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RESUMO

A osteoartrite € uma doenca lentamente progressiva e degenerativa que atinge
varias articulagbes do corpo humano, incluindo a ATM. A engenharia tecidual tem
avancado no sentido de reduzir os defeitos osteocondrais e regenerar essa
articulacéo. Foram utilizados no estudo 19 coelhos, dos quais 18 tiveram os discos
articulares da ATM removidos, com o intuito de induzir osteoartrite. Os animais foram
divididos em 3 grupos com 6 cobaias: grupo A, onde 5 coelhos realizaram 1
infiltracdo na articulacdo direita com rhGH (0,5Ul/kg) e na esquerda com NaCl
(0,9%) em 14 dias; grupo B, onde 5 coelhos realizaram 1 infiltracdo na articulacéo
direita com rhGH (0,5Ul/kg) e na esquerda com NaCl (0,9%) em 14 e 21 dias; grupo
C, onde 5 coelhos realizaram 1 infiltracdo na articulacao direita com rhGH (0,5Ul/kg)
e na esquerda com NacCl (0,9%) em 14, 21 e 28 dias. O sexto coelho de cada grupo
nao recebeu infiltracdes e serviu como controle. O 19° coelho ndo foi operado e
serviu como controle de ATM normal. Os animais foram avaliados por tomografia
computadorizada cone beam e histologicamente. Os resultados demonstraram que,
tomograficamente, as articulacdes tratadas com 3 infiltracbes de NaCl 0,9% e o
grupo controle obtiveram maiores indices de osteoartrite (p<0,05). Na andlise
histologica, as articulagdes tratadas com rhGH apresentaram maior celularidade e
espessura tecidual no grupo A, no grupo B, as articulagées infiltradas com rhGH e
NaCl (0,9%) apresentaram maior celularidade e espessura que no grupo controle.

Quanto ao grau de severidade da osteoartrite, ndo houve diferenca estatistica.

Palavras-Chave: horm6nio do crescimento, ATM, osteoartrite.



ABSTRACT

Osteoarthritis is a slowly progressive degenerative disease affecting several
joints of the human body, including the TMJ. Tissue engineering has advanced to
reduce osteochondral defects and to regenerate the TMJ. Nineteen rabbits were
used in the present study. Eighteen of them had the articular discs of the TMJ
removed in order to induce osteoarthritis. The animals were divided into three groups
of six rabbits: group A - five rabbits treated with injections of rhGH (0.5 1U/kg) in the
right joint and NaCl (0.9%) in the left joint in 14 days; group B - five rabbits received
injections of rhGH (0.5 IU/kg) in the right joint and NaCl (0.9%) in the left joint in 14
and 21 days; and group C - five rabbits underwent injections of rhGH (0.5 1U/kg) in
the right joint and NacCl (0.9%) in the left joint in 14, 21, and 28 days. The sixth rabbit
of each group was the control and did not receive injections. The 19th rabbit was
used as a normal TMJ control and did not undergo surgery. The animals were
evaluated using cone beam computed tomography and histological examination. CT
showed that the joints treated with three injections of 0.9% NaCl and the control
group had higher rates of osteoarthritis (p < 0.05). Histological analysis revealed that
the joints treated with rhGH had higher tissue cellularity and thickness in group A,
whereas the joints treated with rhGH and NaCl (0.9%) had high tissue cellularity and
thickness in group B than in the control group. There was no statistical difference in

terms of degree of severity of osteoarthritis.

Keywords: growth hormone, TMJ, osteoarthritis.
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) € uma doenca lentamente progressiva e degenerativa que
pode envolver muitas articulacdes, inclusive a articulacdo temporomandibular (MAN
et al.,, 2009). A causa desta patologia pode ser devido a defeitos genéticos nas
moléculas da matriz, trauma direto nas superficies articulares ou ligamentos

associados (MOLLENHAUER, 2008).

Existem dois tipos de osteoartrite: primaria e secundaria. A osteoartrite primaria
possui etiologia desconhecida e aparece mais em pessoas idosas, sendo raramente
encontrada na ATM (articulacdo temporomandibular). A osteoartrite secundaria é
mais comum, tendo sua origem em outroS processos como trauma, desarranjos

internos ou doencas inflamatorias (ISBERG, 2005).

Os sinais e sintomas caracteristicos sao dor, rigidez, estalido articular,

crepitacdo articular e limitagcdo de movimento (DE BONT et al., 1997).

Os defeitos osteocondrais encontrados na osteoartrite permanecem sendo um
problema de dificil resolucdo. Atualmente, algumas terapias estdo sendo descritas
para proteger as superficies articulares do processo degenerativo, como 0 uso de
TGF-B (MAN et al., 2009), BMP-2 (SUZUKI et al.,2002), FGF-2 (TAKAFUJI et al.

2007) e acido hialurénico (AH) (XINMIN e JIAN, 2005).

Com o mesmo objetivo, alguns trabalhos demonstram os efeitos do horménio
do crescimento (GH) em tecido 0sseo e cartilagem articular (LIVNE et al., 1997 e

BAIL et al., 2003).
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O horménio do crescimento é uma pequena molécula protéica com 191
aminoacidos e peso molecular de 22.005, secretado na adeno-hipofise. Além do seu
efeito geral sobre a estimulacdo do crescimento, o GH também exerce efeitos
metabdlicos especificos como aumento da velocidade de sintese protéica em todas
células do organismo; aumento da utilizacdo de acidos graxos para producdo de
energia; e reducao da velocidade de utilizacdo da glicose em todo organismo. Desta
forma, o horménio do crescimento aumenta as proteinas corporais, utiliza as

reservas de gordura e preserva os carboidratos (GUYTON, 1997).

A estimulacdo da cartilagem e do osso sdo os efeitos mais evidentes do
horménio do crescimento. O GH aumenta a deposicdo de proteinas pelas células
condrociticas e osteogénicas que promovem o crescimento do osso (GUYTON,

1997).

Alguns trabalhos relataram a efetividade do GH na cicatrizacdo de defeitos
osteocondrais (BAIL et al., 2003) e uma maior proliferacdo celular (CHRISMAN,
1975 e LIVNE et al.,, 1997), demonstrando efeitos promissores do horménio na

regeneracao 0ssea e cartilaginosa.
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2 JUSTIFICATIVA

A osteoartrite ndo possui aparéncia uniforme nem patogénese Unica
(MOLLENHAUER, 2008). Varias terapias sdo propostas para controlar os sinais e
sintomas desta patologia. A farmacologia tem avancado muito tanto no controle da
dor como na tentativa de estagnacdo e reversdo dos defeitos osteocondrais

proporcionados pela osteoartrite.

Estudos tém demonstrado acdo do horménio do crescimento na cicatrizagdo de
defeitos osteocondrais caracteristicos de OA. Estes resultados vislumbram a
possibilidade da reducdo de ruidos articulares e principalmente da dor associada a

esta patologia.

Este estudo € importante para observarmos se a adi¢ao intra-articular de GH na
ATM pode gerar uma neoformacédo tecidual que proporcione a reducdo destes

sinais.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

- Avaliar se a infiltracdo intra-articular de horménio do crescimento reduz os

defeitos osteocondrais de uma osteoartrite de ATM induzida em coelhos.



19

3.2 ESPECIFICOS

- Comparar histologicamente o grau de severidade da osteoartrite das
articulagbes temporomandibulares de coelhos, apds a infiltracdo intra-articular de
rhGH (horménio do crescimento recombinante humano) na ATM direita e NaCl

(cloreto de sodio) 0,9% na ATM esquerda em 21, 28 e 35 dias.

- Comparar tomograficamente o grau de severidade da osteoartrite das
articulagbes temporomandibulares de coelhos, apds a infiltracdo intra-articular de

rhGH na ATM direita e NaCl 0,9% na ATM esquerda em 21, 28 e 35 dias.

- Comparar as articulacées dos coelhos que sofreréo infiltracdo de rhGH e NaCl
0,9% com as articulagdes que nédo sofrerdo infiltracdo, afim de observar a diferenca

no processo cicatricial.

- Observar se algum animal desenvolvera anquilose da articulacédo

temporomandibular.



4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 ARTICULACAO TEMPOROMANDIBULAR

20

Aproximadamente na 10® semana de vida intra-uterina surgem 0s primeiros

indicios dos constituintes da futura articulacdo temporomandibular (BHASKAR,

1989).

A ATM (Figuras 1 e 2) € uma articulacdo sinovial biaxial complexa que realiza

movimentos de rotacdo e translacdo (FIGUN e GARINO, 1988). Esta diartrose &

composta por cébndilo mandibular, fossa mandibular, disco, capsula e ligamentos

acessorios (DUBRUL, 1991).

Figura 1: Visdo lateral da ATM.
Fonte: Okeson (1992).
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Figura 2: Viséo Frontal da ATM.
Fonte: Okeson (1992).

O coéndilo mandibular ao nascimento € arredondado e com uma espessa
camada de cartilagem na superficie. Com a maturidade, ele adquire a forma ovalada
coberta por fibrocartilagem (AVERY, 2001). Anatomicamente, o condilo apresenta 2
polos: o medial e o lateral, que representam o longo eixo condilar, perpendicular ao
plano do ramo. A distancia entre os polos é de aproximadamente 15 a 20 mm,

enquanto que a porcao antero-posterior mede de 8 a 10 mm (DUBRUL,1991).

A fossa mandibular é formada por uma eminéncia na por¢ao anterior e por uma
cavidade na parte inferior do osso temporal (Figura 3). A parede anterior forma um
tubérculo para o deslizamento condilar em abertura bucal. Na parede posterior esta
a fissura petrotimpénica. Em repouso, o condilo mandibular fica posicionado na

fossa (AVERY, 2001).
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Figura 3: Condilo em repouso na fossa mandibular (MF). Anteriormente a ele a eminéncia articular
(AE).
Fonte: Okeson (1992).

O disco articular é um tecido fibroso bicéncavo que divide a ATM em
compartimentos superior e inferior (BHASKAR, 1989). Este disco se insere na
porcdo anterior e posterior da superficie interna da capsula, médio-lateralmente esta
inserido nos polos condilares. Posteriormente também estéd frouxamente conectado
ao tecido retrodiscal, e anteriormente, a algumas fibras do feixe superior do musculo
pterigoideo lateral (DUBRUL, 1991). O disco articular cumpre papel amortecedor dos

impactos dos movimentos mandibulares (Figura 4).
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PB

AB

Figura 4: Disco articular com formato biconcavo.
Fonte: Okeson (1992).

A capsula articular (Figura 5) € um envoltorio fino e frouxo preso superiormente
na circunferéncia da superficie articular cranial e inferiormente no colo do coéndilo
mandibular (GRAY, 1946). A capsula fecha a articulacéo e é reforcada externamente

pelo ligamento temporomandibular. Internamente é revestida pela membrana

sinovial (AVERY, 2001).

N \\\. S \
NANY SN\ \\\\ \*\\\\\\\\\\ ==

A

N —— N —

Figura 5: Céapsula articular.
Fonte: Okeson, 1992.



Os ligamentos acessorios séo: ligamento temporomandibular,

esfenomandibular e estilomandibular. Eles possuem a funcdo de proteger a

articulacao, limitando os movimentos condilares (DUBRUL, 1991).

Histologicamente, a superficie articular do condilo e dos ossos longos

apresentam diferencas. Nos 0ssos longos as células cartilaginosas sdo organizadas
em fileiras longas a medida que se aproximam do tecido 6sseo, enquanto que nos
condilos elas ficam espalhadas (Figura 6). Em relacdo a plasticidade bioldgica,
ambos os tipos de condroblastos calcificam na juncdo osso/cartilagem, formando
novo tecido 0sseo. Essa habilidade de modificar a forma dos condilos através de

remodelacdo 6sseo-cartilaginosa permite adaptacdo ao estresse funcional (AVERY,

2001).
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Figura 6: Configuragéo celular do osso longo e do céndilo mandibular.
Fonte: Avery, 2001.

Singh e Detamore (2009) relatam que a cartilagem articular da ATM é formada

por um tecido viscoelastico com matriz extracelular heterogénea, o que reflete na

capacidade de resposta a demanda funcional. A superficie articular é didaticamente
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dividida em 4 zonas: zona fibrosa, zona proliferativa, zona de maturacdo e zona

hipertrofica (Figura 7).
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Figura 7: (A) Esquema da anatomia da ATM. (B) Diviséo da superficie articular em zonas.
Fonte: Singh e Datamore (2009).

Em relacdo ao modelo animal utilizado em estudos de ATM, s&o encontrados
na literatura trabalhos com diversos animais. Segundo Weijs e Dantuma (1981), o
coelho da raca Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) apresenta a articulacdo mais

proxima da ATM humana anatomica e funcionalmente.
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4.2 OSTEOARTRITE

A osteoartrite é caracterizada pela deterioracdo das superficies articulares, e
simultaneo remodelamento do osso adjacente. A degeneracdo e a destruicdo das
superficies articulares ocorrem quando 0S processos reparativos ndo conseguem

manter o0 mesmo ritmo que as mudancas degenerativas (NITZAN, 2003).

Esta patologia ndo possui uma aparéncia uniforme nem uma patogenia Unica.
A doenca é clinicamente caracterizada por dor e disfuncdo, geradas por alteracdes
das superficies articulares, tais como irregularidades ou perda da cartilagem articular

e remodelacao do osso subcondral (MOLLENHAUER, 2008).

Uma série de fatores podem levar a estrutura cartilaginosa a um colapso. As
alteracbes de lubrificacdo articular sdo causadas pela quebra no equilibrio
biomecéanico. Em uma ATM normal, as superficies articulares e o disco sao cercados
por uma superficie ativa de fosfolipideos, protegidos por acido hialurénico. Em uma
situacdo patoldgica de sobrecarga, ocorre a hipdxia tecidual e a geracéo de radicais
livres que inibem a sintese e degradam o acido hialurénico, desprotegendo desta
forma a superficie articular de enzimas como a fosfolipase A2, que agira quebrando
essa camada de fosfolipideos (Figura 8). Esta falta de protecdo articular reduz a
viscosidade do liquido sinovial, gerando fenGmenos de adesdo de disco,

deslocamento de disco e osteoartrite (NITZAN, 2003 e TANAKA et al., 2008).
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Figura 8: Mecanismo de desprotecao articular sob sobrecarga.
Fonte: Tanaka, 2008.

Fatores sistémicos também contribuem na sintomatologia e progressdo da
osteoartrite. Condi¢cdes inflamatérias como artrite reumatoide e psoriase artropatica
apresentam caracteristicas osteoartriticas em varias articulagdes do corpo humano,
inclusive da ATM (SIDEBOTTOM e SALHA, 2012; DERVIS e DERVIS, 2005 e
MELCHIORRE et al., 2003). Estas patologias apresentam como sinais e sintomas:
ruidos na articulacdo, dor em funcao, rigidez matinal e limitacdo de abertura bucal.
Em alguns casos, o agravamento destas patologias leva a anquilose articular

(KOBAYASHI et al., 2001 e SIDEBOTTOM e SALHA, 2012).

Com relacao ao diagnéstico de osteoartrite (Figura 9), Rando e Waldron (2012)
consideram algumas caracteristicas morfolégicas como indicio da doenca, incluindo
porosidade (as vezes associada com cistos subcondrais), formagdo de ostedfito
(neoformacdo Ossea além dos limites lineares do tecido 0sseo), alteragdo de
contorno articular e ossificacdo da superficie articular, caracteristico no contato 0sso
/ 0sso. Os autores consideram que a ossificacdo de forma isolada ndo € um sinal de
osteoartrite, mas quando conjugada com outro sinal descrito pode ser considerado

OA.
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Figura 9: Exemplos de diferentes expressdes de osteoartrite: leve, moderado e severo.
Fonte: Rando e Waldron (2012).

De maneira complementar ao exame clinico, muitas vezes o exame de imagem
atua como diagnostico diferencial e final das patologias de ATM (ALEXIOU et al.,
2009). Algumas técnicas tém sido utilizadas para avaliacdo da ATM, entre elas a
radiografia panoramica (WINOCUR et al., 2010), ultrasonografia (BAS et al., 2011 e
MANFREDINI e GUARDA-NARDINI, 2009), ressonancia magnética (PIANCINO et
al., 2012 e IWASAKI et al., 2012), tomografia computadorizada convencional (LEE et

al.,, 2011 e MOYSTAD et al.,, 2008) e tomografia computadorizada cone beam
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(BARGHAN et al.,, 2012; PONTUAL et al., 2012, PALCONET et al, 2012

CEVIDANES et al., 2010 e ALEXIOU et al., 2009).

Alexiou et al. (2009), realizaram estudo com 71 pacientes de varias idades (de
20 a 75 anos) com algum grau de osteoartrite. Foi realizada TC (tomografia
computadorizada) cone beam da ATM dos pacientes e foi observado que a
severidade da osteoartrite era maior nos doentes de maior idade, caracterizando

assim, a OA como uma doenca progressiva (Figura 10).

Figura 10: Aplainamento e reabsor¢éo condilar de uma paciente de 75 anos.
Fonte: Alexiou et al., 2009.

Hussain et al. (2008) realizaram uma revisdo sistematica comparando 0s
métodos de imagem para avaliacdo de erosdes e ostedfitos, e consideraram a
tomografia sagital corrigida axialmente o melhor método. A tomografia cone beam foi
considerada uma excelente opcdo a primeira, por apresentar alta qualidade de
diagnéstico e uma dose de radiacdo menor que a tomografia computadorizada

convencional.
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Em relacdo ao tratamento da osteoartrite ndo ha um consenso na literatura.
Sidebottom e Salha (2012) sugerem o controle da dor com antiinflamatérios nao
esteroidais e placas oclusais (KURT et al. 2011) como primeira escolha de
tratamento destes pacientes, seguido de artrocentese (MACHON et al.,, 2011 e
NITZAN et al., 2006) e cirurgia aberta para os casos nao responsivos. Rashid et al.

(2012) também relatam bons resultados com fisioterapia.

A bioengenharia tecidual tem avancado muito com o intuito de estagnar a
progressao da osteoartrite e regenerar os defeitos 6sseo-cartilaginosos deixados por
ela. A utilizacdo de fatores de crescimento e arcaboucos prometem reduzir os
sintomas da OA e criar condi¢cbes favoraveis para uma neoformacao tecidual

adequada (WANG e DETAMORE, 2007).

Man et al., (2009) realizaram perfuracdo no disco articular de 24 coelhos para
induzir osteoartrite. A articulacdo direita seria tratada com TGF-B (transforming
growth factor-beta), e a esquerda com soro fisiolégico. Os resultados demonstraram
uma menor severidade da OA na articulacdo experimental, onde a camada
superficial se apresentou mais espessa que na articulagdo controle em 12 e 24 dias
(Figuras 11 e 12). Agrecan e colageno tipo Il também foram mais encontrados no

grupo experimental em 12 dias.
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Figura 11: (A e B) Articulacdo experimental em 12 dias, com maior
espessura de cartilagem articular e celularidade. (C e D) Articulacéo
controle em 12 dias, com menor espessura de cartilagem articular e
baixa celularidade.

Fonte: Man et al. (2009).

Figura 12: (A e B) Articulag@o experimental em 24 dias, com maior
espessura de cartilagem articular e celularidade. (C e D) Articulacio
controle em 24 dias, com menor espessura de cartilagem articular e
baixa celularidade.

Fonte: Man et al. (2009).
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Suzuki et al. (2002) realizaram um estudo onde foi feita uma perfuracéo de 2
mm de didmetro em coéndilo de coelhos, e aplicado rhBMP-2 (recombinant human
bone morphogenetic protein-2) com coldgeno em diferentes doses. Em 3 semanas
foi observado que a cavidade havia sido coberta por tecido cartilaginoso nas doses
mais altas, e por tecido fiboroso nas doses mais baixas. Os autores concluiram que
BMP-2 é atil na regeneracédo da superficie articular da ATM.

Takafuji et al. (2007) observaram a cicatrizacdo de um defeito de 10mm3 criado
no céndilo mandibular de 12 coelhos. Estes animais foram divididos em 4 grupos de
tratamento, onde a cavidade foi preenchida com colageno, colageno com 0,1 ug de
FGF-2 (fibroblast growth factor 2), colageno com 1 pg de FGF-2 e sem
preenchimento. Os autores relataram que em 3 semanas, as cavidades preenchidas
com colageno e 0,1 pug FGF-2 foram totalmente preenchidas por tecido cartilaginoso
(Figura 13), enquanto que no grupo com colageno e 1 pg de FGF-2 as cavidades
apresentavam parcialmente cobertas com cartilagem e fibrose (Figura 14). O grupo
que foi tratado apenas com coldgeno nao apresentou resquicio de cartilagem,
apenas tecido mole (Figura 15). No grupo sem tratamento ndo foi observado reparo

(Figura 16).

2N P
Figura 13: Condilo tratado com colageno e 0,1 pg de FGF-2.
Fonte: Takafuji et al. (2007).
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Figura 14: Condilo tratado com colageno e 1 pug de FGF-2.
Fonte: Takafuji et al. (2007).
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Figura 15: Condilo tratado com colageno.
Fonte: Takafuji et al. (2007).
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Fonte: Takafuji et al. (2007).
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Xinmin e Jian (2005) induziram osteoartrite na ATM de coelhos com MMP-1
(matrix metaloproteinase-1) e dividiram os animais em 3 grupos de tratamento:
artrocentese, viscossuplementacdo com acido hialurénico (AH), e artrocentese mais
viscossuplementacdo. Os resultados demonstraram uma menor severidade de
osteoartrite nos grupos tratados com viscossuplementacdo de AH e artrocentese

somada ao AH.
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O horménio do crescimento ou somatropina é produzido na glandula pituitaria

anterior (Figura 17) e possui como fungbes principais o crescimento, principalmente

via secre¢ao de IGF-I (insuline-like growth factor-1), um fator de crescimento

peptidico induzido pelo GH e produzido em varios érgéaos, principalmente no figado

(MARTINELLI JR. et al., 2008). Também age no metabolismo dos carboidratos,

proteinas e lipidios (VANDER et al, 2001).
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Figura 17: Glandula pituitaria, onde é produzido o GH.

Fonte: Vander et al. (2001).

A producédo de GH é estimulada e inibida por multiplos reguladores externos e

internos. Estimulos para a liberagdo de GH incluem hipoglicemia, niveis elevados de

insulina, stress, exercicio e sono profundo. Em criancas, os periodos de crescimento

rapido funcionam como estimulos fortes para a liberacdo do horménio. Os inibidores
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da liberacdo do GH incluem hiperglicemia, obesidade e aumento dos niveis de
glicocorticéides (ELIJAH et al., 2011).

O hormonio do crescimento é indicado no tratamento do nanismo ou deficiéncia
no crescimento, decorrente da secrecdo diminuida ou auséncia do horménio de
crescimento endogeno (DAHLGREN et al., 2011 e DEODATI E CIANFARANI, 2011).
Também ha relatos na literatura de bons resultados no tratamento da lipodistrofia
(MOYLE et al., 2004; SIVAKUMAR et al., 2011) e caquexia (GELATO et al., 2007)
associada ao HIV.

Nos ultimos anos o horménio do crescimento tem sido estudado em alguns
trabalhos que abordam a cicatrizacdo Ossea e articular. Isaksson et al. (1991)
relataram que os estudos tém demonstrado in vitro o estimulo do GH e IGF-I as
culturas de condrdécitos. Ohlsson et al. (1998), em reviséo de literatura, observaram
nos estudos in vitro e in vivo que o horménio do crescimento € um importante
biomodulador da plasticidade bioldgica, agindo na formacao e reabsorcao 6ssea. O
aumento da formacdo 6ssea ocorre em 2 vias: via uma interacdo direta com 0s

receptores de GH nos osteoblastos e via inducao de IGF-I.
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4.3.1 ACAO NO TECIDO OSSEO

Eriksen et al. (1996), em revisédo de literatura, descreveram diversos efeitos do
GH no tecido 6sseo. Os autores concluiram que o horménio do crescimento exerce
pronunciados efeitos ndo apenas no crescimento 0sseo, mas também em seu
remodelamento. Uma Unica dose de GH dada por 7 dias pode ativar a remodelacéo

Ossea por mais de 6 meses.

Millis et al. (1998) observaram os efeitos da somatropina (2mg/dia por 42 dias)
recombinante canina na cicatrizacdo de osteotomia realizada no osso radio de 8
cées beagle (4 cdes do grupo controle e 4 caes do grupo teste). Os resultados
demonstraram cicatrizacdo mais avancada no grupo teste em relacdo ao controle
analisada por radiografia. Uma densidade 6ssea duas a cinco vezes maior no grupo

tratado com somatropina foi observada.

Raschke et al. (1999) avaliaram os efeitos do hormdénio do crescimento
recombinante suino em porcas Yucatan submetidas a distracdo osteogénica. Os
resultados demonstraram que a carga para ruptura sob tor¢céo e a rigidez torcional
foram 131% e 231% maior no grupo teste, respectivamente, o que demonstra que o
GH acelera a regeneracao 6ssea. Os niveis séricos de IGF-I, fatores de crescimento

peptidicos promovidos pelo GH, aumentaram 440% no grupo teste.

Raschke et al. (2001) estudaram 24 porcos com defeito 6sseo de 1cm na tibia.
Um grupo recebeu horménio do crescimento recombinante suino, e outro grupo
recebeu placebo. A carga para ruptura sob tor¢cdo foi 70% maior no grupo de
animais que receberam o horménio. A rigidez torcional também foi maior no grupo

teste. O nivel sérico de IGF-I aumentou 382% nos animais que receberam o
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horménio, e reduziu 69% no grupo controle. Os autores consideraram o GH um
mecanismo para estimular a cicatrizacao da fratura, resultando em maior resisténcia

mecanica e rigidez do calo.

Bail et al. (2002) analisaram o efeito do hormonio do crescimento recombinante
suino (100ug/kg) em porcos Yucatan em distracdo osteogénica de tibia e fibula. Os
10 animais do grupo teste receberam injecdo diaria do hormonio, enquanto os 10
animais do grupo controle receberam cloreto de sédio como placebo, ambos por 25
dias. Em andlise histomorfométrica foi observado uma formacao de calo ésseo maior
no grupo teste, porém sem diferenca na estrutura do calo nos 2 grupos. Os animais
gue receberam as doses do horménio apresentaram grande ossificacdo durante a
distracdo. Os autores consideraram o horménio do crescimento uma boa ferramenta

para acelerar a maturacédo éssea no processo reparador.

Kolbeck et al. (2003) observaram a cicatrizacdo 6ssea de 24 porcos Yucatan
que tiveram as tibias do lado esquerdo osteotomizadas e estabilizadas com placa de
fixacdo. Os 24 animais foram divididos em 2 grupos de 12, onde um grupo recebeu
solugdo salina e o outro recebeu 100ug/kg de hormdnio do crescimento
recombinante suino, em inje¢des subcutaneas diarias por 4 semanas. Os resultados
demonstraram que a carga para ruptura sob torcdo e a rigidez torcional foram 91% e
61% maior no grupo teste, respectivamente. Em analise histomorfométrica foram
observadas maior formacdo de calo 0sseo e maior area de mineralizacdo nos

animais que receberam o hormonio. A densidade 6ssea foi similar nos grupos.

Yang et al. (2012), em revisdo sistematica do uso do horménio do crescimento

em fraturas de quadril, constataram que a utilizacdo do GH pode ser efetiva no
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tratamento destas fraturas, mas devido a baixa evidencia, sugeriu mais estudos a

respeito do tema.
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4.3.2 ACAO NAS ARTICULACOES

Chrisman (1975) realizou estudo experimental em coelhos, onde foram criados
diversos tipos de defeitos na cartilagem patelar. Os animais receberam tratamento
com salicilato de sodio, hormoénio do crescimento e salicilato associado ao horménio.
O grupo controle ficou sem receber medicacdo. Os resultados demonstraram que
sob o estimulo do horménio do crescimento, a contagem de células quase dobrou
em comparacao ao grupo controle, o conteltdo de DNA aumentou e a qualidade
histol6gica da matriz foi aumentada. A adicdo de salicilato de sédio ao horménio

aumentou levemente a contagem de células e a marcag¢do da matriz.

Halbrecht et al. (1990) imobilizaram os membros posteriores do lado esquerdo
de 72 coelhos causando degeneracdo articular do céndilo femoral. Metade dos
coelhos recebeu 1mg/kg IM de horménio do crescimento humano 5 vezes por
semana. A outra metade recebeu o0 mesmo protocolo de solucdo salina. Apés 4
semanas, as articulacdes foram remobilizadas em metade dos coelhos dos grupos e
a outra metade foi eutanasiada. Os coelhos remanescentes permaneceram Vivos
mais 4 semanas até a eutanasia. O codndilo femoral dos coelhos recebeu anadlise
bioquimica, biomecanica e histoldégica. Os resultados demonstraram que nas 4
primeiras semanas, com 0s animais imobilizados, ndo houve diferenga entre os
grupos. Os animais apresentaram formacdo de osteofitos e irregularidades na
superficie articular. Apés a remobilizacdo, em 8 semanas, foram notadas algumas
diferencas. Os coelhos do grupo teste apresentaram menor grau de deformacéo a
carga, melhor pigmentagdo da matriz, maior conteido de proteoglicanos e uma

tendéncia de cartilagem mais espessa e rigida em relacéo ao grupo controle.
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Livne et al. (1997) realizaram cultura com coéndilos mandibulares de
camundongos velhos (20 meses) com osteoartrite. A cartilagem condilar da cultura
controle (48 horas) dos camundongos revelou irregularidades e fissuras, tipicas de
OA ao longo da superficie articular. Condrécitos achatados foram vistos nesta regiao
e 0 resto da cartilagem continha poucos condrdcitos circundados por regibes de
matriz acelular. A adicdo de GH recombinante de rato na cultura resultou em
hipertrofia da camada de condrécitos da superficie articular. Os autores concluiram
que a superficie articular de ratos com OA responderam in vitro a adicdo de GH
através da proliferacdo de células, sintese de proteoglicanos e possibilidade de

melhor mineralizacéo.

Visnapuu et al. (2001) localizaram receptores de GH e IGF-I no coéndilo
mandibular de ratos entre 1 e 21 dias de idade através de analise
imunohistoquimica. Foram encontrados receptores de IGF-I na superficie articular. O
GH néo esteve presente na superficie articular, e ficou bem marcado no 0sso
subcondral. Os autores recomendaram estudos com ratos mais velhos para avaliar a

presenca de IGF-1 e GH no condilo mandibular.

Bail et al. (2003) avaliaram o uso de horménio do crescimento recombinante
suino (r-pGH) na cicatrizacdo de defeitos osteocondrais do céndilo femoral de
porcos. Foi criado um defeito de 6 mm de didmetro e 1,5 mm de profundidade no
0sso subcondral dos animais. Foram utilizados 48 porcas Yucatan fémeas maduras
divididas em 2 grupos. O grupo controle (n = 24) recebeu cloreto de sddio (placebo),
e 0 grupo de tratamento (n = 24) recebeu 100 pg/kg de r-pGH. Os animais
receberam as injecdes subcutaneas diariamente até o dia do sacrificio em 4 e 6
semanas. Em 4 semanas os autores ndo encontraram diferengas entre o grupo de

tratamento e o placebo, o0s defeitos osteocondrais criados estavam
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predominantemente cobertos por tecido fibroso. Em 6 semanas observou-se maior
preenchimento da cavidade com osso neoformado no grupo de tratamento,
enquanto no grupo controle as cavidades eram similares as das 4 semanas. A
formacdao de tecido fibroso e cartilaginoso também mostrou melhores resultados com
o uso de r-pGH, porém sem diferenca significativa. Os autores concluiram que a
utilizacdo de horménio do crescimento pode acelerar a cicatrizacdo de defeitos
osteocondrais através da estimulacdo a formacédo de tecido 6sseo e cartilaginoso

sem a necessidade de abrir a articulacao.

Ramirez-Yafiez et al. (2004) observaram os efeitos do hormoénio do crescimento
na cartilagem do condilo mandibular de ratos. Foram analisados 6 ratos andes, 6
ratos normais (ambos como controle) e 6 ratos andes com 2 suplementacdes diarias
de GH (660ug/kg) por 6 dias. Os resultados demonstraram maior atividade mitotica
nos animais que receberam a suplementacdo com GH, entretanto foram observados
atraso na maturacdo celular da cartlagem do condilo mandibular, e menor

espessura da cartilagem.

Kim et al. (2010) realizaram experimento com 30 coelhos divididos em 3
grupos, onde foram induzidos osteoartrite na articulacdo do joelho. O grupo 1
recebeu 1 infiltracdo semanal de soro fisioldgico por 4 semanas. O grupo 2 recebeu
1 infiltracdo semanal de acido hialurénico (6 mg) por 4 semanas. O grupo 3 recebeu
1 infiltracdo semanal da associacédo de AH (0,6 mg) e hormdnio do crescimento
recombinante humano (3 mg). Os resultados demonstraram que 0 grupo 3
apresentou um menor escore de OA em relacdo ao grupo 1 e 2 (Figura 18),

demonstrando uma melhor acdo do GH associado ao AH no controle da osteoartrite.
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Figura 18: Graus de severidade osteoartritica da cartilagem patelar de coelhos. O G1
tratado com solucgédo salina. O G2 tratado com AH. O G3 tratado com AH/GH.
Fonte: Kim et al. (2010).
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5 METODOLOGIA

5.1 RESPALDO ETICO

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS sob protocolo n® 0086/10 (ANEXO A) e pelo

Comité de Etica para Uso de Animais sob protocolo n° 10/00217 (ANEXO B).

Os principios éticos relacionados a experimentacdo animal foram regidos pela
lei n°11.794 da Constituicdo Federal de 08 de outubro de 2008 e pela resolucédo n°

714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria de 20 de junho de 2002.



5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Desenho experimental de boca dividida.
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5.3 AMOSTRA

Foram utilizados no estudo vinte e trés coelhos machos adultos jovens, com 4
meses de idade, pesando entre 2,5 e 3,1 kg (média de 2,7kg) da raca Nova Zelandia
(Oryctolagus cuniculus), obtidas comercialmente (Pegoraro & Pegoraro LTDA / Feliz
- RS) e mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Cada animal ficou em uma gaiola padrdo, de 60 cm de largura, 60 cm
de altura e 45 cm de profundidade em ambiente com temperatura entre 15° e 21°
celsius e umidade relativa do ar de 45 a 55 % (Figura 19). O ambiente foi iluminado
artificialmente com ciclo claro/escuro de 12 horas. A alimentacéo foi realizada com
agua e racdo pelitizada ad libidum com adicao de fibras 3 vezes por semana. Os
animais tiveram ambientacdo de 7 dias previamente ao procedimento cirargico. O
tamanho da amostra foi baseado em trabalhos similares encontrados na literatura

(MIYAKE et al., 1994 e DIMITROULIS e SLAVIN, 2006).

Figura 19: Gaiola dos animais.
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5.4 GRUPOS DO EXPERIMENTO

Foram utilizados no estudo 23 animais, dos quais 4 foram descartados devido a
infeccdo no periodo pos-operatorio. Os 19 animais restantes foram divididos em 3
grupos de 6 coelhos operados mais 1 coelho controle ndo operado. Os animais
operados passaram 14 dias em funcdo mastigatéria sem os discos articulares para a
inducao da osteoartrite. ApGs esse periodo iniciaram-se 0s protocolos experimentais,

com infiltracdo de rhGH (Saizen®, Laboratério Merck) e NaCl 0,9% (Texon ®).

No primeiro grupo de animais (grupo A), 5 coelhos receberam 1 infiltracao intra-
articular de rhGH (0,5Ul/kg) na ATM direita e soro fisiolégico (NaCl 0,9%) na ATM
esquerda em 14 dias. O sexto coelho ndo recebeu infiltracdes. A eutanasia ocorreu

em 21 dias.

No segundo grupo de animais (grupo B), 5 coelhos receberam 1 infiltracédo
semanal intra-articular de rhGH (0,5Ul/kg) na ATM direita e soro fisiol6gico (NaCl
0,9%) na ATM esquerda em 14 e 21 dias. O sexto coelho n&o recebeu infiltracdes. A

eutanasia ocorreu em 28 dias.

No terceiro grupo de animais (grupo C), 5 coelhos receberam 1 infiltracdo
semanal intra-articular de rhGH (0,5Ul/kg) na ATM direita e soro fisiolégico (NaCl
0,9%) na ATM esquerda em 14, 21 e 28 dias. O sexto coelho nédo recebeu

infiltragbes. A eutanasia ocorreu em 35 dias.

O coelho nédo operado ndo sofreu infiltragdes, e serviu como controle em

relacdo as articulacdes operadas.



Tabela 1: Cronograma de infiltracdes:
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DISCECTOMIA 1° INFILTRAGAO

2° INFILTRACAO

3° INFILTRACAO

1°DIA A,BeC

14° DIA A, BeC

21°DIA

BeC

28° DIA
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5.5 PROTOCOLO ANESTESICO DOS ANIMAIS

O protocolo anestésico foi iniciado com a medicacdo pré-anestésica para
tranquilizacdo do animal e realizacdo da tricotomia. Foi administrado por via
intramuscular cetamina 15mg/kg, midazolam 1mg/kg e meperidina 5mg/kg. A
inducdo da anestesia geral foi realizada com Isoflurano 5% em O, 100%, através de
mascara facial. Ao se observar a perda do reflexo de retirada do membro anterior, foi
realizada a entubacédo orotraqueal, para manutencdo da anestesia inalatéria (Figura
20). Foram aferidos os seguintes parametros anestésicos: frequéncia cardiaca e
respiratoria, capnometria, oximetria e temperatura retal (Figura 21). A profilaxia
antibiotica foi realizada imediatamente antes da cirurgia, com a administracdo

intramuscular de enrofloxacino 5mg/kg.

Figura 20: Entubacao orotraqueal.



GENERAL

Figura 21:

SE—
Controle dos sinais vitais do animal no procedimento cirdrgico.
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5.6 PROTOCOLO CIRURGICO PARA A INDUCAO DA OSTEOARTRITE

Previamente ao ato cirdrgico foi realizada, com maquina (Oster ®),

tricotomia na regido pré-auricular bilateral com o animal sedado (Figura 22).

Foi realizada anti-sepsia da area cirdrgica com digluconato de clorexidine
2% (Riohex, Laboratorio Rioquimica ®) previamente a aposicdo do campo cirdrgico
fenestrado. A localizacdo da incisdo da pele foi marcada com azul de toluidina. Uma
lamina 15 (B. Braun ®) foi utilizada na incisdo vertical de 2 cm realizada na pele 3
mm atras do processo zigomatico-temporal. Os planos foram divulsionados com
Tesoura de Matsembaum até a exposicdo da sutura zigomatico-escamosa e a
capsula (Figura 23). Uma incisdo horizontal com lamina 15 foi realizada na capsula,
e o disco articular foi removido com descolador periostal, pingca hemostéatica e lamina
de bisturi ndmero 11(B. Braun)(Figuras 24 e 25). Os planos internos foram
suturados com fio de Vicryl 4.0 (Ethicon ®)(Figura 26) e a pele foi suturada com fio
de Nylon 5.0 (B. Braun ®)(Figura 27). Ambas as articula¢cdes temporomandibulares
foram operadas. O tempo cirdrgico variou entre 40 e 63 minutos (média de 52

minutos) por animal.

Os animais receberam analgesia no poés-operatdério com cloridrato de
tramadol (2mg/kg) a cada 12h durante trés dias e enrofloxacino (5mg/kg) por 3 dias,

ambos por via intramuscular.

Durante o periodo poOs-operatorio os animais foram controlados em relagéo a
peso, alimentacdo e infeccdo. Foram descartados 4 animais do experimento por

terem apresentado abcesso na area operada. Os animais restantes mantiveram
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funcdo mastigatoria por 14 dias, induzindo desta forma, conforme alguns estudos
(MIYAKE et al.,, 1994; AYMAN E SHARAWY, 1996 e SHARAWY et al., 2003),

caracteristicas osteoartriticas na superficie articular.

Figura 22: Tricotomia pré-cirirgica.

Figura 23: Exposigéo cirirgica da ATM.



Figura 24: Remocao cirtrgica do disco articular.

vido.

Figura 25: Disco articular
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Figura 26: Sutura dos planos.

Figura 27: Sutura da pele.
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5.7 PROTOCOLO DE INFILTRACOES

Os animais foram sedados com Cetamina (15mg/kg) e midazolam (1mg/kg).
ApoOs constatada a sedacdo, foi realizada a antissepsia da articulacdo
temporomandibular com digluconato de clorexidine 2% (Riohex, Laboratério
Rioguimica ®). A ATM foi localizada através de palpacéo, sendo a articulacéo direita
infiltrada com 0,5 Ul/kg de GH (aproximadamente 0,3 ml), e a articulacdo esquerda
infiltrada com a quantidade correspondente em mililitros de NaCl 0,9% (Figuras 28 e

29).

Figura 28: Preparo das seringas de NaCl 0,9% e rhGH para infiltracéo.



Figura 29: Palpacao e infiltragdo do hormonio na articulagéo direita.
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5.8 PROTOCOLO DE EUTANASIA E BIOPSIA

A morte dos animais foi conduzida com o animal tranquilizado (conforme
protocolo citado anteriormente) por overdose anestésica de propofol (10mg/kg) e
posterior parada cardiaca com cloreto de potassio 10% (1ml/kg), ambos por via
intravenosa. As articulacbes foram dissecadas e removidas em bloco através de
osteotomia com broca esférica n°6, formao reto e martelo. Cada bloco de bidpsia da
amostra incluiu o coéndilo mandibular. A peca cirdrgica foi fixada em formol

tamponado a 10%.
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5.9 ANALISE TOMOGRAFICA

Os condilos foram retirados do formol e posicionados em uma plataforma de
isopor, onde 12 pecas foram alinhadas em semi-circulo para a aquisicdo da imagem
(Figuras 30 e 31). A primeira tomada foi realizada sem &agua, enquanto que a
segunda tomada foi realizada com agua no interior da plataforma, com o intuito de
simular os tecidos moles, cobrindo todas as pecas. Para facilitar a identificacdo dos
condilos na interpretagcdo das imagens, um mini-implante foi posto ao lado da
primeira peca da plataforma, deixando claro, desta forma, a ordem em que as pecas
foram posicionadas na mesma. O mesmo protocolo foi repetido 3 vezes, totalizando
36 condilos. A aquisicdo da imagem dos 2 condilos restantes foi realizada na mesma

plataforma (com agua e sem agua), porém apenas com as 2 pecas.

A interpretacdo das imagens foi realizada por 3 observadores cegos e
calibrados sob as mesmas condi¢cdes de iluminacdo através de 2 programas
distintos: CS 3D Imaging Software® e Planmeca Romexis Viewer ®. Foi realizada a
manipulacdo das imagens no sentido do longo eixo do céndilo para que o0s
avaliadores pudessem visualizar o sentido sagital da peca para classificar de acordo
com o escore estabelecido (Figuras 32, 33, 34, 35, 36 e 37)(Tabela 2). Os dados dos

escores foram preenchidos em ficha padréo (apéndice A).

A aquisicdo das imagens tomograficas foi realizada no aparelho Cone Beam

Planmeca Pro Max, com parametros de 60kv, 20mA e 200 Voxel (Figura 38).



Tabela 2: Grau tomografico da severidade da osteoartrite.

Andlise Tomografica do Céndilo Mandibular Escore
Normal 0
Irregularidade leve na superficie articular 1
Irregularidade moderada na superficie articular 2
Formacao de osteofitos 3
Alteracdo de contorno do céndilo 4

Figura 30: Insercéo das pecas cirdrgicas em uma plataforma de isopor.

Figura 31: Plataforma posicionada para a aquisicdo de imagem.
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Figura 32: Imagem tomogréfica de um céndilo com aparéncia normal (Planmeca Romexis Viewer ®).

Figura 33: Imagem tomografica de uma irregularidade leve (CS
3D Imaging Software®).



Figura 34: Imagem tomografica de uma irregularidade severa (CS 3D
Imaging Software®).

Figura 35: imagem tomogréafica sugestiva de ostedfito (CS 3D
Imaging Software®).
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Figura 36: Imagem tomogréfica sugestiva de alteracdo de contorno
condilar (CS 3D Imaging Software®).

Figura 37: Imagem tomografica com agua e sem &gua,
respectivamente (CS 3D Imaging Software®).
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Figura 38: Aparelho Planmeca Pro Max.
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5.10 ANALISE HISTOLOGICA

As pecas foram descalcificadas em Acido Nitrico 10%, com trocas diarias da
solucéo por 2 dias, para atingir uma consisténcia adequada para o corte. Apos a
descalcificacdo ocorreu 0 embebimento dos cbéndilos em parafina, ficando as pecas
armazenadas em blocos préprios para os cortes. Seccbes de 5 um de espessura
foram realizados no microtomo e corados com hematoxilina/eosina (HE). Para cada
peca, 3 cortes escolhidos aleatoriamente foram selecionados para a aquisicdo das

imagens no microscopio 6ptico em 4x e 10x.

As imagens foram avaliadas por 3 observadores cegos e calibrados quanto ao
grau histolégico de severidade da osteoartrite (Tabela 3), baseado nos critérios
utilizados por Man et al. (2009)(Figuras 39, 40, 41, 42, 43 e 44). Os dados foram

preenchidos em ficha padrdo (apéndice B).

O preparo das laminas foi realizado na Unidade de Patologia Experimental do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Tabela 3: Grau histolégico da severidade da osteoartrite.

Critério da cartilagem articular Escore
Normal 0
Irregularidades na superficie 1
Espessamento da cartilagem condilar 2
Adelgacamento da cartilagem condilar 3
Fissura na fibrocartilagem do céndilo 4

Perda total da cartilagem condilar 5




Figura 39: Cdndilo ﬁorhal — aumento de 4x (escore 0).

Figura 40: Irregularidade na su

perficie — aumento de 4x (escore 1).
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Figura 41: Espessamento da cartllagem condllar —aumento de 4x (escore 2).

Figura 42: Adelgac;amento da cartilagem condilar — aumento de 4x (escore 3).
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Figura 43: Fissura na fibrocartilagem do condilo (escore 4).

Figura 44: Perda total da cartilagem condilar (escore 5).
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5.11 ANALISE ESTATISTICA

Foram digitados os dados no programa Excel e posteriormente exportados
para o programa SPSS versdo 18.0 para analise estatistica. Foram descritos 0s
escores pela mediana, 0 minimo e 0 maximo e comparados entre grupos pelo teste
de Kruskal Wallis. Foi realizada uma transformacdo por postos da variavel e
posteriormente realizada um teste post-hoc de Tukey para detectar entre que grupos
existia a diferenca. Para comparar os escores entre os lados, dentro dos grupos foi
utilizado o teste de Wilcoxon. As variaveis peso e tempo cirurgico foram descritas
pela média. Foi considerado um nivel de significancia de 5% para o0s testes

realizados.
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6 RESULTADOS

Na analise do exame de imagem, foram observadas diferencas de avaliacao
conforme o programa utilizado na observacdo. Nos grupos A, B e controle, os
avaliadores classificaram a articulacdo direita (rhGH) com um maior grau de OA,
porém sem significancia estatistica. No programa CS 3D Imaging Software® foi
observado que as articulagbes tratadas com 3 infiltracbes de NaCl 0,9% (ATM
esquerda do grupo C) e o grupo controle obtiveram maiores indices de osteoartrite

com significancia estatistica (p<0,05)(Tabela 4).

Tabela 4.- Tabela das comparagfes dos valores obtidos na Anélise Tomografica do Condilo Mandibular entre e dentro dos grupos.

Tomografia A B C Controle p* p*
Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda  Direita  Esquerda

CS 3D Imaging 1 0 3 0 1 2 2 2
Software® com (0-2) (0-1) (0-3) (0-1) (1-2) (1-3) (0-2) (1-3) 0,266 0,011
agua

p** 0,083 0,063 0,317 0,157

CS 3D Imaging 1 0 1 1 1 1 2 2
Software® sem (0-2) (0-2) (0-2) (0-1) (0-2) (0-3) (0-2) (1-3) 0,860 0,373
agua

p** 0,999 0,564 0,999 0,655

Planmeca 1 0 2 1 1 1 4 1
Romexis Viewer  (0-2) (0-2) (0-3) (0-2) (0-2) (0-3) (0-4) (0-1) 0,579 0,383
® com agua

p ** 0,083 0,157 0,655 0,157

Planmeca 1 1 2 1 4 1 2 0
Romexis Viewer  (0-2) (0-2) (1-2) (0-1) (1-4) (0-2) (0-2) (0-0) 0,189 0,109
® sem agua

p ** 0,317 0,102 0,109 0,157

Os dados sdo apresentados pela mediana (minimo-maximo)
* Valor P obtido na comparacéo entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis
**Valor P obtido na comparacdo entre lado direito e esquerdo (dentro dos grupos) pelo teste de Wilcoxon

Na andlise histologica ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados

com rhGH, NaCl 0,9% e controle (Tabela 5) independente do niumero de infiltracdes.
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Tabela 5.- Tabela das comparagdes dos valores obtidos no critério da cartilagem articular entre e dentro dos grupos.

A B C Controle p* p*

Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda

Histologia 2 (2-4) 1(05) 2(23) 2(1-2) 2(15) 2(1-3) 3(23) 2(0-3) 0563 0,968
pr* 0,683 0,083 0,705 0,180

Os dados séo apresentados pela mediana (minimo-maximo)
* Valor P obtido na comparagao entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis
**Valor P obtido na comparacéo entre lado direito e esquerdo (dentro dos grupos) pelo teste de Wilcoxon

Na analise qualitativa dos cortes histologicos, podemos observar que no grupo
A (1 infiltracdo) foi visualizado uma maior celularidade e maior espessura de
cartilagem na ATM tratada com hormonio. A articulacédo tratada com NaCl (0,9%)
também apresentou uma maior reparo em relacdo ao grupo controle, porém menor

que no grupo do rhGH (Figura 45).

Figura 45: Maior espessura e celularidade no grupo rhGH (a) em relagdo aos
e controle (c).

grupos NacCl ,9% (b)

No grupo B (2 infiltracdes), os dois condilos tratados apresentaram celularidade
e espessura maior que no coelho controle, porém sem diferencas entre os grupos de

tratamento (Figura 46).

. . e

Gre 3 7 o] ‘
Figura 46: Maior espessura e celularidade nos grupos rhGH (a) e NaCl 0,9% (b) em relacdo a
grupo controle (c).
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No grupo C (3 infiltragdes) nao foi encontrado similaridade nas imagens, foram
observados cortes com variados graus de celularidade e espessura de cartilagem
nos cortes dos condilos direito, esquerdo e controle.

Em relacdo ao peso dos animais, a maioria dos coelhos aumentou ou manteve
0 peso. As cobaias ndo tratadas (grupo controle) dos grupos A, B e C apresentaram

perda de peso, mas mantiveram a funcéo (Tabela 6).

Tabela 6: Peso pré-cirlirgico e no momento da eutanasia dos animais

Peso Inicial Peso Final

Grupo A 2,5 kg 2,5kg

2,7 kg 2,9 kg

2,6 kg 2,8 kg

2,7 kg 2,7 kg

3,1kg 3,1kg

controle grupo A 2,8 kg 2,7 kg
Grupo B 2,5 kg 2,5kg
2,3 kg 2,5kg

2,5 kg 2,7 kg

2,7 kg 2,7 kg

2,6 kg 2,7 kg

controle grupo B 2,8 kg 2,7kg
Grupo C 2,6 kg 2,6 kg
3,0 kg 3,2 kg

2,8 kg 2,9 kg

2,6 kg 2,9 kg

2,9 kg 2,9 kg

Controle grupo C 2,5 kg 2,3 kg

Os escores tomograficos estdo descritos nas figuras 47 a 54. Os escores

histol6gicos estdo descritos nas figuras 55 e 56.
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Figura 48: Gréafico TC ATM direita sem agua (CS 3D Imaging Software).
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Figura 49: Grafico TC ATM direita com agua (Planmeca Romexis Viewer).
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Figura 50 — Grafico TC ATM direita sem agua (Planmeca Romexis Viewer).
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Figura 52: Gréfico TC ATM esquerda sem agua (CS 3D Imaging Software).

74



o
odnuB

o =
1

2|04j3uU0?

0 T T T T T
0 1 2 3 4

TC Planmeca com H20 (programa Planmeca) (Articulagdo Esquerda)
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Figura 56: Gréfico dos escores da analise histolégica da ATM esquerda.
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7 DISCUSSAO

A acdo do hormonio do crescimento tem sido estudada em vérias articulacoes,
demonstrando bons resultados (CHRISMAN, 1975; HALBRECHT et al., 1990 e BAIL
et al., 2003). Na ATM, existem uma série de estudos com a aplicagdo intra-articular
de fatores de crescimento demonstrando boa capacidade de regeneracao
cartilaginosa dos espécimes (MAN et al., 2009; SUZUKI et al., 2002 e TAKAFUJI et

al. 2007), porém ndo ha relato da utiizacao de GH na articulacdo temporomandibular
em experimento in vivo. Livne et al. (1997) demonstraram in vitro, que o GH

adicionado a uma cultura de céndilos mandibulares com sinais de OA, apresentaram
proliferacdo de células, maior sintese de proteoglicanos e possibilidade de melhor

mineralizacao.

No presente estudo, a andlise das imagens histolégicas ndo demonstrou
diferenca estatistica quanto ao grau de severidade da osteoartrite com a utilizacéo
do rhGH, enquanto outros trabalhos apresentaram bons resultados, como nos
trabalhos de Man et al. (2009), que constataram o efeito protetor do TGF-B na
superficie articular, e Suzuki et al. (2002), onde os autores observaram um completo

reparo cartilaginoso da cavidade com BMP-2.

Na andlise qualitativa das imagens, pode se observar um aumento da
celularidade e espessura da cartilagem quando comparado a um padrao normal nos
grupos A e B, sendo o horménio do crescimento o responsavel no primeiro grupo, e
o horménio e o soro fisioldgico no segundo. Chrisman (1975) demonstrou também

essa caracteristica regenerativa nos defeitos dsseos, onde observaram um maior
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namero de células na cartilagem patelar de coelhos tratados com GH. Halbrecht et
al. (1990), observaram uma maior contetado de proteoglicanos e uma tendéncia de
cartilagem mais espessa e rigida em relacdo ao grupo controle em analise do

condilo femoral com osteoartrite induzida.

O fato do espessamento da cartilagem articular ser um dos graus de
osteoartrite cria um fendmeno histolégico no estudo, onde é dificil diferenciar um
espessamento devido ao trauma 0sso /0sso de um espessamento pela neoformacao
tecidual regenerativa. Um fator que ajuda a discernir este imbroglio é a celularidade
presente e a constatacdo de fendas ou fissuras articulares. Em areas com
espessamento regular e sem cavidades ou fissuras € possivel acreditar que houve
acao regenerativa da infiltracdo. Em areas espessas com formacao de fendas e
cavidades é presumivel trés raciocinios: a regeneracdo ainda ndo alcangou seu
estagio final e ainda possui areas osteoartriticas; a infiltragdo gerou uma nova
proliferacdo celular, mas sem frear a progressdo da osteoartrite, independente do
tempo; ou o espessamento € devido apenas a um estagio mais avancado da OA.

Mais estudos deveriam ser realizados para elucidar esta caracteristica.

Este fenbmeno histolégico pode ter gerado a grande variacdo de escores na
avaliacdo da superficie articular, onde os avaliadores definiam o espessamento
como um fator exclusivo da osteoartrite, baseado no trabalho de Man et al. (2009).
Porém quando analisamos as imagens dos grupos e comparamos com Seus
controles, podemos observar que ha uma diferenca de volume e qualidade celular

do tecido cartilaginoso, o que podemos considerar como efeito dos tratamentos.

Em relacdo a avaliacdo das imagens tomogréaficas, o presente estudo

apresentou diferentes escores para imagens similares devido ao programa e a
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presenca ou ndo de agua na aquisicdo da imagem. A presenca da agua simula
tecidos moles porém dificulta a interpretacdo das imagens. As articulacdes infiltradas
com solucdo salina por 3 semanas e 0 grupo controle apresentaram graus mais
severos de osteoartrite quando comparados as articulacGes infiltradas por 1 e 2
semanas, o que pode significar que a degeneracéao articular foi mais presente nestes
grupos. Para Cevidanes et al. (2010), o grau de severidade de osteoartrite
constatada no exame de imagem € coerente e proporcional a intensidade e duracao
da dor dos pacientes, 0 que contrasta com o estudo de Lee et al. (2011) que relatam
nao ter encontrado relacdo estatistica entre as imagens tomograficas e a
sintomatologia dos pacientes, dificultando o prognostico da patologia. Para Nitzan
(2003), a inconsisténcia entre os sintomas clinicos e 0 exame de imagem, onde o
exame clinico pode diagnosticar uma patologia severa enquanto a imagem nhao
aponta nada, e vice-versa, € caracteristica da osteoartrite. Esta situacado paradoxal
realca a necessidade de exames bioquimicos que indiquem o estagio da OA, para a

melhor escolha terapéutica.

Outro ponto a ser observado, foi a ndo anquilose das articulagbes operadas no
periodo do estudo. O fato do GH néao ter causado a unido das estruturas 6sseas foi
um fator positivo. Os animais operados que nao receberam nenhum tipo de
infiltracdo (controle) apresentaram uma superficie articular mais delgada e um
estagio mais avancado de OA, estando mais proximos de uma possivel anquilose
que as articulagbes tratadas com hormonio. Outro fator que embasa esse
pensamento € o peso dos animais antes da cirurgia e no momento da eutanasia. Os
animais mantiveram funcdo mastigatéria durante o periodo pdés-operatorio e 0s
coelhos do grupo controle apresentaram peso menor que o inicial, enquanto que o0s

animais tratados apresentaram o mesmo peso ou um ganho de até 0,3 kg, o que
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pode significar um maior desconforto dos animais do grupo controle, resultando em

limitacéo de funcéo.

A dose utilizada no trabalho também é um dado a ser mais explorado nas
futuras pesquisas, uma vez que em 21 e 28 dias as articulacdes tratadas com rhGH
apresentaram uma maior celularidade e espessura de cartilagem quando
comparados ao grupo controle, porém em 35 dias este dado nédo se confirmou. Esse
raciocinio leva a crer que repetidas doses do hormdénio podem néo ser efetivos no
tratamento da patologia, o que é contraditorio em relacdo a outros estudos que
tiveram dose e frequéncia maior de aplicacdo e geraram bons resultados

(CHRISMAN, 1975; HALBRECHT et al., 1990 e BAIL et al., 2003).

A via de acesso € relevante se considerarmos a acao sistémica do horménio. A
aplicacao intra-articular elimina ou reduz esse fator, considerando que o GH
permanece em contato direto com as superficies articulares, podendo teoricamente
otimizar os resultados do tratamento. O fato dos controles A e B terem apresentado
uma celularidade menor pode indicar que esse fator sistémico foi menor com a

aplicacao intra-articular.

No presente estudo foi infiltrado semanalmente 0,5 Ul/kg (aproximadamente
0,5 mg por coelhos) de rhGH por semana. Outros estudos tiveram diferentes doses
de infiltracdo por tempos distintos. Chrisman (1975) aplicou intra-articularmente 3 mg
de horménio do crescimento 2 vezes por semana por 6 meses e 3 mg aplicado 3
vezes por semana durante 4 semanas. Halbrecht et al. (1990) aplicaram via intra-
muscular 1mg/kg (aproximadamente 3 mg) de horménio 5 vezes por semana
durante 4 semanas. Bail et al. (2003) utilizaram 100 pg, aplicados via subcutanea, de

hormonio diariamente por 4 e por 6 semanas. Kim et al. (2010) também utilizaram a
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dosagem de 3 mg por animal, aplicados intra-articularmente 1 vez por semana por 4
semanas. A pequena quantidade de estudos dificulta a padronizacdo do protocolo

terapéutico, sendo indicado mais estudos para elucidar o tema.



82

8 CONCLUSOES

No programa CS 3D Imaging Software® foi observado que as articulacdes
tratadas com 3 infiltracdes de NaCl 0,9% (ATM esquerda do grupo C) e 0 grupo
controle obtiveram maiores indices de osteoartrite com significancia estatistica

(p<0,05);

N&do houve diferenca estatisticamente significativa relativa ao grau de

osteoartrite analisada histologicamente entre 0s grupos;

As articulacbes tratadas com rhGH apresentaram maior celularidade e
espessura de cartilagem quando comparados a articulacdo infitrada com soro

fisiolégico e grupo controle em 21 dias;

As articulagdes tratadas com rhGH e NaCl (0,9%) apresentaram maior

celularidade que o grupo controle em 28 dias.

N&o foi observada anquilose em nenhum caso até 35 dias.

Os resultados demonstraram que o horménio do crescimento pode ser utilizado

como tratamento da osteoartrite, porém mais estudos devem ser realizados para a

determinacao do protocolo adequado.
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APENDICE A - Ficha de Avaliacdo Tomogréafica

Planmeca Romexis Viewer®/ CS 3D Imaging Software®

Andlise Tomografica do Céndilo Mandibular Escore

Normal

Irregularidade leve na superficie articular

Irregularidade severa na superficie articular

Formacao de ostedfitos

AIWIN|FRO

Alteracdo de contorno do cdndilo

AMOSTRA 1 COM AGUA | SEM AGUA
ATM 1
ATM 2
ATM 3
ATM 4
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ATM 8
ATM 9
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ATM 12
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Critério da cartilagem articular Escore

Normal 0

Irregularidades na superficie 1

Espessamento da cartilagem condilar 2

Adelgacamento da cartilagem condilar 3

Fissura na fibrocartilagem do condilo 4

Perda total da cartilagem condilar 5

ATM ESCORE ATM ESCORE

1 20
2 21
3 22
4 23
5 24
6 25
7 26
8 27
9 28
10 29
11 30
12 31
13 32
14 33
15 34
16 35
17 36
18 37
19 38




95

ANEXO A

l\ﬂ

%’?ﬁ’ Comissdo Cientifica e de Etica
o  Faculdade da Odontologia da PUCRS
y

Porto Alegre 02 de Dezembro de 2010

O Projeto de: Dissertacdao

Protocolado sob n°: 0086/10

Intitulado: Avalia¢do do uso do horménio do crescimento recombinante
humano na ATM de coelhos com osteoartrite induzida

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Rogério Miranda Pagnoncelli

Pesquisadores Associados Anderson Pedroso Prockt

Nivel: Dissertagdo / Mestrado

Foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 02 de Dezembro de 2010.

Este projeto devera ser imediatamente encaminhado ao CEUA/PUCRS
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Profa. Dra. Ana Maria Spohr
Presidente da Comissao Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

17
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Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 210 Fone/Fax: (51)3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal:1429 e-mail: odontologia-pg@pucrs.br

90619-900



ANEXO B

idade Catdlica do Rio Grande do Sul

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 100/11 - CEUA Porto Alegre, 11 de agosto de 2011.

Senhor Pesquisador:

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e
aprovou seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 10/00217 intitulado:
“Avaliacdo do uso do hormonio do crescimento recombinante
humano na ATM de coelhos com osteoartrite induzida”.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

AU AU T2 §—
Profa. Dra. Anamaria Gongalves Feijo
Cbordenadora da CEUA/PUCRS

Ilmo. Sr.

Prof. Dr. Rogério Pagnoncelli
Faculdade de Odontologia
Nesta Universidade

y C Campus Central
PLIC{\ “y | Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314
“=" | CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br
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