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Miranda FV. Efeito da administragao local ou sistémica da atorvastatina no
reparo 6sseo de defeitos criticos em calvaria de ratos. 2020. 67 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,
2020.

RESUMO

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo comparar o efeito da Atorvastatina,
aplicada de forma local e sistémica, em defeitos criticos de calotas de ratos. Material
e médodos: 36 (trinta e seis) ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), adultos foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos, o grupo aplicagcdo de membrana de colageno
com agua destilada (GAD) com defeitos de tamanho critico contendo agua destilada;
0 grupo aplicagdo Sistémica de Atorvastatina (GAS) foram realizado defeitos de
tamanho critico e os animais foram tratados com atorvastatina (3,6mg/kg/dia) por
gavagem; e o grupo de aplicagédo local de Atorvastatina (GAL) com defeitos de
tamanho critico contendo Atorvastatina. Cada grupo foi avaliado através da
histometria, mensuragédo do defeito residual, area de osso néo formado (AON), area
de membrana e tecido mole, contagem de células (ostedcitos, osteoblastos, células
inflamatorias) e imunoistoquimica (OSTEOCALCINA e CD31), nos periodos de 14 e
28 dias. Resultados: Os dados mostraram diminuicao do defeito residual para GAS
quando comparada ao GAL (p=0,024) e ao GAD (p=0,033), o GAS revelou diminui¢ao
de numero de ostedcitos em comparagao ao GAD (p=0,026), e em comparagdo com
GAL (p=0,020). Os osteoblastos nao apresentaram diferengca entre os grupos
(p>0,05), a quantidade de fibroblastos mostrou maiores somente para o GAL de 14
para 28 dias (p=0,019). Aos 28 dias, tanto para GAL quanto GAS, a quantidade de
células inflamatdérias foram maiores comparadas ao GAD (p<0,05). A marcagéo de
imunoistoquimica para CD31 n&o apresentou alteracdo, e OCN nos osteoblastos
mostrou maior imunomarcacido aos 14 dias em comparacido aos 28 dias somente
para o GAS (p=0,026; Holm-Sidak), OCN na marcacg&o da matriz extra celular (MEC)
mostrou aumento da imunomarcagao aos 14 quando comparado aos 28 dias no GAL
e GAS (p=0,041; Holm-Sidak). Conclusao: A Atorvastatina promoveu efeito positivo
na osteogénese e sugere-se que ela ndo exerga fungéo anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Osteogénese. Atorvastatina. Regeneragao 6ssea.



Miranda FV. Effect of local or systemic administration of atorvastatin on bone
repair of critical defects in rats’ calvaria. 2020. 67 f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2020.

ABSTRACT

Objective: This study aimed to compare the effect of Atorvastatin, applied locally and
systemically, on critical defects of rat caps. Material and medicaments: 36 (thirty-six)
rats (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), adults were randomly divided into 3 groups,
the collagen membrane application group with distilled water (GAD) with critical size
defects containing distilled water; the systemic application group of Atorvastatin (GAS)
was performed with critical size defects and the animals were treated with atorvastatin
(3.6mg/kg/day) per gavage; and the local application group of Atorvastatin (GAL) with
critical size defects containing Atorvastatin. Each group was evaluated by histometry,
measurement of the residual defect, area of neo formed bone (AON), area of
membrane and soft tissue, cell count (osteocytes, osteoblasts, inflammatory cells) and
immunohistochemistry (OSTEOCALCINE and CD31), in periods of 14 and 28 days.
Results: The data showed a decrease of residual defect for GAS when compared to
GAL (p=0.024) and GAD (p=0.033), GAS showed a decrease of osteocytes in
comparison to GAD (p=0.026), and in comparison to GAL (p=0.020). The osteoblasts
did not present difference between the groups (p>0.05), the amount of fibroblasts
showed higher only for the GAL from 14 to 28 days (p=0.019). At 28 days, both for
GAL and GAS, the amount of inflammatory cells were higher compared to GAD
(p<0.05). The immunohistochemistry marking for CD31 showed no change, and CSF
in osteoblasts showed higher immunomarkings at 14 days compared to 28 days only
for GAS (p=0.026; Holm-Sidak), CSF in extra cellular matrix marking (SCM) showed
increased immunomarkings at 14 days compared to 28 days in GAL and GAS
(p=0.041; Holm-Sidak). Conclusion: Atorvastatin promoted a positive effect on
osteogenesis and it is suggested that it does not have an anti-inflammatory function.

Keywords: Osteogenesis. Atorvastatin. Bone regeneration.
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1 INTRODUGAO

Na literatura, é possivel observar estudos relacionados a reparagao de defeitos
0sseos criticos tanto na area médica como na odontologica. Dessa forma, varias
pesquisas sio realizadas em busca da reparacdo ou de um substituto dsseo ideal,
que apresente propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras.’-

No processo de reparagao 0ssea, primeiramente os osteoclastos sao ativados
e encaminhados para o local de reparagdo onde realizam a reabsor¢do do 0sso
trabecular. Apds esta fase, acontece a inativacdo da reabsorcdo Ossea, 0s
osteoclastos sdo substituidos por macréfagos, que realizam a remog¢do da matriz e
restos celulares, ocorrendo, assim, a fase de reversao, pois induz a sua substituicao
ossea. Os osteoblastos iniciam a formag&o de uma nova matriz, sintetizando colageno
e outras substancias, formando o osteoide, substancia na qual sera formadora do osso
novo.*®

Estudos mostram que as Proteinas BMPs s&do essenciais para o
desenvolvimento e remodelagao dssea, estando presentes na formagao endocondral
e intramembranosa. Elas agem estimulando e promovendo a diferenciacdo das
células, formagado de matriz cartilaginosa, e a sua presenga também promove a
quimiotaxia.”"" A alteragdo da concentragdo das BMPs foi observada em diversos
estudos realizados em que as estatinas se mostraram capazes de promover o
aumento nas concentragdes das proteinas BMPs, favorecendo a formagéo 6ssea.'®
14

As estatinas sao lipoproteinas utilizadas principalmente no tratamento de
hipercolesterolemia, para reduzir os niveis de colesterol no sangue, inibindo a enzima
HMG-CoA redutase.' O colesterol € fundamental para o correto funcionamento do
organismo, fazendo parte de mecanismos importantes como a produgdo de
hormonios, metabolismo do calcio, de forma fundamental na formagao e manutencao
ossea® '®, porém em niveis muito elevados tendem a ser prejudiciais.® 17 18

As principais estatinas comercializadas s&o: pravastatina, sinvastatina,
fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina, pitavastatina e rosuvastatina. Todas
apresentam estruturas analogas, a (3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A reductase),
sendo que ela atua pela inibicdo da HMG-CoA redutase, coenzima que participa da
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biossintese do colesterol, e formag&o deste colesterol no figado.'® 29 A tltima listagem
de medicamentos realizada antes da quebra da patente da Atorvastatina a
posicionava nos EUA como a droga mais vendida em 2010, segundo dados da
industria.?’ Além de diminuir os niveis de colesterol no sangue, as estatinas agem
como anti-inflamatorios, antioxidantes, antibacterianos e também atuam na
osteogénese e angiogénese.? 3 2227

Dentre os diversos estudos na literatura a respeito de regeneragao ossea foi
possivel encontrar alguns que utilizam o grupo das estatinas para estimular os fatores
osteogénicos. Estudos realizadas por Mundy et al. e Ayukawa et al. mostram que,
além de reduzir os niveis de colesterol, ha outros efeitos benéficos das Estatinas como
a sinalizagao e ou estimulagdo das BMP-2 e diferenciagdo osteoblastica, indicando
um potencial osteogénico. Isso tem despertado a atencdo para novas pesquisas na
area de regeneracao 0ssea.? 3

A dificuldade encontrada para aplicagédo clinica da estatina é encontrar um
método e administragdo da substancia apropriados.?® Essa dificuldade também foi
observada em revisao sistematica e meta analise.?® Foi avaliado no estudo os efeitos
osteogénicos locais da fluvastatina incorporada a gelatina biodegradavel em ratos,
avaliando o micro Ct e histologico, concluindo que a gelatina biodegradavel contendo
fluvastatina promoveu osteogénese em calvaria de ratos, revelando o potencial deste
método em estudos de regeneragio.?®

Além disso, estudo in vivo utilizando defeitos criticos em créanio de coelhos
avaliaram o uso de sinvastatina administrada localmente com o BioOss®, assim,
observaram através da histologia, imunoistoquimica e fluorescéncia, sugerindo que o
uso local de sinvastatina melhora significativamente a regeneragcdo 6ssea nas fases
iniciais de cicatrizag&o.?®

Mundy et al. realizaram o estudo in vitro e in vivo, utilizando respectivamente a
cultura 6ssea de calvaria de neonatos (lovastatina, sinvastatina, fluvastatina e
mevastatina) e injegdes subcutdaneas em ratos (lovastatina e sinvastatina). Dessa
forma, observaram o aumento na neoformagao éssea pelo uso de sinvastatina e
lovastatina, podendo estas estatinas promover a diferenciacdo dos osteoblastos pela
estimulagdo da BMP-2.3

Também, verificou-se que diversos estudos em animais® 3 15 30-32 foram
realizados para avaliacdo de regeneragdo 6Ossea utilizando sinvastatina sistémica.

Alguns autores?* 33 34 (tilizaram a atorvastatina em animais para avaliar a
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regeneracao e metabolismo 6sseo. A classificagao das estatinas quanto a solubilidade
e origem apresentam diferencgas, a sinvastatina é a estatina mais lipofilica e de origem
natural, j& a atorvastatina é menos lipofiica e de origem sintética®®. Essas
caracteristicas das estatinas estdo relacionadas diretamente com a absorcéo,
podendo variar de acordo com a via de administragdo escolhida.?®

A estatina induz a diferenciacdo osteoblastica, consequentemente a
osteogénese e a nova formagéo ossea. Isto ocorre pelo aumento da expressao BMP-
2 e supressao da apoptose de osteoblastos. Esta revisdo mostrou que existe bastante
controvérsia em relagdo a dose, via de administragao e efeitos da terapia. Sendo
necessario mais estudos a longo prazo e futuros ensaios clinicos para estabelecer
uma relagio entre as opgdes de administragdo com o reparo dsseo e a regeneragio.

Estudo clinico utilizou a sinvastatina em regido pos-operatoria de terceiros
molares, apresentou aumento com diferenga estatisticamente significativa nos valores
meédios de cinza no grupo que utilizou sinvastatina quando comparados ao grupo
controle. O estudo apresentou limitacdo quanto ao tempo, que nao foi adequado, para
verificar a eficacia da Sinvastatina na reparacédo 6ssea completa. Com isso, ele requer
estudos histologicos e novos ensaios clinicos.'®

Observa-se grande divergéncia de opinides e resultados sobre a acgdo e
influéncia das estatinas no tecido 6sseo. Sugerindo novos estudos para tentar
estabelecer a dosagem e modo de administragéo para poder avaliar esses efeitos.3®

Uma revisao sistematica concluiram que nem todas as estatinas foram
testadas, observaram que tem dificuldade para estipular a concentragao eficaz e
também o meio de administragédo da droga, sugerindo mais estudos.?°

Outro fator relevante observado em alguns estudos foram que a maioria das
estatinas n&o apresentam efeito colateral significativos favorecendo o seu uso de
forma sistémica e local.?® 37 Estudo em animais utilizaram sinvastatina, lovastatina e
atorvastatina, observou-se que a atorvastatina foi a unica que apresentou toxicidade

hepatica e miopatia.?’
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2 PROPOSIGAO

O presente trabalho de pesquisa comparou o efeito da Atorvastatina, aplicada
de forma local e sistémica, em defeitos criticos de calotas de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Seguindo o guia de referéncia para estudos em animais 28, 36 (trinta e seis)
ratos (Rattus Norvegicus, Albinus, Wistar), adultos, com peso corporal entre 400 e
4509 foram utilizados para a realizagao deste estudo. Os animais foram cedidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — FOA, UNESP, mantidos em
gaiolas, em ambiente climatizado. Esses foram alimentados com rag&o solida padrao
e agua “ad libitum”, durante todo o experimento. O projeto de pesquisa foi inicialmente
enviado para o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — FOA, UNESP, o qual obteve parecer favoravel sob o
protocolo numero FOA n° 00161-2017 (ANEXO A).

3.1 Anestesia e procedimento cirurgico

Apos jejum de 12 horas pré-operatério sem restricao hidrica, os animais foram
submetidos a sedagao por meio da administragao via intramuscular de Cloridrato de
Ketamina a 1% (Vetaset ® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, S&o Paulo,
Brasil Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 70mg/Kg, e do
Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), 5mg/Kg. Apds induc&o anestésica, foi realizada tricotomia na regido fronto-
parietal, posicionamento do animal em decubito ventral e anti-sepsia da area com
polivinilpirrolidona (PVPI) tépico.

O acesso cirurgico foir realizado por meio de incisdo semicircunferencial no
sentido antero-posterior. O retalho total foi rebatido e assim, exposicdo do 0sso
parietal de ambos os lados foi obtida. Uma trefina cirurgica (Harte prescision grip) de
didametro interno de 4 mm e externo de 5 mm (Anexo C), e com auxilio de um motor
de baixa rotagéo foi realizada a osteotomia na regido mediana entre os parietais até
a cortical interna. O osso parietal osteotomizado foi removido e a dura-mater mantida
intacta, deixando um defeito de tamanho critico (DTC) de 5mm de didmetro. 3°

Os grupos foram divididos da seguinte forma;

Grupo agua destilada (GAD), a membrana Bio-Gide® foi embebida com agua
destilada apds a confeccéo do defeito dsseo.

Grupo atorvastatina local (GAL) receberam localmente atorvastatina, apos a
confeccdo do defeito e posicionamento da membrana Bio-Gide®, a mesma foi
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embebida com a solucdo de 4,3mg de atorvastatina dissolvida em 10mL de agua
destilada.?®

Grupo atorvastatina sistémica (GAS) tratados com atorvastatina sistémica receberam
o medicamento por gavagem na concentracgédo de 3,6mg/kg/dia®.

A eutanasia foi realizada em 14 e 28 dias de poés-operatorio. (Imagens da
metodologia, ANEXO C) e como ilustrado no organograma a seguir (Figura 2).

O defeito 6sseo foi realizado em 36 animais, divididos em 3 grupos, e
preenchidos de acordo com o grupo representado. Finalizado o procedimento, o
retalho total foi reposicionado, a sutura foi feita com fio de Seda 4-0 (ETHICON Nylon
Suture®, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos simples.

O DTC de todos os animais foi sobreposto com a membrana de colageno
(membrana Bio-Gide®: Membrana de Colageno Natural Porcino Reabsorvivel
Geistlich, Wolhusen, Suiga) e preenchido por coagulo.
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Figura 1- Organograma com a divisdo dos grupos

18 animais 18 animais

(14 dias) (28 dias)

Fonte: Autor

3.2 Eutanasia e preparo das amostras para analise microscoépica

Em cada periodo de pds-operatorio, 6 animais de cada grupo foram submetidos
a eutanasia, por meio de superdosagem anestésica utilizando o Pentobarbital Sédico
na dosagem de 150 mg/Kg pela via intraperitoneal.

As calvarias foram removidas e fixadas em solucado de formalina tamponada
10% (Reagentes Analiticos; Dental Dindmica Ltda, Catanduva, Brasil) por 48 horas e
depois lavadas em agua corrente por 24 horas.

A area do defeito cirurgico original e os tecidos circunjacentes foram removidos
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em bloco. Apds descalcificacdo inicial em solugdo de Acido Etilenodiaminotetracético
(EDTA) a 10%, cada espécime foi dividido longitudinalmente em dois blocos,
exatamente ao longo do centro do defeito cirurgico original. Apdés um periodo de
descalcificagdo*! adicional, as pecas foram processadas conforme protocolo de
inclusdo em parafina. Foram realizados cortes semisseriados com 5 ym de espessura
na dire¢ao longitudinal, em que as laminas histologicas de codificagado “par” foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) e as “impares” para analise

histomorfométrica.

3.3 Histometria

Os cortes foram montados em I&minas histolégicas e fixados com laminula e
resina permont. Estas laminas foram fotomicrografadas em microscopio 6ptico
(Nikon® eclipse E100) acoplado a uma camera fotografica (Biovera® [1S500). As
imagens foram obtidas com a objetiva de 4x, 10x, 40X e 100x, o menor aumento foi
realizado para montar as imagens panoramicas do defeito, e na sequéncia imagens
ampliada (10x, 40x e 100x) na porgéo central do defeito critico e nas laterais, areas
dos cotos direito e esquerdo para coloragdo em hematoxilina e eosina (H&E) e
imunoistoquimica.

3.3.1 Defeito linear residual
Utilizando as imagens panoramicas foram realizadas a analise do defeito

residual, mensurada de forma linear, através da ferramenta “straight”.

3.3.2 Area de membrana e tecido mole
O programa de captura de imagens utilizado foi o ISListen versao 3.2. Foram

gravadas em arquivo TIF e analisadas em programa computacional IMAGE J
(Programa Analisador de Imagens, Ontario, Canada). Para o calculo histométrico da
area de membrana e tecido mole na regido do defeito critico, inicialmente o programa
foi calibrado para utilizar pixels como medida padrdo, na ferramenta “set scale”.
Posteriormente, as imagens foram abertas no programa e, assim, pela ferramenta
“freehands” foi calculada a area em pixels, quando houve a presenga de areas
separadas foi realizado a somatéria das areas.

3.3.3 Area de osso neoformado
Para o calculo histométrico da area de osso neoformado na regido do defeito

critico, foi utilizada a mesma metodologia adotada para calcular a area de membrana

e tecido mole.
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3.4 Contagem de células
A contagem de células foi realizada a partir de imagens capturadas em

aumento de 1000X #2, laminas coradas com H&E. As imagens foram capturadas em
trés locais; coto esquerdo (imediatamente entre a interface do osso remanescente),
area central do defeito e coto direito (imediatamente entre a interface do osso
remanescente), de acordo com adaptagdes a partir da publicagdo de Benetti, 2019 43
A seguir, foi realizado a contagem de células inflamatorias, osteoblastos, fibroblastos
e ostedcitos. para contabilizar estas células foi utilizada a ferramenta tipo “crosses” no

IMAGE J com 10000 pixels por area, totalizando 494 “crosses” por imagem.

3.5 Imunoistoquimica

As reagdes imunoistoquimicas foram feitas a partir do tecido que foi submetido
ao processo de desparafinizagao. Apos este processo e tratamento dos tecidos com
solugbes proprias para recuperagcdo de epitopes, os cortes histolégicos foram
incubados com painel de anticorpos policlonais CD31 Lote A0649 (Biorbyt®) e
OSTEOCALCINA (OCN) Lote BS7110 (Biorbyt®). Estas proteinas foram escolhidas
para avaliar as respostas celulares referentes a vascularizagdo e mineralizagdo
Ossea 447  respectivamente. A amplificagéo foi realizada por polimeros em processo
totalmente automatizado, no equipamento Ventana BenchMark GX. A revelagéo foi
feita com kit UltraView DAB Lote FO7797-F07855- (HRP Multimer. numero de série:
1452607, Chromogen, numero de série: 1497597, Cooper. numero de série: 1454240,
Inhibitor. numero de série: 1467415 e H202. numero de série 1465306)

Controles positivos e negativos foram utilizados para atestar a fidelidade das
reacoes. As reacbdes imunoistoquimicas foram avaliadas através da analise
quantitativa, realizada a partir da contagem das células marcadas.*® As imagens foram
capturadas com o mesmo protocolo utilizado para a contagem de células na
histometria. A contagem de células foi realizada a partir de imagens capturadas em
aumento de 1000X 42, para contabilizar as células foi utilizada a ferramenta “grid” tipo
“‘crosses” no IMAGE J com 10000 pixels por area, totalizando 494 “crosses”por
imagem. As imagens foram capturadas em trés locais: coto esquerdo do defeito, area
central e coto direito do defeito, de acordo com adaptag¢des a partir da publicagao de
Benetti 2019 43,

3.5.1 CD31
A seguir foi realizado a contagem das células endoteliais marcadas

positivamente para o anticorpo CD31.
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3.5.2 Osteocalcina (osteoblastos)
Ja com o anticorpo OCN foram identificadas e contabilizadas células

osteoblasticas e pré osteoblasticas.

3.5.3 Osteocalcina (MEC)
Foi realizado a analise semi quantitativa para mensurar a Matriz extra celular

(MEC), para esta analise foi utilizada um SCORE de imunomarcacgéo “3 que variou de
0 a 4, onde 0 sem Imunomarcagao (auséncia de rotulagem na matriz extracelular e
auséncia completa de células imunoreativas), 1 Imunoexpressédo baixa (rotulagem
fraca da matriz extracelular e aproximadamente um quarto das células imunoreativas),
2 Imunoexpressdo moderada (rotulagem moderada da matriz extracelular e
aproximadamente metade das células imunoreativas), 3 Imunoexpressao forte (forte
rotulagem da matriz extracelular e aproximadamente trés quartos das células
imunoreativas) e 4 Imunoexpressao muito severa (rotulagem extremamente forte da
matriz extracelular e aproximadamente todas as células imunoreativas).

O score foi realizado por um examinador treinado previamente e calibrado. Os
dados coletados na histometria e imunoistoquimica foram agrupados em uma planilha
e submetidos a analises estatisticas. A matriz extra celular € composta por colageno
em sua maior parte e pela substancia fundamental, que contem proteinas néao
colagenosas. Uma destas proteinas presentes em maior abundéncia é a
Osteocalcina, ela é sintetizada exclusivamente por osteoblastos. A osteocalcina
parece estar envolvida no controle do processo de mineralizagao do osso, prevenindo

a mineralizacdo excessiva*®

3.6 Analise estatistica

Todos os testes estatatisticos foram analisados no programa estatistico
SigmaPlot 12.0 (Exakt graph and Data analysis, San Jose, CA, USA), considerando o
nivel de significancia de 5%.

Para todos os parametros quantitativos analisados nesta pesquisa, a
normalidade dos valores obtidos foi testada através do teste Shapiro-Wilk que indicou
serem homogéneos (p> 0,05). Posteriormente o teste ANOVA dois fatores foi aplicado
e seguindo de Pos-teste Holm-Sidak quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Histometria

4.1.1 Defeito Linear residual

Em relagao do defeito residual linear, de uma maneira geral, pode-se observar
a diminui¢cdo do defeito para GAS quando comparada ao GAL (p=0,024) e ao GAD
(p=0,033). A interagcdo GAL versus GAD n&o apresentou diferenca estatistica
(p=0,765), revelando que tanto aos 14 dias quanto aos 28 dias o GAS demostrou
menor defeito residual que GAL e GAD.

4.1.2 Area de membrana e tecido mole

A degradagao da membrana nao sofreu nenhuma influéncia da Atorvastatina,
a qual demonstrou degradagé&o paulatina durante os tempos, nao diferindo quanto a
presencga e também com o tipo de aplicagao da atorvastatina (p>0,05).

4.1.3 Area de osso neoformado

A analise histologica esta representada no quadro geral das imagens
panoramicas (Figuras 2 e 3), vistas em menor aumento 4X para avaliar a presenca
dos cotos e do defeito. Na analise histoldégica nos aumentos de 4x, 10x e 40x, no
periodo de 14 dias, a area de proximidade com a borda do defeito (Figura 4, 5 e 6),
notou-se formac&o de novo 0sso, com osteoblastos jovens e area de grande
celularidade.

A presenca da atorvastatina no periodo de 14 dias revelou maior quantidade
de osteoblastos ativos e ostedcitos, e a aplicagéo sistémica (GAS), pdde-se notar uma
pequena alteragao do tecido, observando maior quantidade tecido dsseo.

Aos 28 dias (Figura 7, 8 e 9), a qualidade do tecido 6sseo se alterou, ficando
com areas mais maduras, mais notado com a presenca da atorvastatina, e o uso
sistémico proporcionou maior quantidade de tecido mineralizado e osteoblastos.

4.2 Contagem de células

A contagem de células foi realizada em 3 locais, representadas pelo coto
direito, area central e coto esquerdo (Figura 10, 11, 12 e 13) a qual esta com os dados
representativos nos graficos (Figura 14, 15, 16 e 17).

4.2.1 Ostedcitos

A contagem de ostedcitos no coto esquerdo apresentou diferenga estatistica
significativa no teste ANOVA em relagdo ao grupo (p=0,012). Para determinar a
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variacdo entre os grupos foi feito o método Holm-Sidak e pode-se observar que a
contagem de ostedcitos ndo se alteraram cronologicamente de 14 dias para os 28
dias. O GAS revelou diminuicao de numero de ostedcitos em comparacdo ao GAD
(p=0,026), e a diminuigdo no GAS em comparagdo com GAL (p=0,020). Nao foi
observado diferenga quando os grupos foram comparados aos 14 dias (p>0,05), ja
aos 28 dias somente GAS apresentou maiores valores quando comparado com GAD
(p=0,025).

O numero de ostedcitos na area central apresentou diferenga estatistica
significativa no teste ANOVA em relag&o ao fator de variagao “grupo” (p=0,039).

Para determinar a variagao entre os grupos foi feito o método Holm-Sidak e
pode-se observar maior numero de ostedcitos quando comparados o fator de variagao
‘grupo” para o GAL quando comparado ao GAD (p=0,035). Para a contagem de
ostedcitos no coto direito, todos os parametros avaliados foram similares (p>0,05;
ANOVA 2 fatores) (Figura 14).

4.2.2 Osteoblastos

A quantidade de osteoblastos no coto esquerdo, na area central e no coto
direito foram similares, independente do parametro analisado (p>0,05; ANOVA 2
fatores) (Figura 15).

4.2.3 Fibroblastos

A quantidade de fibroblastos no coto esquerdo mostrou maiores somente para
o0 GAL de 14 para 28 dias (p=0,019). Na avaliagao intra grupos no periodo de 14 dias
GAL nao diferiram de GAD e as outras comparacgoes tiveram diferencas e aos 28 dias
nenhum grupo se diferiu, eles foram similares.

A quantidade de fibroblastos na area central e no coto direito foi semelhante
para todos os grupos, independente do periodo analisado (P>0,05, ANOVA 2 fatores)
(Figura 16).

4.2.4 Células inflamatérias

O numero de células inflamatorias nos cotos esquerdo e direito nao
apresentaram diferenga estatistica significativa no teste ANOVA. Na area central
apresentou diferenga estatistica significativa no teste ANOVA em relagéo ao grupo X
tempo p=0,046. Aos 14 dias n&o diferiu GAS do GAD, teve maior numero de células
inflamatdrias no GAL. Aos 28 dias tanto o GAL quanto GAS a quantidade de células
foi maior comparada ao GAD (Figura 17).
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4.3 Imunoistoquimica

4.3.1 CD31

Na imunoistoquimica, as células endoteliais positivas para o marcador CD31
nao apresentaram diferenga estatistica significativa em nenhum dos locais avaliados
ou periodos analisados (14 e 28 dias) (p>0,05; ANOVA 2 fatores) (Figura 18).

4.3.2 Osteocalcina (osteoblastos)

A contagem dos osteoblastos com marcagao positiva para OCN nos cotos
esquerdo e direito foi similar para os grupos e periodos analisados (p>0,05; ANOVA
2 fatores). Na area central, a contagem de osteoblastos marcados positivamente com
OCN, cronologicamente mostrou maior imunomarcagao aos 14 dias em comparagao
aos 28 dias somente para os GAS (p=0,026; Holm-Sidak). As demais comparacdes
foram similares para os grupos (p>0,05) (Figura 19).

4.2.3 Osteocalcina (MEC)

A marcagao da MEC pelo marcador OCN no coto esquerdo mostrou que
somente o GAL mostrou diminuicdo da imunomarcagao de 14 para 28 dias (p=0,041;
Holm-Sidak). As demais comparagdes foram similares para os grupos (p>0,05).

Na area central, a MEC marcada com OCN apresentou menor imunomarcacao
na evolugdo cronologica somente para GAS (p<0,001; Holm-Sidak). As demais
comparacgdes foram similares para os grupos (p>0,05) (Figura 20).



26

Figura 2- Imagens panordmicas representativas dos periodos de 14 dias, aumento de 4x.
Coloracado H&E a GAD, b. GAL e c. GAS

100 pm

Fonte: Autor



27

Figura 3- Imagens panoramicas representativas nos periodos de 28 dias, aumento original de
4x Coloragao H&E a. GAD, b. GAL e c. GAS

100 pm

Fonte: Autor
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Figura 4- Esquema histolégico mostrando em (a) imagem panoramica aumento original de 4x,
(b) aumento da area selecionada 10x e (c) aumento de 40x, coloragédo H&E. Setas em preto
(c) indicando novos ostedcitos. GAD 14 dias

L]
100 um

Fonte: Autor
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Figura 5- Esquema histolégico mostrando em (a) imagem panoramica aumento original de 4x,
(b) aumento da area selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloragdo H&E. Setas
em preto (c) indicando novos ostedcitos. GAL 14 dias

Fonte: Autor
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Figura 6- Esquema histolégico mostrando em (a) imagem panoramica aumento original de 4x,
(b) aumento da area selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloragdo H&E. Setas

em preto (c) indicando novos ostedcitos. GAS 14 dias.

y -

S NI A L = e

Fonte: Autor
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Figura 7- Esquema histolégico mostrando em (a) imagem panoramica aumento original de 4x,
(b) aumento da area selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloragdo H&E. Setas

em preto (c) indicando novos ostedcitos. GAD 28 dias.

[, ]
100 um

Fonte: Autor
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Figura 8- Esquema histolégico mostrando em (a) imagem panoramica aumento original de 4x,
(b) aumento da area selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloragdo H&E. Setas
em preto (c) indicando novos ostedcitos. GAL 28 dias.

Fonte: Autor
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Figura 9- Esquema histolégico mostrando em (a) imagem panoramica aumento original de 4x,
(b) aumento da area selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloragdo H&E. Setas

em preto (c) indicando novos ostedcitos. GAS 28 dias.

Fonte: Autor
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Figura 10- Imagem panoréamica com aumento de 4x representando os locais de contagem de
células, coto esquerdo, area central e coto direito. Periodo experimental de 14 dias, (a) AD,
(b) GAL e (c) GAS. (Coloragao H&E, aumento original 1000x). Representando nas imagens
com setas os osteoblastos e com * os ostedcitos.

100 pm
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Figura 11- Imagem panoramica com aumento de 4x representando os locais de contagem
de células, coto esquerdo, area central e coto direito. Periodo experimental de 28 dias, (a)
GAD, (b) GAL e (c) GAS. (Coloracao H&E, aumento original 1000x). Representando nas
imagens com setas os osteoblastos e com * os ostedcitos..
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Figura 12- Imagens representativas da analise imunoistoquimica da OCN. Setas em preto
mostrando osteoblastos positivos para a marcacao e setas em amarelo indicando MEC com
marcagao positiva. Representando (a-a2) GAD 14 dias, (b-b2) grupo AD 28 dias, (c-c2) GAL
14 dias, (d-d2) GAL 28dias, (e-e2) GAS 14 dias e (f-f2) GAS 28 dias. (a-f) coto esquerdo, (a1-
f1) area central e (a2-f2) coto direito. (Aumento de 1000X analise imunoistoquimica de OCN)

Esquerdo Central Direito

AS 14 dias AL 28 dias AL 14 dias AD 28 dias AD 14 dias

AS 28 dias

Fonte: Autor
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Figura 13- Imagens representativas da andlise imunoistoquimica da CD31. Setas em preto
mostrando células endoteliais positivas para a marcagao. Representando (a-a2) GAD 14 dias,
(b-b2) GAD 28 dias, (c-c2) GAL 14 dias, (d-d2) GAL 28dias, (e-e2) GAS 14 dias e (f-f2) GAS
28 dias. (a-f) coto esquerdo, (a1-f1) area central e (a2-f2) coto direito. (Aumento de 1000X

analise imunoistoquimica de CD31)

Esquerdo Central Direito

AS 14 dias AL 28 dias AL 14 dias AD 28 dias AD 14 dias

AS 28 dias

Fonte: Autor
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Figura 14- Imagem Grafica representativa dos valores médios e desvio padrao do numero de
ostedcitos para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pds-operatério.

* GAL e GAS aos 28 dias mostraram aumento dos valores com p<0,05.
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Figura 15- Imagem Gréafica representativa dos valores médios e desvio padrao do numero de
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osteoblastos para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pos-
operatorio. * O numero de osteoblastos ndo apresentou diferengas estatisticas significativas
com p>0,05.
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Figura 16- Imagem Grafica representativa dos valores médios e desvio padrao do numero de
fibroblastos para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pos-

operatorio. * GAL aos 14 e 28 dias mostraram aumento dos valores com p<0,05.
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Figura 17- Imagem Grafica representativa dos valores médios e desvio padrao do numero de
células inflamatérias para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pds-

operatorio. * GAL e GAS aos 28 dias mostraram aumento dos valores com p<0,05.

GAD GAL GAS

“H “’n 1"

Numero de Células inflamatérias

14DE 14DC 14DD 280E 280C 280D 14DE 14DC 140D 28DE 28DC 280D

Figura 18- Imagem Gréafica representativa dos valores médios e desvio padrao do numero de
células endoteliais com marcagao positiva com CD31 para os grupos experimentais GAD,
GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pds-operatério. * O numero de células endoteliais marcadas

nao apresentou diferengas estatisticas significativas com p>0,05.
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Figura 19- Imagem Grafica representativa dos valores médios e desvio padrao do numero de
osteoblastos com marcagao positiva para OCN nos grupos experimentais GAD, GAL e GAS
aos 14 e 28 dias de pods-operatoério. *somente o GAS aos 14 e 28 dias mostrou aumento dos

valores com p<0,05.
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Figura 20- Imagem Grafica representativa dos valores médios e desvio padrao dos scores de
MEC com marcagéao positiva para OCN nos grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14
e 28 dias de pos-operatoério. *somente o GAS aos 28 dias mostrou aumento dos valores com
p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A investigagcdo proposta por este estudo por meio das analises
histomorfométrica e imunoistoquimica revelou que o aumento significativo da
neoformacdo Ossea nos defeitos de tamanho critico foi observado no uso de
Atorvastatina administrada sistemicamente.

O aumento significativo da area de osso neoformado ndo péde ser observado
nos grupos GAD e GAL, somente no GAS quando comparado com os demais,
inclusive, as Figuras 7 e 10 evidenciam o aumento da quantidade de ostedcitos viaveis
e osteoblastos ativos para o GAS.

Esses achados indicam que a atorvastatina administrada sistemicamente
exerceu um efeito osteogénico positivo, contribuindo para a formagédo 6ssea. Além
disso, a aplicagao local com AD e AL mostraram AON semelhantes nos periodos pos-
opeartérios de 14 e 28 dias.

Os resultados quantitativos também sugeriram que a administragdo sistémica
reduziu linearmente o defeito residual com o passar do tempo, conduzindo a
neoformacéo Ossea para o fechamento mais efetivo do defeito. Na histometria pode-
se observar que o defeito residual linear foi menor no GAS. Isso pode ter relagdo com
a via de administragdo da droga. Pela via sistémica é mais facil padronizar a
quantidade de droga absorvida pelo organismo, como mostra estudos anteriores que
existe diferenga entre as formas de administracdo da droga, além da dificuldade de
estabelecer a dosagem ideal ou a dosagem maxima para o efeito da droga.?® 28 29. 37

Na literatura ha a utilizagdo de estatinas em estudos animais, em que néo é
notada padronizagéo, apresentando grande variagéo, de 0,1 a 120 mg/kg 2 2324, 37, 49-
51, Além da dose, o que difere do presente estudo € o tipo de estatina. A maioria dos
estudos utilizaram a sinvastatina, e poucos estudos experimentais utilizaram
atorvastatina. A atorvastatina é utilizada na maioria dos estudos clinicos %2-°* em doses
que variam de 10 a 80 mg/dia. Dificultando a comparac¢éo dos dados da literatura com
os resultados obtidos neste estudo. A dose de atorvastatina sistémica utilizada neste
estudo foi 3,6mg/kg/dia, utilizada para animais com hipercolerostemia, seguindo o
estudo de Lin, S “° , em que esta dose ndo apresentou efeitos colaterais e revelou
resultados osteogénicos positivos. A dose local utilizada neste estudo foi 4,3mg de
atorvastatina dissolvida em 10mL de agua destilada®® por apresentar efeitos

osteogénicos e nenhum efeito colateral.
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A avaliagdo das doses de estatinas foram realizadas em alguns estudos.? %% No
trabalho de Ayukawa, Y. et al somente a sinvastatina foi avaliada e, no estudo de
Matriz, F.J.>° et al diversas doses de sinvastatina foram testadas, na ordem de 1, 5,
10 e 20 mg/dia, mas somente uma dose de atorvastatina (2,5mg/kg/dia), n&o
permitindo avaliar a dose mais efetiva desta ultima.

A area de membrana e de tecido mole ndo foi influenciada pela atorvastatina,
além de nao ser observado qualquer efeito colateral local, como necrose muscular
relatado por Shahrezaee, M. et al. 3 em estudo experimental, que utilizou 20
mg/kg/dia de atorvastatina sistémica. Além desta miopatia, a atorvastatina nesta dose
apresentou hepatotoxicidade. O relato deste efeito colateral sistémico de
hepatotoxicicidade foi o unico relatado, e a dose utilizada foi superior a este estudo.
Também n&o encontramos relatos de outros efeitos adversos envolvendo as demais
estatinas.

No 14° dia apos a cirurgia, a AON no tratamento com atorvastatina sistémica
foi significativamente maior do que com a atorvastatina local e agua destilada.
(p=0,0281). Além disso, linearmente, o defeito 0Osseo residual com uso de
atorvastatina sistémica foi significativamente menor do que o grupo de atorvastatina
local e grupos de agua destilada tratados no 14° dia apods a cirurgia (p=0,0236; p=
0,016, respectivamente). Com resultados diferentes Xu, X.C. et al demonstrou que o
ganho 6sseo foi significativo utilizando sinvastatina local 0,8 mg/0.05 mL em defeitos
periodontais.>® Este resultado atribuindo maior ganho 6sseo com uso local pode ser
justificado por se tratar de farmacos e doses distintas, ou também pela diferenga na
magnitude dos defeitos que pode ter influenciado os resultados.

Em relacdo a histomorfologia, por meio da contagem de células foi possivel
avaliar que ndo houve aumento do numero celular em algumas regides analisadas,
tais como osteoblastos, fibroblastos e ostedcitos. Pensando em nivel de proliferagao
celular a atorvastatina se comportou semelhante a agua destilada, somente com
aumento do numero de células pontuais e esse dado corrobora com o estudo de
Shahrezaee, M. H. et al.3"

A contagem de células inflamatorias apresentaram diferengas estatisticas na
area central, area critica do defeito, onde aumentou aos 28 dias nas duas vias de
administragao. A inflamacao faz parte o processo de reparo 6sseo, entretanto para o
defeito de 5 mm na calvaria de ratos aos 28 dias, € um periodo em longo prazo do
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reparo para apresentar processo inflamatorio abundante. Esses achados séao
incongruentes com a propriedade anti-inflamatéria sugerida por alguns autores.?* 52

Em relacdo a imunomarcacdo do CD31, ndo houve proliferacdo vascular
acentuada na presenca das atorvastatinas, diferente de estudos anteriores que
atribuem as estatinas maior proliferacdo endotelial e aumento do efeito anti-
inflamatorio.3% 51 24

A CD31 utilizada neste estudo faz a marcacao positiva somente em células
endoteliais, ndo demonstra a expressao de proteinas nos osteoblastos diferenciados
e em diferenciacdo. Estudo mais especifico que utilizou o fator de crescimento
vascular e endotelial (VEGF) pode observar o aumento da expressao deste marcador
em osteoblastos através da prenilagéo reduzida de proteinas.®® A utilizagéo de apenas
um marcador vascular foi uma possivel limitagao do presente estudo. Onde ndo pode-
se observar as caracteristicas descritas na literatura® 24 27. 35 51 das estatinas, que
seria de promover a proliferagao celular e efeito anti-inflamatario.

Estudo com cultura de células atribui a propriedade angiogénica a estatina por
induzir a produgéo de éxido nitrico e inibir a apoptose de células endoteliais.?” Por se
tratar de um estudo in vitro encontramos limitagdes para comparar esses dados com
os resultados do presente estudo. Entretanto, nota-se que a presenga da atorvastatina
nao promoveu acgdo anti-inflamatéria e n&o induziu a angiogénese de forma
significativa. O aumento das células inflamatorias nado interferiu na formagéo ossea,
pois para ocorrer o0 reparo a presenga de células inflamatorias se faz necessaria, ja
0S vasos sanguineos observados nas laminas se mostraram suficientes para
promover a osteogénese.

A diminui¢cdo da marcagao de OCN em osteoblastos e na MEC aos 14 dias
para GAS complementa os achados da histometria, que revelou o aumento da AON.
Como observado em estudo clinico com atorvastatina administrada de forma
sistémica em casos de osteoporose.®*Ja o estudo de Yue, X. Et al.?® mostrou a
administragao local mais efetiva. Em relagdo ao beneficio osteogénico das estatinas,
outros estudos apresentaram resultados favoraveis, além de maior diferenciacéo de
osteoblastos.? 23 5

Ainda para a comprovacao dos efeitos positivos da atorvastina no reparo 6sseo,
os dados de degradagdo da membrana de colageno e a AON mostraram que a

membrana mesmo em defeito critico € capaz de conduzir a formagado 6ssea com
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aumento dos dados reparacionais, como também visto por estudo prévio.*® E mesmo
assim, em especial a atorvastina sistémica promoveu maior osteogénese.

Neste estudo encontramos algumas limitagcbes, que também sé&o
compartilhadas na literatura 23 28 2°.37_ tais como estabelecer a dose maxima efetiva
das estatinas tanto na via sistémica quanto local. Outra limitacdo do estudo foi o0 uso
de apenas uma estatina, que neste estudo foi a atorvastatina, escolhida por ser a
estatina mais utilizada para o tratamento de hipercolerostemia.?! Apesar das estatinas
apresentarem semelhanga estrutural, temos diferenca quanto a solubilidade®. Essas
caracteristicas das estatinas estdo relacionadas diretamente com a absorcéo,
podendo variar de acordo com a via de administragdo escolhida.?®

Estudos futuros devem ser realizados para determinar a dose mais efetiva de
atorvastatina para osteogénese, isto deve ser realizado para padronizar os estudos e
para estabelecer uma dose a ser utilizada em estudos clinicos sem efeitos adversos.

Outra proposta € comparar diferentes estatinas para estabelecer a mais efetiva.
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6 CONCLUSAO

Portanto, os resultados mostraram que a administracdo sistémica de
Atorvastatina promoveu efeito positivo na osteogénese de defeitos criticos na calvaria
de rato. Sugere-se que Atorvastatina n&o exergca funcdo anti-inflamatéria e nao
promova efeitos adicionais quanto a proliferacdo endotelial.
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ANEXO B — Normas da revista selecionada para a submissao do artigo com
intencao de publicagao.

CLINICAL ORAL IMPLANTS RESEARCH

Link:
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000501/homepage/forauthors.html
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ANEXO C - Imagens auxiliares para da metodologia do trabalho de pesquisa.

Figura 21. a. area cirurgica apos tricotomia e aplicacdo de PVPI. b. acesso cirurgico realizado
por meio de incisdo semicircunferencial para exposi¢cao do osso parietal

Figura 22. fragmentado da calota ap6s remogéo com a trefina.
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Figura 23. a. posicionamento da membrana Bio-Gide®, seringa depositando a solugéo de
4,3mg de atorvastatina dissolvida em 10mL de agua destilada. b. membrana em posi¢ao para
o fechamento do retalho.c. sutura do retalho com fio de Seda 4-0 (ETHICON Nylon Suture®,
Johnson, Sao José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos simples.




Figura 24. Seringa contendo atorvastatina na concentragéo de 3,6mg/kg/dia, com agulha para
gavagem.
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Figura 25. Animal do GAS recebendo a atorvastatina por gavagem na concentragéo de
3,6mg/kg/dia.

P

Figura 26. mensuragao do defeito total, de forma linear, através da ferramenta “straight”.
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Figura 27. mensuragao do defeito residual, de forma linear, através da ferramenta “straight”.

Figura 28. Demarcagao de AON, pela ferramenta “freehands”, calculada a AON em pixels,
apo6s a marcacgao foi realizado a somatéria das areas.
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Figura 29. Demarcacado da area de membrana e tecido mole, pela ferramenta “freehands”,
calculada em pixels.

Figura 30. Ferramenta “grid”,auxiliar para contagem das células em maior aumento.
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Figura 31. Ferramenta de contagem de células, demostrando neste caso a contagem de
osteoblastos.
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Figura 32. Ferramenta de contagem de células, demostrando neste caso a contagem de
fibroblastos.
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Figura 33. Ferramenta de contagem de células, demostrando neste caso a contagem de
osteaocitos.
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Figura 34. Ferramenta “grid”,auxiliar para contagem das células em maior aumento.
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Figura 35. Ferramenta de contagem de células, demostrando neste caso a contagem de
células marcadas positivamente para CD 31.
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