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Resumo.

Cada vez mais estudos estdo 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 migracdo de células
relacionadas a formacdo Ossea dentro do sitio do defeito. Os principais
materiais utilizados para esses objetivos sdo 0s polimeros biodegradaveis,
como o PLA (poli acido latico) e o PLGA (poli acido glicélico latico). Diversas
drogas sao utilizadas para serem liberadas nesses sistemas, como antibiéticos,
anticoncepcionais e proteinas, incluindo o horménio do crescimento humano
recombinante (rhGH). O rhGH no tecido 0sseo, promove a deposicdo
aumentada de proteinas pelos condrocitos e osteoblastos, aumento do nimero

de mitoses e a conversao de condrocitos em osteoblastos.

Desta forma se faz necessario a avaliagdo desse biomaterial
(PLGA\rhGH) como dispositivo de liberagdo controlada. Conseguindo com isso

a presenca do rhGH intimamente no local da cicatrizacdo 0ssea.

Para este estudo foi utilizado como modelo animal,ratos wistar. O estudo
foi todo realizado de acordo com a Lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008
bem como seguindo a diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a
Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBPA do CONCEA.

Projeto aprovado pelo CEUA da PUCRS sob nimero 15/00461.

Foram utilizados trinta ratos wistar adultos, nos quais foram submetidos

a defeitos 6sseos nos fémures com broca, os defeitos tinham todos mais ou



menos 05mm de diametro. Os ratos foram submetidos ao mesmo tratamento,
porém divididos em trés grupos de acordo com o tempo das eutandsia :Grupo
01 eutandsia em 07dias , Grupo 02 eutandsia em 15 dias e Grupo 03 eutanasia
em 20 dias. Os fémures dos ratos foram radiografados no intervalo entre 07,
15, e 20 dias para aferir a densidade Optica. Em seguida foram produzidas
laminas para andlises histologicas, com cortes de aproximadamente 5um de
espessura e corados com hematoxilina/eosina (HE). Foram escolhidas trés
cortes mais representativos de cada lamina. A repercusséo sistémica do rhGH
foi avaliada através dos niveis de IGFI através da coleta de sangue que foi
realizada antes de cada eutandsia, no grupo-controle e no grupo experimental.
O sangue coletado foi centrifugado (2500 rota¢des por minuto por 10 min) e o
soro obtido armazenado em freezer a -20°C para posterior determinacéo dos
niveis plasmaticos de IGFI usando o método que se baseia em um ensaio
enzimaticamente amplificado do tipo “sanduiche”, realizado no laboratério
Senhor dos Passos em Porto Alegre,RS. Para andlise estatistica foi aplicado o
Teste Tukey, nivel de 5% de significancia e analise de variancia ANOVA. Néo
houve diferenca estatisticamente significante em relacdo as densidades
minerais dsseas, porém numericamente os enxertos com PLGA\rhGH tiveram
sempre uma quantidade maior de tons de cinza. Conclui-se que os defeitos
com enxerto de PLGA\rhGH apresentaram uma maior densidade Optica e uma
maior densidade mineral em comparacao ao enxerto autdgeno. Nas analises
histol6gicas também ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
enxertos autégeno e de PLGAVrhGH. Porém pelas analises numéricas
observamos um desempenho melhor e/ou igual entre o enxerto de PLGA\rhGH

e enxerto autdégeno. Os defeitos com enxerto de PLGA\rhGH, de ocordo com a



metodologia empregada, densidade mineral O6ptica e pelas laminas
histologicas, observamos uma cicatrizacdo e maturagdo mais rapida do que os

enxerto autégenos.

Palavras Chaves (DeCS): hormonio do crescimento, remodelagao

0ssea, PLGA, enxerto autdgeno



Abstract.

More and more studies are focusing on the combination of matrices that
have osteoconductive characteristics with osteoinductive proteins. These
proteins can stimulate the differentiation of mesenchymal and osteoprogenitor
cells into osteoblasts and thereby increase the migration of cells related to bone
formation within the defect site. The main materials used for these purposes are
biodegradable polymers, such as PLA (poly lactic acid) and PLGA (poly lactic
glycolic acid). Several drugs are used to be released in these systems, such as
antibiotics, contraceptives and proteins, including human growth hormone (GH).
RhGH in bone tissue promotes the increased deposition of proteins by
chondrocytes and osteoblasts, an increase in the number of mitoses and the

conversion of chondrocytes into osteoblasts.

Thus, it is necessary to evaluate this biomaterial (PLGA \ rhGH) as a controlled
release device. Thus achieving the presence of rhGH in the site of bone

healing.

For this study was used as animal model, wistar rats. The study was carried out
in accordance with Law No. 11,794 of October 8, 2008, as well as following the
Brazilian Directive of Practice for the Care and Use of Animals for Scientific and
Educational Purposes - DBPA of CONCEA. Project approved by CEUA of

PUCRS under number 15/00461.

Thirty adult wistar rats were used, in which they were submitted to bone
defects with Carbide spherical drill number 704, the defect corresponded to the

diameter of the drill. The rats were submitted to the same treatment but suffered



euthanasia at different times (07, 15 and 20 days). The femurs of the rats were
radiographed in the range of 7, 15, and 20 days to gauge the optical density.
Slides were then produced for histological analysis, with cuts of approximately 5
pm thick and stained with hematoxylin / eosin (HE). Three more representative
cuts of each blade were chosen. The systemic repercussion of rhgh was
assessed through IGF-1 levels through blood collection that was performed
before each euthanasia, in the control group and in the experimental group. The
blood collected was centrifuged (2500 revolutions per minute for 10 min) and
serum obtained stored in a freezer at -20 ° C for further determination of IGF-1
plasma levels using the method based on an enzymatically amplified assay of
the " Sandwich, "held at the Senhor dos Passos laboratory in Porto Alegre, RS.
For statistical analysis, the Tukey test was applied, 5% significance level and
ANOVA variance analysis. There were no statistically significant differences in
bone mineral densities, however numerically the PLGA\RhGH grafts always had
a greater amount of shades of gray. In conclusion, defects with PLGA\RhGH
grafts showed a higher optical density. A higher mineral density compared to
the autogenous graft In the histological analyzes there was also no statistically
significant difference between the autogenous and PLGA\RhGH grafts.
However, by numerical analysis we observed a better and equal performance
between the PLGA\RhGH graft and autogenous graft. Defects with
PLGA\RhGH grafting probably had faster healing and maturation than

autogenous grafts.

Keys words (MeSCH): growth hormone, bone remodelling, PLGA, autogenous
graf
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1. Introducédo e Revisao da Literatura

Os enxertos autégenos ainda séo considerados os melhores devido a
sua capacidade osteogénica, osteoindutora e osteocondutora. Mesmo
causando maior morbidade poOs-operatéria e apresentando limite quanto a
quantidade de osso disponivel, ainda é considerado o melhor material para
reconstrugdes oOsseas nos maxilares sendo considerado “padrdo-ouro”.()
Apesar de perder sua vitalidade celular, sofre revascularizagdo e se incorpora

ao sitio receptor, permitindo a instalacdo de implantes dentarios.®

Neste contexto, a busca de materiais que substituam os enxertos
autdgenos estdo cada vez mais avancadas. Um desses novos materias a
serem estudados é 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 formacéao
O0ssea dentro do sitio do defeito. Os principais materiais utilizados para esses
objetivos sdo os polimeros biodegradaveis, como o PLA (poli acido latico) e o
PLGA (poli acido glicolico latico) para confeccdo da matriz e diversos fatores de
crescimento 6sseo sdo utilizados para serem liberados nesses sistemas, como
as proteinas morfogenéticas do osso 1 a 12 (BMPsl-12), fatores de
crescimento derivados das plaguetas (PDGFs), fatores de crescimento
semelhantes a insulina le Il (IGFI e IGFIl) e o horménio do crescimento

humano(GH).



1.1 Matriz de PLGA

As estruturas produzidas nas confecgcOes das matrizes de PLGA
oferecem elevada area de superficie em relacdo ao volume produzido, sendo
um aspecto favoravel a adeséo celular, além de também apresentarem elevado
namero de poros interconectados, proporcionando espacgos para entrada de

nutrientes e saida de metabdlitos, bem como aumento de migracéo celular.?G

O arcabouco ideal para regeneracdo 0ssea deve ser poroso com uma
relacdo superficie-volume alta, para permitir a fixacdo das células e do
crescimento, bem como a troca de nutrientes no sitio onde a matriz estiver.*
Além disso, a natureza porosa da matriz pode permitir a angiogénese. A matriz
atua como um suporte temporario para as células aderirem e proliferarem, a
mesma deve imitar a matriz extracelular nativa tanto arquitetonicamente, como
funcionalmente.®® Ademais, deve ser biodegradavel e ndo necessitar de um
segundo tempo cirlrgico para sua remogdo.® A taxa de degradacdo devera
coincidir, ou pelo menos ser controlavel para mimetizar a taxa da nova

formac&o do tecido.(N®

Diversos polimeros e copolimeros podem ser utilizados na preparacéo
de matrizes absorviveis que funcionam como arcaboucos osteocondutores,
entre eles, o PLGA e o PCL (policaprolactona). A combinacdo de diferentes
polimeros ou diferentes formas do mesmo polimero, obtendo materiais com
diferentes propriedades quimicas e mecanicas, e que sao degradados em
diferentes periodos de tempo, podem causar diferentes reacdes inflamatérias

no sitio receptor. O numero destes materiais utilizados como carreadores de



substancias aumentou drasticamente na Ultima década, devido a capacidade

de funcionar como veiculo de liberacéo de substancias.®©)10)

O PLGA é um copolimero de poli acido lactico (PLA) e de poli acido
glicolico (PGA). E considerado um dos mais promissores polimeros usados
para fabricar dispositivos para a entrega de drogas e em aplicacbes na
engenharia tecidual. Entre suas caracteristicas podemos destacar ser
biocompativel e biodegradavel, possuir uma ampla gama de tempos de eroséo,
ajustaveis propriedades mecéanicas e possuir a aprovacdo da FDA (Food and
Drug Administration). Em particular, o PLGA tem sido estudado para o
desenvolvimento de dispositivos para liberagdo controlada de medicamentos
de pequenas moléculas, proteinas e outras macromoléculas em uso comercial
e em pesquisa.®D) O PLGA apresenta degradacio lenta e propriedade de
osteoconducdo, demonstrada pela proliferacdo de células de medula 6ssea
humana. Além disso é possivel realizar diversos desenhos de acordo com a
utilidade desejada em engenharia tecidual, o que é de grande interesse da area
farmacéutica.®b E definido como um dos melhores biomateriais disponiveis
para a entrega de biofarmacos no que diz respeito ao seu desenho estrutural e
desempenho.®® E um polimero relativamente hidrofobico, instavel em
condicbes de umidade e biodegradavel, sofrendo hidrélise para produzir
mondmeros de acido latico e glicélico, que sdo degradados nas mitocondrias

pelo ciclo de Krebs.1?)

Neste trabalho foi utilizado para fabricagdo das matrizes o PLGA 50:50
da Corbion Purac (Corbion Biomateriais®). O processamento de fabricagédo e
incorporacao do rhGH foi realizado de acordo com o artigo de Garcia, et al

20153, Estas matrizes apresentam poros interconectados que facilitam a



entrada e saida de nutrientes e a angiogénese. A degradacdo das matrizes
esta na dependéncia de alguns fatores com propor¢cao de PLA\PGA, pH do

meio e a massa molar do PLGA e do meio onde for implantado.
1.2 Horménio de Crescimento

Uma das proteinas a ser usada nesse tipo de veiculo € o horménio do
crescimento recombinante (rhGH). E um polipepitideo de 191 aminoacidos com
peso molecular de 22KDa , secretado pela gladula pituitaria, promovendo o
crescimento 6sseo poés-natal.’® O GH é um regulador fundamental do
crescimento 0sseo pés-natal, atuando no remodelamento 06sseo, que €
regulado pelo balanco entre a reabsorcdo e a formacdo Ossea. Nesse
processo, 0 GH desempenha um papel fundamental, exercendo efeito sobre os
osteoclastos e, mais acentuadamente, sobre os osteoblastos, criando a base
para o seu efeito de anabolismo no esqueleto.!® Seus efeitos sdo mediados
diretamente via receptores de GH na membrana celular ou indiretamente, via

aumento da sintese do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I).

O GH é secretado principalmente a 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, sendo esse

horménio também conhecido como o hormdnio da velhice.®>

Dentre as principais acdes metabdlicas do GH destacam-se 0 aumento
do anabolismo de proteinas, do catabolismo de acidos graxos e a reducdo da
utilizacdo de glicose como fonte de energia. Assim, esse horménio € um
poupador de amino&cidos. No tecido 0sseo, observa-se que a sua acdo

promove a deposicdo aumentada de proteinas pelos condrécitos e



osteoblastos, aumento do numero de mitoses e a conversao de condrécitos em

osteoblastos.®6)

Uma vasta discussédo versa sobre a acdo do GH, onde se procura
esclarecer se ele age diretamente nos tecidos ou se o seu efeito € mediado por
um fator de crescimento derivado do figado. Assim, ha duas teorias para
explicar sua acdo: a mais antiga € a Teoria das Somatomedinas e a mais
recente € chamada de Teoria Metabdlica do Efeito Dual. A primeira propde
que o GH produzido na adenohipdfise estimularia principalmente o figado e o
tecido 6sseo a produzirem o fator semelhante a insulina (IGFI), anteriormente
chamado de somatomedina, e esse fator seria entdo lancado a circulacao,
atingindo tecidos alvos exercendo ac6es metabdlicas. Na Teoria do Efeito Dual,
o horménio do crescimento induziria a diferenciacdo de células precursoras a
um estado de sensibilidade ao IGF-I, e entdo essas células imaturas, quando
em contato com o IGF-I liberado pela acdo do GH no figado, proliferariam e
exerceriam suas funcdes. Entretanto, € ainda controverso o papel do IGF-I no

metabolismo 6sseo.14(16)
1.3 Ac¢&o do rhGH no Tecido Osseo.

Logo apdés o trauma no tecido Osseo ocorre a formacdo do edema
juntamente com uma reacao inflamatéria na regido lesada, forma-se um
coagulo, que é posteriormente reabsorvido. Surgem fibroblastos e células
osteoprogenitoras, derivadas do periosteo e enddsteo, que produzem colageno
e mucopolissacarideos, este tecido € denominado calo 0sseo e a medida que
cresce, ocupa 0 espaco entre os fragmentos. As células osteoprogenitoras

transformam-se em osteoblastos, que promovem a calcificacdo, resultando



num tecido 6sseo, de aspecto esponjoso. A medida que o calo cresce as
células movimentam-se para mais longe do seu suprimento vascular. Diminui o
aporte de oxigénio e, consequentemente, estes niveis menores resultam na

formacao inicial do tecido cartilaginoso.19(14)

A reparacdo dos diferentes tecidos do corpo € mediada por diferentes
fatores de crescimento, num processo que se inicia com a formacao do coagulo
sanguineo e continua pela degranulacdo subsequente das plaquetas, a qual
libera os fatores de crescimento.!”) Vérios fatores de crescimento tem sido
relacionado ao processo reparativo do 0sso: fatores de crescimento derivados
das plaquetas (PDGFs), fatores de crescimento semelhantes a insulina | e Il
(IGFI e IGFIl) e proteinas morfogenéticas do osso 1 a 12 (BMPs 1 -12).48) O
GH pode induzir proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica, os osteoblastos
possuem receptores para esses hormoénio.*® O GH promove a producgédo de
outros polipeptideos como IGFI, que estimula a atividade osteoblastica e a
remodelacdo 6ssea.?® Os IGF's (IGFI, e IGFIl) sdo fatores de crescimento
peptidicos que apresentam elevado grau de homologia estrutural com a pro-
insulina e tém atividade sobre o metabolismo intermediario, a proliferacdo, o
crescimento e a diferenciacao celular. Os IGF's sédo produzidos na maioria dos
orgaos e dos tecidos do organismo, visto que sua secrecao ocorre a medida
que sdo produzidos, ndo existindo um 6rgdo de armazenamento. Sabe-se,
atualmente, que para que o crescimento seja adequado tanto o IGF circulante,
de origem principalmente hepatica, quanto os IGF produzido nos tecidos sdo
fundamentais. Este conceito reforca a importancia das acgbes endodcrinas,

paracrinas e autécrinas dos IGFs.(?D



O GH é um dos principais promotores da producédo de IGF-1 pos-natal.
Os IGF1 e IGF2 séao encontrados em grandes quantidades na matriz osteoide.
Eles aumentam o numero e a funcdo dos osteoblastos e favorece a sintese de

colageno.?

A aplicacao local do rhGH, mostra aumento da velocidade do processo
de remodelacé@o Ossea, estimulando a sintese do coldgeno, da osteocalcina e

da fosfatase alcalina.(@)(24)

O uso do rhGH sistemicamente em fraturas Osseas ja vem sendo
estudado como no trabalho de Raschke et al 2007%%, que utilizou o rhGH
sistemicamente em pacientes com fraturas de tibia. Seus resultados mostraram
a eficiencia do rhGH na cicatrizacdo 6ssea no grupo de pacientes que

receberam um tratamento conservador, ndo cirdrgico.

Este trabalho tem o intuito de utilizar o rhGH localmente a partir de um
dispositivo de liberagédo controlada, a matriz de PLGA. Conseguindo com isso
a presenca do rhGH intimamente no local da cicatrizacdo 6ssea. Como nos
trabalhos de Guirado et al 2010%), que utilizam o rhGH topicamente ao redor
do implantes em mandibula de cdes, bem como nos trabalho de Moreno et al
2009(27) e Tresguerres et al 2003(28) ,que também utilizaram o rhGH
localmente no sitio cirdrgico, porém, todos sem dispositivo de entrega. Todos
tiveram como resultados uma maior atividade celular e mitética na fase de

cicatrizagéo, acelerando o processo cicatricial, a osteointegragao.

Yang et al 20122%°, em revisdo sistematica do uso do hormdnio do

crescimento em fraturas de quadril, constataram que a utilizacdo do GH pode



ser efetiva no tratamento destas fraturas, mas devido a baixa evidencia,

sugeriu mais estudos a respeito do tema.

Com base nesses trabalhos, a relevancia do estudo é utilizar o
biomaterial como veiculo para rhGH em areas de reparo ésseo em pacientes
com trauma de face, patologias dsseas, implantes bucomaxilofaciais e

fissurados.

7. Consideracg0Oes Finais

Os resultados do presente trabalho, a respeito da velocidade da
cicatrizacdo Ossea, concordou em partes com a hipétese que a utilizacdo de
uma matriz de PLGA com rhGH, utilizada localmente, com liberagéo controlada
do horménio, obteve um resultado igual ao enxerto autdégeno, porém
numericamente e pelas observacdes das imagens digitais de radiografia e das
laminas histoldgicas, observamos uma neoformacdo 6ssea mais rapida que as

vistas com enxerto autdégeno.

A respeita do efeito ou ndo do rhGH utilizado localmente se haveria um
efeito sistémico, nosso trabalho concordou com hipétese que ndo ha efeito

sistémico do rhGH utilizado localmente.

Muitas pesquisas a respeito de novos matérias para enxerto associados
a fatores de crescimento 6sseo estdo hoje sendo cada vez mais estudados.
Principalmente os materiais poliméricos que possibilitam a liberagdo controlada
de varias substancias. Nesse trabalha podemos observar nosso material
polimérico com rhGH se comportando como um enxerto padrdo ouro na
literatura , 0 enxerto autdgeno. Este foi o primeiro trabalho em modelo vivo, é

necessario alguns ajustes como uma amostra maior para melhor padronizacao



dos dados estatisticos, bem como aperfeicoar nossa matriz polimérica com

rhGH. Ajustando uma dose padrdo para cada matriz. Porém novos estudos

serdo feitos para alcancar tais objetivos.
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