontual e foi realizada a cada 48 horas, num total de 7 sessdes de
aplicacdo, durante o periodo de 13 dias, totalizando 70 J/cm?2. O laser utilizado foi o
laser de diodo infravermelho (GaAlAs)®, com comprimento de onda de 830nm. A
poténcia estabelecida foi de 90 mw e a dose de 10 J/cm? por sessdo, conforme
protocolo da linha de pesquisa laser em Odontologia da PUCRS.

A eutanasia foi realizada por sedacao profunda com inalacéo de isoflurano. E,
para obtencao das pecas operatérias, realizou-se tricotomia, antissepsia, incisdo na

regido mais posterior dos tecidos moles da cabeca e divulséo dos tecidos,

5 Thera Lase® DMC Equipamentos, Sdo Paulo, SP/Brasil.
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promovendo uma ampla visualizac&o da calota.

A remocao da calota craniana foi feita por meio de osteotomia, com linhas
distantes de 4 a 5 mm da area dos defeitos.

Apés exame macroscopico local, as pecas foram imediatamente armazenadas

em recipientes plasticos identificados, contendo formalina neutra tamponada a 10%.

RESULTADOS

ANALISE HISTOLOGICA

As laminas forma confeccionadas e coradas com Hematoxilina-Eosina no
Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da PUCRS.

Foi realizada andlise descritiva, usando microscopia de luz, baseando-se nos
critérios usados por Wagner et al. (2013), onde em cada lamina analisada foi
estabelecido um score, sendo: 0 (cicatrizagdo na margem), 1 menos da metade de
area de cicatrizacdo, 2 mais da metade de area de cicatrizacdo, 3 cicatrizacao

irregular, 4 cicatrizagdo completa (Quadro 1).

Grupo |, sem laser:

7 dias: as cavidades controle apresentaram maior presenca de tecido
inflamatorio, em relacéo as cavidades experimentais do mesmo grupo. As cavidades
experimentais apresentaram uma quantidade expressivamente maior de fibras
colagenas. A cicatrizacdo 0ssea manteve o score 1 tanto nas cavidades experimentais
guanto nos controles.

14 dias: As cavidades controle apresentaram maior quantidade de infiltrado

inflamatorio, quando comparadas as cavidades experimentais do mesmo grupo e,
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também ao controle de 7 dias. A cicatrizacdo 6ssea manteve o score 1, tanto nas
cavidades experimentais quanto nos controles.
21 dias: A cicatrizacdo Ossea apresentou score 2 € pouco processo

inflamatorio, tanto nas cavidades experimentais quanto no controle.

7 dias Aumento: 40x e 20x
Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)

14 dias controle Aumento 20x
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2018)
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21 dias controle Aumento: 40x
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2018)

Grupo I, com laser:

7 dias: as cavidades experimentais tiveram uma boa quantidade de
neoformacéo 6ssea, fechando mais da metade da area do defeito (score 2), enquanto
gue as cavidades controle apresentaram cicatrizacao irregular (score 3). O processo
inflamat6rio foi menor nas cavidades experimentais, quando comparado aos
controles.

14 dias: as cavidades experimentais apresentaram menos pProcesso
inflamatorio, em relagdo ao controle. Em relagdo a cicatrizacdo 6ssea observou-se
que nas cavidades experimentais e no controle menos da metade da area cicatrizou
(score 1).

21 dias: nas cavidades experimentais pode-se observar fibras colagenas
envolvendo toda circunferéncia da matriz. Pouco tecido inflamatério tanto no controle
guando nas cavidades experimentais. Tecido 6sseo em mais da metade da area do

defeito (score 2) nas cavidades experimentais e nas controle.
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7 dias Aumento: 20x e 40x.
Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)

14 dias Aumento: 20x
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2018)

21 dias Aumento: 20x
Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)

Nos dois grupos, o tecido 6sseo neoformado exibiu espacos medulares, tecido
conjuntivo, fibras coladgenas e algumas areas de inflamacao, ndo houve presenca de

processo infeccioso e nem areas de necrose.



QUADRO 1: ANALISE HISTOLOGICA.
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Cavidade experimental Cavidade controle
7 dias | 14 dias | 21 dias | 7 dias | 14 dias | 21 dias
Grupo | —sem laser Score 1l | Score 1 | Score 2 | Score 1 | Score 1 | Score 2
7 dias | 14 dias | 21 dias | 7 dias | 14 dias | 21 dias
Grupo Il —com laser Score 2 | Score 1 | Score 2 | Score 3 | Score 1 | Score 2

Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)

ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Foi utilizado o software Image J® (versdo 1.52a) para calcular a area de
regeneracao 6ssea. As imagens das laminas e da escala foram capturadas através
de uma Lupa Binocular, marca Carl Zeiss®, modelo Stemi DV4, com aumento de 16x.
Através dessas imagens, calculou-se a area total do defeito sseo e apds, a area de
tecido regenerado. A seguir os dados foram tabelados no Excel® e foi aplicada uma
férmula para célculo da porcentagem de regeneracdo 0ssea.

O Grupo |, sem laser, apresentou um percentual de regeneragdo menor do que
o Grupo I, exceto nos 14 dias, quando observou-se uma regeneracdo maior na

cavidade controle do grupo sem laser.

ANALISE ESTATISTICA

Para fins estatisticos, os dados quantitativos (% de regeneragdo) foram
expressos em média e desvio padrdo. A comparacdo do percentual de regeneracao
dentro do G1 ou G2 foi realizada pelo teste t de Student para amostras independentes.
Jé as andlises dos dias dentro do G1 ou do G2, bem como as comparagdes dos dias
entre 0 G1 e G2 foram realizadas através do teste de ANOVA de medidas repetidas

(pbs-teste de Bonferroni) ou ANOVA de uma via (pds-teste de Bonferroni). Todas as
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analises e processamento dos dados foram realizados no programa SPSS 18.0. O

nivel se significancia adotado sera de 5% (p<0,05).

TABELA 2: Relacédo entre Média X Desvio Padréao, no Grupo 1.

Gl 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS
EXPERIMENTAL M: 40,90 M:47,38 M: 43,81
DP:12,87 DP:8,571 DP: 9,306

CONTROLE M: 29,28 M:47,95 M: 41,25
DP:6,523 DP:11,87 DP: 10,69

Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)

TABELA 3: Relacédo entre Média X Desvio Padréao, no Grupo 2.

G2 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS
EXPERIMENTAL M: 49,82 M:43,53 M:53,11
DP:14,40 DP:10,87 DP:10,87

CONTROLE M:35,03 M:43,48 M:51,04
DP:21,85 DP:22,77 DP:12,84

Fonte: Dados da Pesquisa (PUCRS, 2018)



Grafico 3. Comparacéo entre G1 e G2 no 7° dia.
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Grafico 4. Comparacédo entre G1 e G2 no 14° dia.
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Grafico 5. Comparacédo entre G1 e G2 no 21° dia.
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DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizada uma analise do percentual de regeneracéo
0ssea, ao utilizar um biomaterial (matriz de PLGA e rhGH) e laserterapia. Defeitos
0sseos criticos, em calota craniana de ratos, foram preenchidos com o biomaterial e
as cavidades controle foram preenchidas somente com coagulo sanguineo.

As matrizes utilizadas nesse estudo séo resultados de pesquisas prévias
(Garcia, 2015) e as taxa de perda de massa, a quantidade de horménio liberada, em
um meio que simula o ambiente in vivo, e também a estabilizacdo do pH, ja foram
determinadas no estudo de Duarte (2014).

O PLGA seria uma boa alternativa para aumentar o tempo de acéo do GH, pois
acredita-se que ele possa fazer uma entrega controlada do horménio conforme vai
degradando a matriz polimérica (Ulery et al., 2011). Ao final desse estudo (21 dias),
notou-se que a matriz permanecia visualmente integra, ja no estudo de Boing (2014)
foi observada a degradacao total da matriz ao final de 6 semanas. Sabe-se que alguns
fatores interferem na degradacéo do polimero, como a composi¢ao do PLGA utilizada
e o pH do meio. E isto, consequentemente, podera aumentar ou diminuir a liberagcéo
do hormonio ao meio externo.

A composicdo do PLGA (PLA + PGA) torna possivel o controle do tempo de
degradacgéo, pois sabe-se que quando maior o percentual de PGA, mais acelerado se
torna o processo de absorgéao pelo organismo. Nesse estudo foi usada a proporgéo
50:50 (Purasorb® - PDLG 5010).

As pesquisas utilizando o rhGH na regeneragcdo O0ssea tem sido realizadas
principalmente na area de implantandontia, onde, na maioria das vezes, se utiliza o
rhGH na forma de poé liofilizado, aplicado diretamente na regido que recebera o

implante (Tresguerres et al., 2002; Gomez-Moreno et al., 2009).
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N&o ha um protocolo estabelecido para a aplicacao local mas tem se observado
que o rhGH traz bons resultados nas primeiras semanas de cicatrizacdo 0ssea,
geralmente as doses usadas sao 4Ul (Tresguerres et al., 2002; Tresguerres et al.,
2003; Gomez Moreno et al., 2009; Muiioz et al., 2009; Calvo-Guirardo et al., 2011). Ja
no estudo de Martin-Monge (2017) a dose utilizada foi 2 Ul de rhGH antes da
instalacdo de implantes, os autores constataram que a aplicacdo do rhGH aumentou
a BIC, mesmo em coelhas que tiveram inducédo de osteoporose.

Um estudo que avaliou a influéncia do uso sistémico do rhGH no reparo 6sseo
periimplantar foi o de Franke-Stenport et al. (2001), os autores realizaram uma analise
de frequéncia de ressonancia (RFA) e observaram gque o rhGH apresentou uma média
maior nas duas semanas iniciais, porém essa média foi inferior ao controle apos 4
semanas de estudo. O que nos remete a importancia de um biomaterial que possa
manter o rhGH disponivel durante todo o periodo cicatricial.

Diversos estudos tém avaliado os efeitos da laserterapia de baixa poténcia na
cicatrizacdo 6ssea (Bublitz et al., 2014; Tim et al., 2013; Tim et al., 2015), esses efeitos
tem sido comparados com biomateriais, como o Biosilicato (Pinto et al., 2013), com o
uso de células troco mesenquimais (Fekrazad et al., 2015) e com outros
equipamentos, como o ultra-som pulsado de baixa intensidade (Acar et al., 2015).

Nesse estudo a laserterapia de baixa poténcia apresentou melhores resultados
na cicatrizacdo 6ssea aos 7 e 21 dias, quando comparadas ao grupo sem laser. A
associacdo do biomaterial, proposto nesse estudo, com a LLLT ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas, apesar da area cicatrizada ser maior nas
cavidades que continham o biomaterial em comparacéo as cavidades controle. Ja na

analise qualitativa observou-se uma cicatrizagdo mais uniforme no grupo com laser,
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aos 21 dias, tanto nas cavidades preenchidas com material quanto nas cavidades

preenchidas por coagulo.

CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com a metodologia empregada e com os resultados descritivos

qualitativos e histomorfométricos obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:

a) o biomaterial pode ser utilizado como coadjuvante no processo de regeneracao de

defeitos 6sseos criticos;

b) o uso desse biomaterial em defeitos 6sseos, pode produzir maior area de
regeneracao, em comparacao as cavidades preenchidas por coagulo sanguineo, mas

sem associacdo estatistica significativa.

c) a associacdo do LLLT melhorou a cicatrizacdo 0ssea, tanto isoladamente quanto
em conjunto com o biomaterial, apresentando percentual de regeneracdo maior aos

07 e 21 dias de estudo.
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DISCUSSAO GERAL

Os efeitos do rhGH na regeneracdo déssea tém sido avaliados em animais,
principalmente em cées (Calvo-Guirardo et al, 2011; Mufioz et al, 2009) e coelhos
(Martin-Monge et al., 2017; Tresguerres et al., 2003). Na maioria dos estudos, 0 uso
é topico, sem veiculo, utilizando apenas o po liofilizado aplicado diretamente na area
a ser tratada. As doses variam de 2Ul (Martin-Monge et al., 2017) a 4Ul (Gomez-
Moreno et al., 2009; Muioz et al., 2009; Tresguerres et al., 2002).

A maior parte das pesquisas tém avaliado o efeito do rhGH na regeneracgao
Ossea periimplantar (Franke-Stenport et al., 2001; Tresguerres et al., 2002; Martin-
Monge et al., 2017) e um dos principais fatores que tem sido analisado é o contato
entre 0 0sso e o implante (BIC). Alguns estudos tem demonstrado aumento do BIC,
com o uso topico do GH, apds 2 semanas de tempo de observacéo (Tresguerres et
al., 2003; Martin-Monge et al., 2017). Porém, em periodos de observacao maiores, 0
uso tépico do rhGH nédo tem apresentado efeito significativo no BIC (Calvo-Guirardo
et al., 2011; Muiioz et al., 2009). O que exprime a necessidade de desenvolver um
biomaterial que possa prolongar o efeito do rhGH.

No estudo de Cho et al. (2004) o hormdnio do crescimento foi encapsulado em
microesferas de quitosana e apresentou resultados benéficos para a cicatrizagéao
ossea. Os autores observaram que a liberacdo do rhGH, por meio das microesferas
de quitosana, ocorreu de forma intensa nos primeiros 5 dias e aumentou gradualmente
até o 20° dia. Notou-se que a liberagéo do rhGH n&o apresentou um plat6, sugerindo
que essa liberacéo continuaria apos o 20° dia.

O PLGA seria uma boa alternativa para aumentar o tempo de acdo do rhGH,

pois acredita-se que ele possa fazer uma entrega controlada do horménio conforme
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vai degradando a matriz polimérica (Ulery et al., 2011). A composi¢do do PLGA (PLA
+ PGA) torna possivel o controle do tempo de degradacao, pois sabe-se que quando
maior o percentual de PGA, mais acelerado se torna o processo de absorcao pelo
organismo. Nesse estudo foi usada a proporcao 50:50 (Purasorb® - PDLG 5010).

As matrizes utilizadas nesse estudo sdo resultados de pesquisas prévias
(Garcia, 2015) e as taxa de perda de massa, a quantidade de horménio liberada, em
um meio que simula o ambiente in vivo, e também a estabilizacdo do pH, ja foram
determinadas no estudo de Duarte (2014).

Ao final desse estudo (21 dias), notou-se que a matriz permanecia visualmente
integra, ja no estudo de Boing (2014) foi observada a degradacao total da matriz ao
final de 6 semanas. Sabe-se que alguns fatores interferem na degradacdo do
polimero, como a composicdo do PLGA utilizada e o pH do meio. E isto,
consequentemente, podera aumentar ou diminuir a liberacdo do hormoénio ao meio
externo.

Um estudo que avaliou a influéncia do uso sistémico do rhGH no reparo 6sseo
periimplantar foi o de Franke-Stenport et al. (2001), os autores realizaram uma analise
de frequéncia de ressonancia (RFA) e observaram que o rhGH apresentou uma média
maior nas duas semanas iniciais, porém essa média foi inferior ao controle apos 4
semanas de estudo. O que nos remete a importancia de um biomaterial que possa
manter o rhGH disponivel durante todo o periodo cicatricial.

Em 2003, Cho et al. realizaram um estudo no qual o rhGH foi encapsulado em
microesferas de quitosana, para liberacdo controlada do horménio. Os autores
observaram que a Densidade Mineral Ossea foi maior do que ao usar o rhGH topico,

sem veiculo.
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No presente estudo, foi realizada uma analise do percentual de regeneracao
0ssea, ao utilizar um biomaterial (matriz de PLGA e rhGH) e laserterapia. Diversos
estudos tém avaliado os efeitos da laserterapia de baixa poténcia na cicatrizacao
ossea (bublitz et al., 2014; Tim et al., 2013; Tim et al., 2015), esses efeitos tem sido
comparados com biomateriais, como o Biosilicato (Pinto et al., 2013), com o uso de
células troco mesenquimais (Fekrazad et al., 2015) e com outros equipamentos, como
o ultra-som pulsado de baixa intensidade (Acar et al., 2015).

Nesse estudo a laserterapia de baixa poténcia apresentou melhores resultados
na cicatrizacdo 6ssea aos 7 e 21 dias, quando comparadas ao grupo sem laser. A
associacdo do biomaterial, proposto nesse estudo, com a LLLT ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas, apesar da area cicatrizada ser maior nas
cavidades que continham o biomaterial em comparacéo as cavidades controle. Ja na
analise qualitativa observou-se uma cicatrizacdo mais uniforme no grupo com laser,
aos 21 dias, tanto nas cavidades preenchidas com material quanto nas cavidades
preenchidas por coagulo.

Diante do exposto e de acordo com a metodologia empregada, pode-se
considerar que o biomaterial proposto € uma boa alternativa para ser utilizado como
coadjuvante no processo de regeneracdo de defeitos Osseos criticos e que a
associacdo com o LLLT pode melhorar a cicatrizagéo 6ssea, porém as diferencas nao
foram estatisticamente significantes, o que estimula a realizacdo de novos estudos

para elucidar as questdes que ainda nao foram avaliadas.
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO
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Sistema de Pesquisas da PUCRS
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Caodigo SIPESQ: 7330 Porto Alegre, 18 de agosto de 2016.

Prerado{a) Pesquisadon(a),

A Comiss8o Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa "Avaliac&o do reparo
tecidual em defeitos dsseos criticos preenchidos com biomaterial matriz de
PLGAIfMGH e submetidos a terapia com LLLT: estudo em ratos”. Este
projeto necessita da apreciagBo da Comissio de Efica no Uso de Animais
{CEUA). Toda a documentagdo anexa deve ser idéntica a documentagdo
enviada ac CEUA, juntamente com o Documento Unificado gerado pelo
SIPESQ.

Atenciosamente,

Comissdo Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA
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ANEXO B — ATA DO COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

SIPESQ

Sistema de Pesquisas da PUCRS

Codigo SIPESQ: 7330 Porto Alegre, 8 de junho de 2017

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou o
Projeto de Pesquisa "Avaliacdo do reparo tecidual em defeitos dsseos criticos
preenchidos com biomaterial matriz de PLGA/rhGH e submetidos a terapia com
LLLT: estudo em ratos" coordenado por JOAO BATISTA BLESSMANN WEBER.

Sua investigacdo, respeitando com detalhe as
descrigdes contidas no projeto e formularios avaliados pela CEUA, est3d autorizada a
partir da presente data.

Informamos que €& necessario o
encaminhamento de relatério final quando finalizar esta investigag3o. Adicionalmente,
ressaltamos que conforme previsto na Lei no. 11.784, de 08 de outubro de 2008 (Lei
Arouca), que regulamenta os procedimentos para o uso cientifico de animais, € funcdo
da CEUA zelar pelo cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspegoes
periodicas nos locais de pesquisa.

Duragdo do Projeto: 08/06/2017 - 08/12/2017

N de Animais Especie

43 Rato Wistar

Total de Animais: 43

Atenciosamente,

Comiss3o de Etica no Uso de Animais(CEUA)
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