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INFORMAQ;\O SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historial do artigo: Introdugdo: De entre as alternativas existentes, o tratamento de defeitos 6sseos pode ser feito
Recebido a 23 de janeiro de 2011 com a utilizagdo de biomateriais inorgénicos, que ficam sujeitos a varios fatores inerentes
Aceite a 6 de julho de 2011 ao organismo recetor. Varios estudos apontam para a influéncia da aplicagdo da calcitonina
On-line a 31 de agosto de 2011 e da grelina na reparacédo de defeitos 6sseos.

Objetivo: Comparar o efeito da grelina e da calcitonina na regeneragdo de defeitos 6sseos
Palavras-chave: preenchidos com matriz 6ssea equina em ratos.
Regeneracio 6ssea Materiais e métodos: Dez ratos Wistar, fémeas e adultos, foram distribuidos aleatoriamente
Grelina por trés grupos com 3, 3 e 4 animais, respetivamente. Foram realizados defeitos 6sseos bipa-
Calcitonina rietais com 4mm de didmetro, preenchidos com matriz éssea equina (Bio-Gen®). O grupo
Hormonas controlo nao recebeu administracdo de hormonas; o grupo experimental calcitonina rece-

beu calcitonina (Miacalcin® Sandoz) 0,05 mL, via intramuscular, no pés-operatério imediato
e semanalmente, até a semana que antecedia o sacrificio; o grupo experimental grelina rece-
beu grelina (Ghrelin Rat®, Peptide) 0,031 mL, via subcutinea, no mesmo esquema posoldgico.
Os animais foram sacrificados a 52 e 72 semanas apds a cirurgia e as amostras recolhidas
foram analisadas macroscopicamente e histologicamente.
Resultados: Verificou-se a presenca de novo tecido 6sseo a 5% semana no grupo grelina e
apenas a existéncia de uma matriz 6ssea coldgena organizada no grupo calcitonina. A
7% semana, observou-se uma atividade de neoformacdo dssea mais acentuada no grupo
calcitonina.
Conclusdo: A administracdo de grelina, parece favorecer mais a neoformacéao 6ssea em torno
dos granulos de biomaterial a 5 semana, embora se observe um efeito mais significativo
com a calcitonina a 72 semana.
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Hormonal therapy in bone regeneration

ABSTRACT

Keywords:
Bone regeneration
Ghrelin

Introduction: From among the existing alternatives, treatment of bone defects can be done
with the use of inorganic biomaterials, which shall be subject to a number of factors inherent
to the recipient organism. Several studies point to the influence of calcitonin and ghrelin in

Purpose: To compare the effect of ghrelin and calcitonin in the repair of bone defects fulfilled

Materials and methods: Ten adult female Wistar rats were distributed into three groups with
3, 3 and 4 animals, respectively. Bilateral calvarial bone defects with 4 mm of diameter were
produced and fulfilled with Bio-Gen® equine bone matrix. The control group didn’t received
any hormonal treatment; the calcitonin experimental group received calcitonin (Miacalcin®,
Sandoz) 0,05 mL intramuscular, in the immediate postoperative period and weekly adminis-
trations until the week before the sacrifice; the ghrelin experimental group received ghrelin
(Ghrelin Rat® Peptide) 0,031 mL subcutaneous, with a similar schedule. The animals were
sacrificed at 5" and 7™ weeks after the surgery and calvarial bones were submitted to clinical

Results: It was found the presence of new bone tissue in ghrelin group and only the existence
of an organized collagen bone matrix in calcitonin group at 5% week. At 7 week, bone
neoformation was more pronounced in calcitonin group.

Conclusion: The administration of ghrelin seems to favour bone formation around the bio-
material granules at 5™ week, although we had note a more significant effect with calcitonin

© 2011 Sociedade Portuguesa de Estomatologia e Medicina Dentdria. Published by Elsevier

Espana, S.L. All rights reserved.

apresentam o risco de transmissdo de doencas e a

Calcitonin repair of bone defects.
Hormones
with equine bone matrix in rats.
and microscopic evaluation.
at 7" week.
Introducao

A remodelacdo éssea é o processo através do qual se
estabelece o equilibrio entre os efeitos catabdlicos dos oste-
oclastos (reabsorcdo) e os efeitos anabdlicos dos osteoblastos
(formacéo)l?.

A regulacado do metabolismo ésseo engloba fatores locais
e sistémicos. As hormonas sistémicas mais relevantes neste
processo sdo a paratormona, a vitamina D3, a calcitonina, a
hormona de crescimento, as hormonas sexuais e os glicocorti-
cbides. As citocinas com producao local exercem influéncia na
aposicdo e reabsorcdo e varios fatores de crescimento acabam
por ter efeitos locais e sistémicos!2.

A vascularizagdo assume um papel importante, pois possi-
bilita a troca de nutrientes, oxigénio e metabolitos. A auséncia
de inervacdo parece provocar osteopenia e fragilidade 6ssea
em pacientes com distirbios neurolégicos e diminuicdo da
densidade 6ssea em mandibulas sem inervacgao?.

A reparacdo de defeitos 6sseos constitui um desafio para
médicos e médicos dentistas. Os métodos tradicionais de
tratamento tém por base a utilizacdo de enxertos 6sseos
autdgenos (transplante de um local anatémico (dador) para
outro local (recetor) do mesmo paciente). Embora este tipo de
enxerto seja imunologicamente seguro, apresenta a necessi-
dade de uma cirurgia extra para a recolha do enxerto da area
dadora (cuja quantidade disponivel é reduzida)?.

Os enxertos 6sseos alégenos (entre individuos da mesma
espécie), apesar de dispensarem a segunda intervencdo
cirtrgica e a quantidade de osso disponivel ser ilimitada,

imunogenicidade®.

Nos enxertos ésseos xendgenos, a espécie do organismo
dador é distinta da do organismo recetor. A quantidade de
tecido passivel de ser obtida é maior3.

Os substitutos 6sseos aloplasticos permitem a utilizacdo
de um material disponivel em grande quantidade, purificado,
sem risco de transmissdo de doencas e apresentam resistén-
cia, flexibilidade e crescimento variaveis3.

A velocidade de regeneracao 6ssea vai depender de varios
fatores, de que sdo exemplo as hormonas?.

A calcitonina é uma hormona de acdo direta no meta-
bolismo mineral, sendo fundamental na recuperacido e
manutencdo da homeostasia 6ssea®?. £ secretada pelas célu-
las C/ parafoliculares da tiroide em mamiferos e causa
hipofosfatemia e hipocalcemia. Possui uma acdo analgésica,
anti-inflamatéria e anti-osteoclastica*”. A calcitonina altera
as estruturas responsaveis pela reabsorc¢do éssea (zona clara e
o bordo em escova). Apresenta um efeito anabdlico preponde-
rante, proporcionando o aumento da atividade osteoblastica
e da mineralizagdo do tecido osteoide, assim como a redugéo
do ntimero de osteoclastos por bloqueio do processo que lhes
dé origem>~8.

Ultimamente foi isolado um ligando endégeno para o rece-
tor da hormona de crescimento a partir do estdmago humano
e de rato, sendo designado por grelina. A grelina é um pep-
tideo constituido por 28 aminodacidos, que possui uma Unica
modificacdo pés-translaccional no terceiro residuo de serina,
onde se localiza o éster n-octanoil, que lhe proporciona a
capacidade de estimulacao da secrecdo somatotropica. Esta
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hormona difere em apenas dois aminoacidos em relacdo a do
rato®’.

A grelina é expressa mais abundantemente nas células
especializadas das glandulas oxinticas do epitélio gastrico e
60 a 70% da grelina circulante é secretada pelo estdmago,
sendo a restante originada no intestino delgado. Foi demons-
trada a expressdo de baixos niveis de grelina nas células ¢
dos ilhéus pancreaticos, hipotalamo, hipéfise, pulméo, cértex
adrenal, rim, osso, liquido cérebro-espinal, tecido testicular e
placenta®10:14.17,

Os niveis plasmaticos de grelina estdo aumentados no
jejum, antes das refeicdes e a noite, assim como com a
estimulacdo colinérgica ou administracdo conjunta de hor-
mona de libertacdo da hormona de crescimento e arginina.
Produzem efeito diminutivo a glicose, a insulina, a glicagina,
a hormona de crescimento e a somatostatina. O efeito supres-
sor exercido pela hormona de crescimento na expressao de
grelina no estdmago e seus niveis sistémicos sugere a existén-
cia de regulagdo por mecanismo de feedback negativo entre o
estdbmago e a hip6fise® 1,

Orecetor do secretagogo da hormona de crescimento (GHS)
apresenta duas isoformas: a GHS-1a (ativa) e a GHS-1b (inativa,
truncada). Pensa-se que existe um recetor ao qual se liga a
grelina ndo acetilada, uma vez que esta nao ativa o recetor
GHS-1a%1417,

A grelina pode ainda influenciar o crescimento dos oste-
oblastos. O estdmago desempenha um papel importante no
metabolismo 6sseo, uma vez que as células X/A like das glan-
dulas oxinticas do fundo do estdmago produzem grelina, que
posteriormente se vai ligar a recetores existentes no osso®13.
Estudos realizados mostram que a administracdo oral de GHS
aumenta o turnover 6sseo em seres humanos. A grelina esti-
mula a replicacdo dos osteoblastos e aumenta a producdo de
fosfatase alcalina e osteocalcina. Também se observou que
a proliferacdo osteoblastica ndo era dependente da dose de
grelina, o que leva a conjeturar que por aumento da dose,
os peptideos reconhecessem diversos subtipos de recetores,
inibindo, de certa forma, a atividade proliferativa®3.

Fukushima et al. verificaram que os osteoblastos res-
pondiam a sinalizacdo da grelina, uma vez que dispdem
dos recetores especificos para esta hormona, estimulando a
sua proliferacdo e diferenciacdo. Observou-se igualmente a
promocao da transcri¢cdo de genes que codificam os marcado-
res de diferenciacao dos osteoblastos, embora nao alterasse
a do Runx2. Pode-se afirmar que a grelina atua diretamente
sobre os osteoblastos e pode regular o metabolismo ésseo por
via neuronal41>.

A grelina desempenha um papel importante na regulacao
da proliferacdo celular e diferenciacdo e inibe a proliferacédo
celular em carcinomas da préstata. Sugere-se também que
a grelina possa desempenhar um papel na modulacdo da
diferenciacdo de células mesenquimatosas’®.

Num estudo realizado por Denget al., verificou-se que a gre-
lina estimulava a reparacao do osso intramembranoso, uma
vez que a administracdo local desta hormona aumentava a
formacao de novo osso em defeitos 6sseos criados na calvaria
deratos,aumentando a densidade mineral éssea e o calo 6sseo
formado nos que foram tratados com grelina. Verificou-se um
aumento da expressao da fosfatase alcalina, osteocalcina e
colagénio tipo I (marcadores da osteogénese)'®.

A grelina pode ter um efeito indireto sobre o osso por
estimulacao da libertacdo da hormona de crescimento. O ago-
nista do recetor GHS-R1a inibe os marcadores da reabsorc¢ido
Gssea no rato, efeito esse que néo é observado no tratamento
com hormona de crescimento. Isto sugere que os secretagogos
devam ter efeitos independentes da hormona de crescimento
no osso do rato. Sabe-se que extratos da mucosa oxintica
levam a mobilizacdo de célcio intracelular para linhas de célu-
las osteoblasticas, o que sugere a presenca de uma hormona
osteotrdpica na mucosa gastrical®18,

Tendo em conta o que foi anteriormente exposto e que a
ocorréncia de defeitos dsseos craniofaciais é frequente por
trauma, anomalias de desenvolvimento, ressec¢ao tumoral,
infecdo ou outros tipos de patologias, realizou-se o trabalho
experimental seguidamente descrito, com vista a realizar o
estudo comparativo do efeito da grelina e da calcitonina na
regeneracdo de defeitos dsseos.

Materiais e métodos

Foram utilizados 10 ratos Wistar fémeas com 19-21 sema-
nas de vida, que durante o periodo de ensaio foram alojados
em gaiolas isoladas, colocadas em armadrio devidamente pro-
gramado em termos de temperatura, humidade, circulacdo
de ar, pressdo e ciclos de luz/escuridéo. Foi fornecida dgua e
racgdo apropriada ad libitum. Os animais foram aleatoriamente
divididos em 3 grupos: um grupo com 3 animais (grupo con-
trolo, cujos defeitos dsseos foram apenas preenchidos com
osso equino desvitalizado, desantigenizado (Bio-Gen®, Bio-
teck), outro grupo com 3 animais (grupo experimental, cujo
preenchimento dos defeitos 6sseos foi feito de modo seme-
lhante ao do grupo controlo, mas que recebeu uma injecao de
calcitonina de salméo 0,05 mL (2UI) (Miocalcin®, Sandoz), via
intramuscular, no pés-operatério imediato e administragdes
semanais até a semana anterior ao sacrificio dos animais) e
um grupo de 4 animais (grupo experimental, sujeito ao mesmo
procedimento de preenchimento dos defeitos 6sseos criados,
com o mesmo material e que recebeu grelina de rato (Ghrelin
Rat®, Peptide), 0,031 mL, via subcutdnea, no mesmo regime
posolégico que a calcitonina).

Os animais foram submetidos a anestesia geral, tendo sido
primeiramente introduzidos numa camara, na qual estiveram
sujeitos a anestesia inalatéria com isoflurano (IsoFlo®, veteri-
naria Esteve).

Em seguida, foram anestesiados com uma preparacio
1:1 de Ketamina (Imalgene®, Merial) 80-100 mg/kg e Xilazina
(Rompum®, Bayer) 5-10 mg/kg, por via intra-peritoneal.

Apbs o registo do peso corporal dos animais, realizou-se
uma ligeira tricotomia da cabeca dos mesmos e desinfectou-
se a zona a intervencionar com solugdo iodada (Betadine®,
solucdo cutdnea 100 mg/mL, MEDA Pharma).

Foi feita uma incisdo sagital ao nivel da sutura mediana,
utilizando uma ldmina n°15 montada em cabo de bisturi,
estendendo-se desde a parte posterior a sutura coronal até
a sutura parieto-occipital.

Procedeu-se a reflexdo do plano cutdneo com o auxilio de
afastadores, descoladores e pingas de disseccdo e fez-se o des-
colamento do periésteo, de modo a refletir o pericranio da
tdbua dssea externa e aceder aos 0ssos parietais.
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Em seguida, realizaram-se defeitos 6sseos circulares bila-
terais nos ossos parietais, com 4mm de didmetro e uma
distdncia de 1,8mm entre ambos, ndo interferindo com
nenhuma das suturas referidas, com o auxilio de uma broca
tronco-cénica de 4 mm montada em micromotor, sempre com
abundante irriga¢do com soro fisiolégico estéril (NaCl 0,9%®,
250mL, Braun) e ndo lesando a dura mater nem atingindo o
seio sagital.

Colocou-se o biomaterial anteriormente referido nos defei-
tos 6sseos criados, condensando-o bem, de modo a que estes
ficassem totalmente preenchidos. Seguiu-se o encerramento
dos tecidos, que foi realizado por planos — o peridsteo foi
suturado com ponto em cruz com fio reabsorvivel de acido
poliglicélico, entrangado, revestido (Safil® 4/0 Braun) e a pele
foi suturada com pontos simples e utilizando o mesmo tipo de
fio de sutura.

Apbs a realizacdo do ato operatério, foi administrada a pri-
meira dose de calcitonina aos animais do 2° grupo (0,05mL
ou 2 U, via intramuscular) e a primeira dose de grelina aos
do 3° grupo (0,031ml, via subcutanea), tendo as restantes
administra¢oes seguido a planificacao anteriormente referida.

O sacrificio dos ratos ocorreu a 5% e 72 semanas
pés-operatérias, recorrendo a sobredosagem de preparacdo
anestésica. Fez-se uma incisdo com as mesmas caracteristicas
e localizagcdo que a anteriormente descrita, dissecando cuida-
dosamente os tecidos moles e promovendo o acesso ao local
dos defeitos dsseos.

Para obtencdo da peca operatédria foi utilizado um disco/
serra montado em micromotor, sempre com refrigeracdo,
tendo o cuidado de verificar que as margens da peca obtida
ficassem a uma distncia razoavel da zona a estudar.

As amostras obtidas foram colocadas em frascos de
pléastico devidamente identificados, contendo solucdo de for-
maldeido a 4% em tampdao fosfato, pH=7,4, durante 48h
(fixacdo) e foram enviadas para realiza¢do de processamento
histolégico de rotina para o Laboratério de Anatomia Dentaria
da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do Porto.

Antes de se proceder a preparacdo histolégica, as amostras
foram seccionadas, de modo a preservar a zona que se pre-
tendia estudar, mas simultaneamente reduzir o seu tamanho,
facilitando todo o processamento histoldgico.

Apés fixagdo, procedeu-se a desidratacdo, durante a qual
as amostras foram colocadas numa série crescente de dife-
rentes concentracdes de alcool, comecando pela colocacdo
das amostras em frascos individuais, contendo uma solucéo
de etanol a 70% durante 48 horas. Apés esse periodo de
tempo, foram sucessivamente colocadas em frascos contendo
cada um solugdes de alcool etilico a 70, 80, 90 e 100%, perma-
necendo em cada frasco cerca de 48 horas (no caso da ultima
solucdo, esta foi substituida 3 vezes, com periodos de perma-
néncia de 48 horas cada).

Seguidamente, procedeu-se a inclusdo, na qual cada
amostra foi colocada individualmente num frasco de vidro
contendo 800 mL/L de metilmetacrilato (Methyl Methacrylate
BDH®), 200mL/L de Plastoid (Plastoid N®, Rohm Pharma) e
1g/L de Perkadox (Akzo® Chemicals Bv, Holand). Os frascos
ainda abertos foram colocados em vacuo durante 15 minu-
tos, para remover bolhas de ar que pudessem ocorrer e foram
fechados e colocados em banho-maria a 37°C durante 48
horas, de modo a verificar-se a total polimerizacé@o dos blocos.

Apés a inclusao, realizou-se o corte dos blocos com o auxi-
lio de um micrétomo para tecidos duros nao descalcificados,
com abundante lubrificacdo e refrigeracdo, a uma rotacdo de
2500 rpm, de modo a obter-se cortes com espessuras médias
de 150-200 pm.

Para a obtencdo de cortes com menor espessura (cerca de
40 um), foi utilizado um equipamento de polimento (DAPS®,
Struers, Dinamarca) com varios discos de granulometrias
sucessivamente menores, comec¢ando com os de granulome-
trias de #1000, #1200 (P1000 e P1200, 3M 734® e 3M 714®,
Reino Unido) e terminando com os de grao superfino (SF737,
3M®, Reino Unido), tendo-se confirmado a espessura com um
micrétomo digital (Digimatic Micrometer®, Mytotuyo, Jap&o).

Antes de se proceder a coloragdo, as amostras foram colo-
cadas em banho de ultrassons durante alguns minutos, a fim
de remover residuos do polimento.

A coloragao utilizada foi a Solocrom. As amostras obti-
das foram ainda colocadas em laminas de vidro coladas com
Permacol (Ind Permacol UV®, Adhesive 327/3, Permacol Ind.
Holanda), polimerizado por luz ultravioleta. A colocagdo da
lamela sobre a amostra seguiu o mesmo procedimento, tendo
sempre o cuidado de evitar a inclusdo de bolhas de ar. As
laminas foram devidamente identificadas e observadas no
microscépio ético do laboratério (Leica DMLB®, Wetzlar, Ale-
manha). As imagens foram captadas por uma camara de video
que se encontrava acoplada ao referido microscépio e emitidas
num ecrd de computador (Leica Q 500Iw®, Wetzlar, Alema-
nha), tendo sido utilizado o software de aquisi¢do e andlise
de imagem especifico para o efeito (Leica Lida, Leica Imaging
Systems®, Reino Unido, Cambridge, 1996), através do qual se
procedeu a uma avaliacdo qualitativa da area de preenchi-
mento de cada defeito 6sseo realizado.

Resultados

Todos os animais ganharam peso, tendo ocorrido o ébito
do animal n°3 do grupo controlo durante o recobro. Por
andlise macroscépica das amostras, nao se verificou a ocor-
réncia de quaisquer fraturas das calotes intervencionadas
nem calcificacdes ectdpicas. Quer nas amostras referentes aos
animais sacrificados a 52 semana pés-operatoria, quer nas dos
animais sacrificados a 72 semana pés-operatéria era visivel o
contorno dos defeitos 6sseos criados.

Por observacdo microscépica, verificou-se a ocorréncia
de avulsdo de alguns dos granulos de Bio-Gen® durante
o processamento histolégico da amostra de Controlo n°1,
sendo apenas observavel a formacdo de matriz éssea, com
uma rede de fibras de colagénio dispostas irregularmente,
apresentando-se finas e entremeadas de forma grosseira.
Verificou-se também uma discreta presenca de células inter-
venientes na remodelacdo 6ssea (osteoblastos e osteoclastos)
(hgs. 1 e 2).

Em relacdo as preparacoes histoldgicas obtidas a partir da
amostra Calcitonina n°2, verificou-se a retenc¢ao dos granulos
de biomaterial por formacdo de matriz dssea com espar-
sas e irregulares fibras de colagénio, adivinhando-se alguma
neoformacao 6ssea pontualmente (figs. 3 e 4).

No que respeita as preparagdes histolégicas da amos-
tra obtida a partir de Grelina n°1 e Grelina n°3, podem-se
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Figura 1 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo Figura 4 - Fotomicrografia da drea do defeito 6sseo
(Controlo - 5 semanas) (25x). (Calcitonina - 5 semanas) (200x) (x indica a presenca de
matriz 6ssea essencialmente colagénica).

Figura 2 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo
(Controlo - 5 semanas) (200x). Figura 5 - Fotomicrografia da drea do defeito ésseo (Grelina
- 5 semanas) (25x).

observar sinais de neoformacdo 6ssea entre e em torno de

granulos de biomaterial colocado nos defeitos ésseos criados colagénica mais organizada em termos de disposigdo fibrilar.

cirurgicamente (figs. 5, 6 e 7). No entanto, ndo se observou a neoformacéo de tecido 6sseo
Por observagdo ao microscépio 6tico das preparacoes histo- nesta amostra recolhida do Controlo n°2 (figs. 8 € 9).

légicas referentes a amostra recolhida do animal Controlo n°2 Em relacdo as preparagdes histolégicas obtidas a partir

(7 semanas), verificou-se a retencédo dos granulos do biomate- das amostras dos animais Calcitonina n° 3 e Calcitonina n°1

rial empregue no preenchimento dos defeitos sseos criados, (7 semanas), é possivel observar a formacdo nitida de tecido

contrariamente ao que se verificou para o Controlo n°1 as 6sseo novo, preenchendo o espaco entre os granulos de matriz

5 semanas, uma vez que ocorreu a formacdo de uma matriz

Figura 6 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo (Grelina
Figura 3 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo - 5 semanas) (100x) (— indicam locais de neoformacao
(Calcitonina - 5 semanas) (25x). éssea).
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Figura 7 - Fotomicrografia da drea do defeito ésseo (Grelina Figura 10 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo
- 5 semanas) (200x) (— indicam locais de neoformacéio (Calcitonina - 7 semanas) (25x).
dssea).

Figura 11 - Fotomicrografia da area do defeito ésseo

Figura 8 - Fotomicrografia da drea do defeito 6sseo (Calcitonina - 7 semanas) (200x) (indica locais

(Controlo - 7 semanas) (25x). de neoformagio 6ssea).

6ssea equina e em torno dos mesmos. A matriz, essencial- 6ssea algo semelhantes aos observados para as amostras
mente colagénica, apresenta fibras de maior calibre e com uma Calcitonina n°3 e Calcitonina n°1, com presenca de células
disposicdo mais regular (figs. 10, 11 e 12). intervenientes no metabolismo 6sseo (osteoblastos), embora

No que respeita as preparacoes histolégicas referentes a de forma mais discreta (figs. 13, 14 e 15).

amostra recolhida dos animais Grelina n°2 e Grelina n°4, pode- Em todas as preparacdes histoldgicas coradas pelo método
se observar a existéncia de uma matriz de colagénio com anteriormente referido, a neoformagdo 6ssea é observada
sinais de organizagao fibrilar, contribuindo para a retentivi- pela presenca de uma tonalidade résea correspondente. Nas

dade dos granulos de biomaterial e sinais de neoformacao

Figura 12 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo
Figura 9 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo (Calcitonina - 7 semanas) (200x) (— indicam locais
(Controlo - 7 semanas) (200x). de neoformacio éssea).
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Figura 13 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo
(Grelina - 7 semanas) (25x).

Figura 14 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo
(Grelina - 7 semanas) (200x) (— indicam locais
de neoformacdo dssea).

preparacoes histoldgicas correspondentes a amostras reco-
lhidas de animais pertencentes aos grupos experimentais
calcitonina e grelina é possivel observar a formacao de tecido
6sseo junto ao remanescente que rodeia os locais de defeito
6sseo.

Figura 15 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo
(Grelina - 7 semanas) (200x) (— indicam locais
de neoformacio 6ssea).

Discussao

A utilizacdo de biomateriais na regeneracdo 6ssea tem como
principal vantagem a promocéao da formacao déssea pelo facto
de fornecer protecdo contra a invasdo de tecidos ndo oste-
ogénicos competidores e também pelo facto de as matrizes
inorganicas serem reabsorvidas lentamente e substituidas por
osso neoformado. Neste trabalho experimental optou-se pela
utilizacdo de osso equino desprovido de antigéneos para o
preenchimento dos defeitos ésseos criados por ser biocom-
pativel, estar disponivel em quantidade suficiente, ser barato
e de facil manuseio, néo exigir instrumental cirtrgico espe-
cializado para a sua colocacdo e poder ser armazenado a
temperatura ambiente’.

O emprego da calcitonina de salmao teve por base alguns
aspetos como o facto de este tipo de calcitonina ter uma
semi-vida mais longa, ser resistente a degradacéo plasmatica
e demonstrar elevada afinidade para os recetores especifi-
cos. Além disso, a calcitonina de salméo é a mais ativa das
calcitoninas isoladas e estd isenta de proteinas animais ex6-
genas. Uma vez que é facilmente degradada pelo suco géstrico,
deve ser administrada por via subcuténea, retal, endovenosa,
intramuscular ou nasal. Neste caso, optou-se pela via intra-
muscular por facilidade de aplicacdo, melhor controlo da
dosagem e melhor acesso. A dose de calcitonina utilizada
(0,05 mL ou 2 UI) corresponde a dose terapéutica utilizada em
seres humanos. Foi administrada no pés-operatério imediato,
uma vez que esta hormona deve ser fornecida antes do inicio
da osteogénese, de modo a promover o aumento do nimero
dos osteoblastos™18.

O rato foi o modelo animal selecionado, uma vez que
é de facil obtencdo para amostra homogénea e é simples
de manusear. O aumento ponderal verificado deve-se ao
facto de o biomaterial empregue e a calcitonina administrada
nio interferirem com o desenvolvimento animal normal.
Como o biomaterial utilizado se ajusta perfeitamente ao
defeito 6sseo criado e foi coberto pelos planos musculares,
ndo necessitou da utilizacdo de outros elementos de fixacdo®.
O numero de animais utilizado neste trabalho experimental
foi reduzido, uma vez que se trata de um estudo preliminar
(respeitando a regra dos 3 R’s — Replacement (substituicéo),
Reduction (redugdo), Refinement (refinamento)), cujos resul-
tados obtidos poderao motivar a realizacdo de mais trabalhos
experimentais, de modo a esclarecer os mecanismos subja-
centes a remodelac¢do dssea sob o efeito destas hormonas.

Foram realizados defeitos 6sseos circulares por serem ide-
ais para o estudo da influéncia das substancias empregues em
relacdo a cicatrizacdo 6ssea - a forma do defeito permite a
manutencdo do codgulo sanguineo formado no seu interior,
assim como a perfeita adaptagdo do biomaterial usado.

O tipo de grelina selecionado para a realizagdo deste traba-
lho experimental teve em conta o facto de a grelina humana
e a de rato diferirem apenas em dois aminodcidos, sendo, por
isso, consideradas homdélogas®.

Apesar de se ter verificado a avulsdo de alguns grénulos
de Bio-Gen® durante o processamento histolégico da amos-
tra referente ao animal Controlo n°1, observou-se a formacao
de matriz 6ssea, notando-se o preenchimento da &area do
defeito 6sseo por uma rede de fibras de colagénio delgadas e
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dispostas de forma relativamente aleatéria. No caso das
preparacOes obtidas da amostra recolhida do animal Cal-
citonina n°2, verificou-se a manutencdo dos granulos de
biomaterial no local correspondente ao defeito 4sseo, pare-
cendo indicar a existéncia de um efeito retentivo da matriz
6ssea essencialmente colagénica formada sob influéncia da
calcitonina, embora esta matriz apresente ainda um arranjo
primério de fibras colagénicas delgadas. Relativamente as
preparacgoes histolégicas obtidas a partir da amostra dos ani-
mais Grelina n°1 e Grelina n°3, verificou-se a formacado de
novo tecido 6sseo no espaco inter e perigranular - tecido oste-
oide (coloragdo résea envolvendo os granulos de biomaterial).
E necessério ter em conta que estes animais foram sacrifi-
cados na 52 semana pdés-operatéria, podendo ainda nao ter
ocorrido tempo suficiente para a observacao de formacao mais
evidente de tecido 6sseo e que o tamanho dos defeitos 6sseos
criados (4 mm de didmetro) podera ser considerado um criti-
cal size defect, ou seja, possui um tamanho que nao permite
a regeneracdo dos defeitos apenas pelo organismo, ao con-
trario dos tamanhos reduzidos (inferiores a 4 mm) utilizados
em estudos que serviram de base bibliografica a este trabalho,
nos quais se verificava uma neoformacao éssea acentuada em
intervalos de tempo mais prolongados. Nas preparagoes histo-
légicas referentes a amostra recolhida do animal Controlo n°2
as 7 semanas, verificou-se a retencéo dos granulos pela matriz
colagénica, embora em menor grau relativamente a observada
nas amostras recolhidas de animais dos grupos Calcitonina e
Grelina. No entanto, nao sao evidentes sinais de neoformacao
6ssea.

No que respeita as preparagoes obtidas a partir das amos-
tras dos animais Calcitonina n°3 e Calcitonina n°1, foi possivel
observar a formacédo de tecido ésseo pela presenca de osteo-
blastos em torno e entre os granulos de biomaterial, o que
remete para o efeito anabdlico preponderante exercido por
esta hormona, proporcionando o aumento da atividade oste-
obléstica e da mineralizac¢do do tecido osteoide, assim como a
reducao do nimero de osteoclastos por bloqueio do processo
que lhes da origem>*®.

Relativamente as preparacdes histolégicas obtidas a partir
da amostra dos animais Grelina n°2 e Grelina n°4, verificou-
se uma discreta presenca de células do metabolismo dsseo,
indicadoras da ocorréncia do processo de regeneragdo. Tam-
bém se observou a formacdo de matriz coladgena organizada e
a disposigdo dos granulos de biomaterial de forma coesa.

E de referir que a granulometria do biomaterial utili-
zado neste trabalho experimental pode nao ter sido a mais
adequada, o que pode ter facilitado a avulsdo de grénu-
los na amostra de Controlo n°1. Além disso, os granulos
de matriz éssea equina exercem um efeito de osteoinducéo
(recrutamento e conversdo de células osteoprogenitoras ou
indiferenciadas em células 6sseas em formac@o) e ndo oste-
ocondutor (fornecimento de um substrato que favoreca a
migracao, juncdo e crescimento de células osteoprogenitoras
e osteoblastos para o enxerto).

Conclusao

Tendo em conta o que foi referido, a grelina parece exercer um
efeito mais significativo na neoformacéo déssea a 5% semana

pos-operatéria do que a calcitonina, embora esta ultima apre-
sente resultados mais evidentes na 72 semana pés-operatoéria.
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