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Miranda FV. Efeito da administração local ou sistêmica da atorvastatina no 
reparo ósseo de defeitos críticos em calvária de ratos. 2020. 67 f. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 

2020. 

RESUMO 

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo comparar o efeito da Atorvastatina, 

aplicada de forma local e sistêmica, em defeitos críticos 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 aplicação de membrana de colágeno 

com água destilada (GAD) com defeitos de tamanho crítico contendo água destilada; 

o grupo aplicação Sistêmica de Atorvastatina (GAS) foram realizado defeitos de 

tamanho crítico e os animais foram tratados com atorvastatina (3,6mg/kg/dia) por 

gavagem; e o grupo de aplicação local de Atorvastatina (GAL) com defeitos de 

tamanho crítico contendo Atorvastatina. Cada grupo foi avaliado através da 

histometria, mensuração do defeito residual, área de osso néo formado (AON), área 

de membrana e tecido mole, contagem de células (osteócitos, osteoblastos, células 

inflamatórias) e imunoistoquímica (OSTEOCALCINA e CD31), nos períodos de 14 e 

28 dias. Resultados: Os dados mostraram diminuição do defeito residual para GAS 

quando comparada ao GAL (p=0,024) e ao GAD (p=0,033), o  GAS revelou diminuição 

de número de osteócitos em comparação ao GAD (p=0,026), e em comparação com 

GAL (p=0,020). Os osteoblastos não apresentaram diferença 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 inflamatórias foram maiores comparadas ao GAD (p<0,05). A marcação de 

imunoistoquimica para CD31 não apresentou alteração, e OCN  nos osteoblastos 

mostrou maior  imunomarcação aos 14 dias em comparação aos 28 dias somente 

para o GAS (p=0,026; Holm-Sidak), OCN na marcação da matriz extra celular (MEC) 

mostrou aumento da imunomarcação aos 14 quando comparado aos 28 dias  no GAL 

e GAS (p=0,041; Holm-Sidak). Conclusão: A Atorvastatina promoveu efeito positivo 

na osteogênese e sugere-se que ela não exerça função anti-inflamatória.  

Palavras-chave: Osteogênese. Atorvastatina. Regeneração óssea. 

  



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, Araçatuba, 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 INTRODUÇÃO  

Na literatura, é possível observar estudos relacionados à reparação de defeitos 

ósseos críticos tanto na área médica como na odontológica. Dessa forma, várias 

pesquisas são realizadas em busca da reparação ou de um substituto ósseo ideal, 

que apresente propriedades osteogênicas, osteoindutoras e osteocondutoras.1-3 

No processo de reparação óssea, primeiramente os osteoclastos são ativados 

e encaminhados para o local de reparação onde realizam a reabsorção do osso 

trabecular. Após esta fase, acontece a inativação da reabsorção óssea, os 

osteoclastos são substituídos por macrófagos, que realizam a remoção da matriz e 

restos celulares, ocorrendo, assim, a fase de reversão, pois induz a sua substituição 

óssea. Os osteoblastos iniciam a formação de uma nova matriz, sintetizando colágeno 

e outras substâncias, formando o osteoide, substância na qual será formadora do osso 

novo.4-6  

Estudos mostram que as Proteínas BMPs são essenciais para o 

desenvolvimento e remodelação óssea, estando presentes na formação endocondral 

e intramembranosa. Elas agem estimulando e promovendo a diferenciação das 

células, formação de matriz cartilaginosa, e a sua presença também promove a 

quimiotaxia.7-11 A alteração da concentração das BMPs foi observada em diversos 

estudos realizados em que as estatinas se mostraram capazes de promover o 

aumento nas concentrações das proteínas BMPs, favorecendo a formação óssea.12-

14 

As estatinas são lipoproteínas utilizadas principalmente no tratamento de 

hipercolesterolemia, para reduzir os níveis de colesterol no sangue, inibindo a enzima 

HMG-CoA redutase.15 O colesterol é fundamental para o correto funcionamento do 

organismo, fazendo parte de mecanismos importantes como a produção de 

hormônios, metabolismo do cálcio, de forma fundamental na formação e manutenção 

óssea3, 16, porém em níveis muito elevados tendem a ser prejudiciais.6, 17, 18 

As principais estatinas comercializadas são: pravastatina, sinvastatina, 

fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina, pitavastatina e rosuvastatina. Todas 

apresentam estruturas análogas, a (3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A reductase), 

sendo que ela atua pela inibição da HMG-CoA redutase, coenzima que participa da 
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biossíntese do colesterol, e formação deste colesterol no fígado.19, 20 A última 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 

indústria.21 Além de diminuir os níveis de colesterol no sangue, as estatinas agem 

como anti-inflamatórios, antioxidantes, antibacterianos e também atuam na 

osteogênese e angiogênese.2, 3, 22-27 

Dentre os diversos estudos na literatura a respeito de regeneração óssea foi 

possível encontrar alguns que utilizam o grupo das estatinas para estimular os fatores 

osteogênicos. Estudos realizadas por Mundy et al. e Ayukawa et al.  mostram que, 

além de reduzir os níveis de colesterol, há outros efeitos benéficos das Estatinas como 

a sinalização e ou estimulação das BMP-2 e diferenciação osteoblástica, indicando 

um potencial osteogênico. Isso tem despertado a atenção para novas pesquisas na 

área de regeneração óssea.2, 3 

A dificuldade encontrada para aplicação clínica da estatina é encontrar um 

método e administração da substância apropriados.28 Essa dificuldade também foi 

observada em revisão sistemática e meta analise.29 Foi avaliado no estudo os efeitos 

osteogênicos locais da fluvastatina incorporada à gelatina biodegradável em ratos, 

avaliando o micro Ct e histológico, concluindo que a gelatina biodegradável contendo 

fluvastatina promoveu osteogênese em calvaria de ratos, revelando o potencial deste 

método em estudos de regeneração.28  

Além disso, estudo in vivo utilizando defeitos críticos em crânio de coelhos 

avaliaram o uso de sinvastatina administrada localmente com o BioOssâ, assim, 

observaram através da histologia, imunoistoquímica e fluorescência, sugerindo que o 

uso local de sinvastatina melhora significativamente a regeneração óssea nas fases 

iniciais de cicatrização.26 

Mundy et al. realizaram o estudo in vitro e in vivo, utilizando respectivamente a 

cultura óssea de calvária de neonatos (lovastatina, sinvastatina, fluvastatina e 

mevastatina) e injeções subcutâneas em ratos (lovastatina e sinvastatina). Dessa 

forma, observaram o aumento na neoformação óssea pelo uso de sinvastatina e 

lovastatina, podendo estas estatinas promover a diferenciação dos osteoblastos pela 

estimulação da BMP-2.3 

Também, verificou-se que diversos estudos em animais2, 3, 15, 30-32 foram 

realizados para avaliação de regeneração óssea utilizando sinvastatina sistêmica. 

Alguns autores24, 33, 34 utilizaram a atorvastatina em animais para avaliar a 
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regeneração e metabolismo ósseo. A classificação das estatinas quanto à solubilidade 

e origem apresentam diferenças, a sinvastatina é a estatina mais lipofílica e  de origem 

natural, já a atorvastatina é menos lipofílica e de origem sintética35. Essas 

características das estatinas estão relacionadas diretamente com a absorção, 

podendo variar de acordo com a via de administração escolhida.29 

A estatina induz a diferenciação osteoblástica, consequentemente a 

osteogênese e a nova formação óssea. Isto ocorre pelo aumento da expressão BMP-

2 e supressão da apoptose de osteoblastos. Esta revisão mostrou que existe bastante 

controvérsia em relação à dose, via de administração e efeitos da terapia. Sendo 

necessário mais estudos a longo prazo e futuros ensaios clínicos para estabelecer 

uma relação entre as opções de administração com o reparo ósseo e a regeneração.23 

 Estudo clínico utilizou a sinvastatina em região pós-operatória de terceiros 

molares, apresentou aumento com diferença estatisticamente significativa nos valores 

médios de cinza no grupo que utilizou sinvastatina quando comparados ao grupo 

controle. O estudo apresentou limitação quanto ao tempo, que não foi adequado, para 

verificar a eficácia da Sinvastatina na reparação óssea completa. Com isso, ele requer 

estudos histológicos e novos ensaios clínicos.19 

 Observa-se  grande divergência de opiniões e resultados sobre a ação e 

influência das estatinas no tecido ósseo. Sugerindo novos estudos para tentar 

estabelecer a dosagem e modo de administração para poder avaliar esses efeitos.36 

 Uma revisão sistemática concluíram que nem todas as estatinas foram 

testadas, observaram que tem dificuldade para estipular a concentração eficaz e 

também o meio de administração da droga, sugerindo mais estudos.29 

 Outro fator relevante observado em alguns estudos foram que a maioria das 

estatinas não apresentam efeito colateral  significativos favorecendo o seu uso de 

forma sistêmica e local.29, 37 Estudo em animais utilizaram sinvastatina, lovastatina e 

atorvastatina, observou-se que a atorvastatina foi a única que apresentou toxicidade 

hepática e miopatia.37 
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2 PROPOSIÇÃO 

O presente trabalho de pesquisa comparou o efeito da Atorvastatina, aplicada 

de forma local e sistêmica, em defeitos críticos de calotas de ratos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

Seguindo o guia de referência para estudos em animais 38, 36 (trinta e seis) 

ratos (Rattus Norvegicus, Albinus, Wistar), adultos, com peso corporal entre 400 e 

450g foram utilizados para a realização deste estudo. Os animais foram cedidos pelo 

Biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – FOA, UNESP, mantidos em 

gaiolas, em ambiente climatizado. Esses foram alimentados com ração sólida padrão 

e água “ad libitum”, durante todo o experimento. O projeto de pesquisa foi inicialmente 

enviado para o Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – FOA, UNESP, o qual obteve parecer favorável sob o 

protocolo número FOA n° 00161-2017 (ANEXO A). 

  

3.1 Anestesia e procedimento cirúrgico 
 Após jejum de 12 horas pré-operatório sem restrição hidríca, os animais foram 

submetidos à sedação por meio da administração via intramuscular de Cloridrato de 

Ketamina a 1% (Vetaset ® – Fort Dodge, Saúde Animal LTDA, Campinas, São Paulo, 

Brasil Farmacêuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 70mg/Kg, e do 

Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® – Laboratório Calier do Brasil Ltda, São Paulo, 

Brasil), 5mg/Kg. Após indução anestésica, foi realizada tricotomia na região fronto-

parietal, posicionamento do animal em decúbito ventral e anti-sepsia da área com 

polivinilpirrolidona (PVPI) tópico.  

 O acesso cirúrgico foir realizado por meio de incisão semicircunferencial no 

sentido antero-posterior. O retalho total foi rebatido e assim, exposição do osso 

parietal de ambos os lados foi obtida. Uma trefina cirúrgica (Härte prescision grip) de 

diâmetro interno de 4 mm e externo de 5 mm (Anexo C), e com auxílio de um motor 

de baixa rotação foi realizada a osteotomia na região mediana entre os parietais até 

a cortical interna. O osso parietal osteotomizado foi removido e a dura-máter mantida 

intacta, deixando um defeito de tamanho crítico (DTC) de 5mm de diâmetro. 39 

Os grupos foram divididos da seguinte forma;  

Grupo água destilada (GAD), a membrana Bio-Gide® foi embebida com água 

destilada após a confecção do defeito ósseo. 

Grupo atorvastatina local (GAL) receberam localmente atorvastatina, após a 

confecção do defeito e posicionamento da membrana Bio-Gide®, a mesma foi 
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embebida com a solução de 4,3mg de atorvastatina dissolvida em 10mL de água 

destilada.28  

Grupo atorvastatina sistêmica (GAS)  tratados com atorvastatina sistêmica receberam 

o medicamento por gavagem na concentração de 3,6mg/kg/dia40. 

A eutanásia foi realizada em 14 e 28 dias de pós-operatório. (Imagens da 

metodologia, ANEXO C) e como ilustrado no organograma a seguir (Figura 2).  

O defeito ósseo 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, São José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos simples.  

O DTC de todos os animais foi sobreposto com a membrana de colágeno 

(membrana Bio-Gide®: Membrana de Colágeno Natural Porcino Reabsorvível 

Geistlich, Wolhusen, Suiça) e preenchido por coágulo. 
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Figura 1- Organograma com a divisão dos grupos 

 
Fonte: Autor 

 

3.2 Eutanásia e preparo das amostras para análise microscópica  
 Em cada período de pós-operatório, 6 animais de cada grupo foram submetidos 

à eutanásia, por meio de superdosagem anestésica utilizando o Pentobarbital Sódico 

na dosagem de 150 mg/Kg pela via intraperitoneal. 

As calvárias foram removidas e fixadas em solução de formalina tamponada 

10% (Reagentes Analíticos; Dental Dinâmica Ltda, Catanduva, Brasil) por 48 horas e 

depois lavadas em água corrente por 24 horas.  

A área do defeito cirúrgico original e os tecidos circunjacentes foram removidos 

36 animais

18 animais
(14 dias)

G.A.D
n=6

G.S.A
n=6

G.L.A
n=6

18 animais
(28 dias)

G.A.D
n=6

G.S.A
n=6

G.L.A.
n=6
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em bloco. Após descalcificação inicial em solução de Ácido Etilenodiaminotetracético 

(EDTA) a 10%, cada espécime foi dividido longitudinalmente em dois blocos, 

exatamente ao longo do centro do defeito cirúrgico original.  Após um período de 

descalcificação41 adicional, as peças foram processadas conforme protocolo de 

inclusão em parafina. Foram realizados cortes semisseriados com 5 µm de espessura 

na direção longitudinal, em que as lâminas histológicas de codificação “par” foram 

coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) e as “ímpares” para análise 

histomorfométrica. 

3.3 Histometria 
Os cortes foram montados em lâminas histológicas e fixados com lamínula e 

resina permont. Estas lâminas foram fotomicrografadas em microscópio óptico 

(Nikon® eclipse E100) acoplado à uma câmera fotográfica (Biovera® IS500). As 

imagens foram obtidas com a objetiva de 4x, 10x, 40X e 100x, o menor aumento foi 

realizado para montar as imagens panorâmicas do defeito, e na sequência imagens 

ampliada (10x, 40x e 100x) na porção central do defeito crítico e nas laterais, áreas 

dos cotos direito e esquerdo para coloração em hematoxilina e eosina (H&E) e  

imunoistoquimica. 

3.3.1 Defeito linear residual 
 Utilizando as imagens panorâmicas foram realizadas a análise do defeito 

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

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

gravadas em arquivo TIF e analisadas em programa computacional IMAGE J 

(Programa Analisador de Imagens, Ontário, Canadá). Para o cálculo histométrico da 

área de membrana e tecido mole na região do defeito crítico, inicialmente o programa 

foi calibrado para utilizar pixels como medida padrão, na ferramenta “set scale”. 

Posteriormente, as imagens foram abertas no programa e, assim, pela ferramenta 

“freehands” foi calculada a área em pixels, quando houve a presença de áreas 

separadas foi realizado a somatória das áreas. 

3.3.3 Área de osso neoformado 
Para o cálculo histométrico da área de osso neoformado na região do defeito 

crítico, foi utilizada a mesma metodologia adotada para calcular a área 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 42, lâminas coradas com H&E. As imagens foram capturadas em 

três locais; coto esquerdo (imediatamente entre a interface do osso remanescente), 

área central do defeito e coto direito (imediatamente entre a interface do osso 

remanescente), de acordo com adaptações a partir da publicação de Benetti, 2019 43. 

A seguir, foi realizado a contagem de células inflamatórias, osteoblastos, fibroblastos 

e osteócitos. para contabilizar estas células foi utilizada a ferramenta tipo “crosses” no 

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

3.5 Imunoistoquímica 

As reações imunoistoquímicas foram feitas a partir do tecido que foi submetido 

ao processo de desparafinização. Após este processo e tratamento dos tecidos com 

soluções próprias para recuperação de epítopes, os cortes histológicos foram 

incubados com painel de anticorpos policlonais CD31 Lote A0649 (Biorbyt®) e 

OSTEOCALCINA (OCN) Lote BS7110 (Biorbyt®). Estas proteínas foram escolhidas 

para avaliar as respostas celulares referentes a vascularização 44 e mineralização 

óssea 44-47, respectivamente. A amplificação foi realizada por polímeros em processo 

totalmente automatizado, no equipamento Ventana BenchMark GX. A revelação foi 

feita com kit UltraView DAB Lote F07797-F07855- (HRP Multimer. número de série: 

1452607, Chromogen, número de série: 1497597, Cooper. número de série: 1454240, 

Inhibitor. número de série: 1467415 e H2O2. número de série 1465306) 

Controles positivos e negativos foram utilizados para atestar a fidelidade das 

reações. As reações imunoistoquímicas foram avaliadas através da análise 

quantitativa, realizada a partir da contagem das células marcadas.43 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 área, totalizando 494 “crosses”por 

imagem. As imagens foram capturadas em três locais: coto esquerdo do defeito, área 

central e coto direito do defeito, de acordo com adaptações a partir da publicação 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) 
 Já com o anticorpo OCN foram identificadas e contabilizadas células 

osteoblasticas e pré osteoblasticas. 

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

(MEC), para esta análise foi utilizada um SCORE de imunomarcação 43 que variou de 

0 a 4, onde 0 sem Imunomarcação (ausência de rotulagem na matriz extracelular e 

ausência completa de células imunoreativas), 1 Imunoexpressão baixa (rotulagem 

fraca da matriz extracelular e aproximadamente um quarto das células imunoreativas), 

2 Imunoexpressão moderada (rotulagem moderada da matriz extracelular e 

aproximadamente metade das células imunoreativas), 3 Imunoexpressão forte (forte 

rotulagem da matriz extracelular e aproximadamente três quartos das células 

imunoreativas) e 4 Imunoexpressão 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 imunoistoquímica foram agrupados em uma planilha 

e submetidos a análises estatísticas. A matriz extra celular é composta por colágeno 

em sua maior parte e pela substância fundamental, que contem proteínas não 

colagenosas. Uma destas proteínas presentes em maior abundância é a 

Osteocalcina, ela é sintetizada exclusivamente por osteoblastos. A osteocalcina 

parece estar envolvida no controle do processo de mineralização do osso, prevenindo 

a mineralizacão excessiva48 

3.6 Análise estatística 

Todos os testes estatatísticos foram analisados no programa estatístico 

SigmaPlot 12.0 (Exakt graph and Data analysis, San Jose, CA, USA), considerando o 

nível de significância de 5%.  

Para todos os parâmetros quantitativos analisados nesta pesquisa, a 

normalidade dos valores obtidos foi testada através do teste Shapiro-Wilk que indicou 

serem homogêneos (p> 0,05). Posteriormente o teste ANOVA dois fatores foi aplicado 

e seguindo de Pós-teste Holm-Sidak quando p<0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.1 Histometria 
4.1.1 Defeito Linear residual 

Em relação do defeito residual linear, de uma maneira geral, pode-se observar 

a diminuição do defeito para GAS quando comparada ao GAL (p=0,024) e ao GAD 

(p=0,033). A interação GAL versus GAD não apresentou diferença estatística 

(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 Área de membrana e tecido mole 
A degradação da membrana não sofreu nenhuma influência da Atorvastatina, 

a qual demonstrou degradação paulatina durante os tempos, não diferindo quanto a 

presença e também com o tipo de aplicação da atorvastatina (p>0,05). 

4.1.3 Área de osso neoformado 
 A análise histológica está representada no quadro geral das imagens 

panorâmicas (Figuras 2 e 3), vistas em menor aumento 4X para avaliar a presença 

dos cotos e do defeito. Na análise histológica nos aumentos de 4x, 10x e 40x, no 

período de 14 dias, a área de proximidade com a borda do defeito (Figura 4, 5 e 6), 

notou-se formação de novo osso, com osteoblastos jovens e área de grande 

celularidade. 

A presença da atorvastatina no período de 14 dias revelou maior quantidade 

de osteoblastos ativos e osteócitos, e a aplicação sistêmica (GAS), pôde-se notar uma 

pequena alteração do tecido, observando maior quantidade tecido ósseo. 

Aos 28 dias (Figura 7, 8 e 9), a qualidade do tecido ósseo se alterou, ficando 

com áreas mais maduras, mais notado com a presença da atorvastatina, e o uso 

sistêmico 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, área central e coto esquerdo (Figura 10, 11, 12 e 13) a qual está com os dados 

representativos nos gráficos (Figura 14, 15, 16 e 17). 

4.2.1 Osteócitos 
 A contagem de osteócitos no coto esquerdo apresentou diferença estatística 

significativa no teste ANOVA em relação ao grupo (p=0,012). Para determinar a 
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variação entre os grupos foi feito o método Holm-Sidak e pode-se observar que a 

contagem de osteócitos não se alteraram cronologicamente de 14 dias para os 28 

dias. O GAS revelou diminuição de número de osteócitos em comparação ao GAD 

(p=0,026), e a diminuição no GAS em comparação com GAL (p=0,020). Não foi 

observado diferença quando os grupos foram comparados aos 14 dias (p>0,05), já 

aos 28 dias somente GAS apresentou maiores valores quando comparado com GAD 

(p=0,025). 

O número de osteócitos na área central apresentou diferença estatística 

significativa no teste ANOVA em relação ao fator de variação “grupo” (p=0,039).  

Para determinar a variação entre os grupos foi feito o método Holm-Sidak e 

pode-se observar maior número de osteócitos quando comparados o fator de variação 

“grupo” para o GAL quando comparado ao GAD (p=0,035). Para a contagem de 

osteócitos no coto direito, todos os parâmetros avaliados foram similares (p>0,05; 

ANOVA 2 fatores) (Figura 14).  

4.2.2 Osteoblastos 
A quantidade de osteoblastos no coto esquerdo, na área central e no coto 

direito foram similares, independente do parâmetro analisado (p>0,05; ANOVA 2 

fatores) (Figura 15).  

4.2.3 Fibroblastos 

A quantidade de fibroblastos no coto esquerdo mostrou maiores somente para 

o GAL de 14 para 28 dias (p=0,019). Na avaliação intra grupos no período de 14 dias 

GAL não diferiram de GAD e as outras comparações tiveram diferenças e aos 28 dias 

nenhum grupo se diferiu, eles foram similares.  

A quantidade de fibroblastos na área central e no coto direito foi semelhante 

para todos os grupos, independente do período analisado (P>0,05, ANOVA 2 fatores) 

(Figura 16).  

4.2.4 Células inflamatórias 
O número de células inflamatórias nos cotos esquerdo e direito não 

apresentaram diferença estatística significativa no teste ANOVA. Na área central 

apresentou diferença estatística significativa no teste ANOVA em relação ao grupo X 

tempo p=0,046. Aos 14 dias não diferiu GAS do GAD, teve maior número de células 

inflamatórias 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 Imunoistoquímica 

4.3.1 CD31 
Na imunoistoquímica, as células endoteliais positivas para o marcador CD31 

não apresentaram diferença estatística significativa em nenhum dos locais avaliados 

ou períodos analisados (14 e 28 dias) (p>0,05; ANOVA 2 fatores) (Figura 18).  

4.3.2 Osteocalcina (osteoblastos) 
A contagem dos osteoblastos com marcação positiva para OCN nos cotos 

esquerdo e direito foi similar para os grupos e períodos analisados (p>0,05; ANOVA 

2 fatores). Na área central, a contagem de osteoblastos marcados positivamente com 

OCN, cronologicamente mostrou maior imunomarcação aos 14 dias em comparação 

aos 28 dias somente para os GAS (p=0,026; Holm-Sidak). As demais comparações 

foram similares para os grupos (p>0,05) (Figura 19). 

4.2.3 Osteocalcina (MEC) 
A marcação da MEC pelo marcador OCN no coto esquerdo mostrou que 

somente o GAL mostrou diminuição da imunomarcação de 14 para 28 dias (p=0,041; 

Holm-Sidak). As demais comparações foram similares para os grupos (p>0,05). 

Na área central, a MEC marcada com OCN apresentou menor imunomarcação 

na evolução cronológica somente para GAS (p<0,001; Holm-Sidak). As demais 

comparações foram similares para os grupos (p>0,05) (Figura 20). 
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Figura 2- Imagens panorâmicas representativas dos períodos de 14 dias, aumento de 4x. 
Coloração H&E a GAD, b. GAL e c. GAS 

 

 
 

Fonte: Autor 
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Figura 3- Imagens panorâmicas representativas nos períodos de 28 dias, aumento original de 
4x Coloração H&E a. GAD, b. GAL e c. GAS 

 
Fonte: Autor 
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Figura 4- Esquema histológico mostrando em (a) imagem panorâmica aumento original de 4x, 
(b) aumento da área selecionada 10x e (c) aumento de 40x, coloração H&E. Setas em preto 
(c) indicando novos osteócitos. GAD 14 dias 

 

 
 
 
Fonte: Autor 
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Figura 5- Esquema histológico mostrando em (a) imagem panorâmica aumento original de 4x, 
(b) aumento da área selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloração H&E. Setas 
em preto (c) indicando novos osteócitos. GAL 14 dias 

 

 
 
Fonte: Autor 
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Figura 6- Esquema histológico mostrando em (a) imagem panorâmica aumento original de 4x, 

(b) aumento da área selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloração H&E. Setas 

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

 
 
Fonte: Autor 
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Figura 7- Esquema histológico mostrando em (a) imagem panorâmica aumento original de 4x, 

(b) aumento da área selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloração H&E. Setas 

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

 
 
Fonte: Autor 
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Figura 8- Esquema histológico mostrando em (a) imagem panorâmica aumento original de 4x, 
(b) aumento da área selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloração H&E. Setas 
em preto (c) indicando novos osteócitos. GAL 28 dias. 

 
 
Fonte: Autor 
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Figura 9- Esquema histológico mostrando em (a) imagem panorâmica aumento original de 4x, 

(b) aumento da área selecionada 10x e (c) aumento original de 40x, coloração H&E. Setas 

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

 
 
Fonte: Autor 
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Figura 10- Imagem panorâmica com aumento de 4x representando os locais de contagem de 
células, coto esquerdo, área central e coto direito.  Período experimental de 14 dias, (a) AD, 
(b) GAL e (c) GAS. (Coloração H&E, aumento original 1000x). Representando nas imagens 
com setas os osteoblastos e com * os osteócitos. 
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Figura 11- Imagem panorâmica com aumento de 4x representando os locais de contagem 
de células, coto esquerdo, área central e coto direito.  Período experimental de 28 dias, (a) 
GAD, (b) GAL e (c) GAS. (Coloração H&E, aumento original 1000x). Representando nas 
imagens com setas os osteoblastos e com * os osteócitos.. 
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Figura 12- Imagens representativas da análise imunoistoquímica da OCN. Setas em preto 

mostrando osteoblastos positivos para a marcação e setas em amarelo indicando MEC com 

marcação 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) área central e (a2-f2) coto direito. (Aumento de 1000X análise imunoistoquímica de OCN) 

 
 
Fonte: Autor 
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Figura 13- Imagens representativas da análise imunoistoquímica da CD31. Setas em preto 

mostrando células endoteliais positivas para a marcação. 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) área central e (a2-f2) coto direito. (Aumento de 1000X 

análise imunoistoquímica de CD31) 
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Figura 14- Imagem Gráfica representativa dos valores médios e desvio padrão do número de 

osteócitos para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pós-operatório. 

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

 
 
Figura 15- Imagem Gráfica representativa dos valores médios e desvio padrão do número de 

osteoblastos para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pós-

operatório. * O número de osteoblastos não apresentou diferenças estatísticas significativas 

com p>0,05. 

 
Figura 16- Imagem Gráfica representativa dos valores médios e desvio padrão do número de 

fibroblastos para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pós-

operatório. * GAL aos 14 e 28 dias mostraram aumento dos valores com p<0,05. 
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Figura 17- Imagem Gráfica representativa dos valores médios e desvio padrão do número de 

células inflamatórias para os grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pós-

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

 
 

Figura 18- Imagem Gráfica representativa dos valores médios e desvio padrão do número de 

células endoteliais com marcação positiva com CD31 para os grupos experimentais GAD, 

GAL e GAS aos 14 e 28 dias de pós-operatório. * O número de células endoteliais marcadas 

não apresentou diferenças estatísticas significativas com p>0,05. 

 
Figura 19- Imagem Gráfica representativa dos valores médios e desvio padrão do número de 

osteoblastos com marcação positiva para OCN nos grupos experimentais GAD, GAL e GAS 

aos 14 e 28 dias de pós-operatório. *somente o GAS aos 14 e 28 dias mostrou aumento dos 

valores com p<0,05. 
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Figura 20- Imagem Gráfica representativa dos valores médios e desvio padrão dos scores de 

MEC com marcação positiva para OCN nos grupos experimentais GAD, GAL e GAS aos 14 

e 28 dias de pós-operatório. *somente o GAS aos 28 dias mostrou aumento dos valores com 

p<0,05. 
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5 DISCUSSÃO 

A investigação proposta por este estudo por meio das análises 

histomorfométrica e imunoistoquímica revelou que o aumento significativo da 

neoformação óssea nos defeitos de tamanho crítico foi observado no uso de 

Atorvastatina administrada sistemicamente.  

O aumento significativo da área de osso neoformado não pôde 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 osteócitos viáveis 

e osteoblastos ativos para o GAS. 

 Esses achados indicam que a atorvastatina administrada sistemicamente 

exerceu um efeito osteogênico positivo, contribuindo para a formação óssea. Além 

disso, a aplicação local com AD e AL mostraram AON semelhantes nos períodos pós-

opeartórios de 14 e 28 dias. 

Os resultados quantitativos também sugeriram que a administração sistêmica 

reduziu linearmente o defeito residual com o passar do tempo, conduzindo a 

neoformação óssea para o fechamento mais efetivo do defeito. Na histometria pode-

se observar que o defeito residual linear foi menor no GAS. Isso pode ter relação com 

a via de administração da droga. Pela via sistêmica é mais fácil padronizar a 

quantidade de droga absorvida pelo organismo,  como mostra estudos anteriores que 

existe diferença entre as formas de administração da droga, além da  dificuldade de 

estabelecer a dosagem ideal ou a dosagem máxima para o efeito da droga.23, 28, 29, 37 

Na literatura há a utilização de estatinas em estudos animais, em que não é 

notada padronização, apresentando grande variação, de 0,1 a 120 mg/kg 2, 23, 24, 37, 49-

51. Além da dose, o que difere do presente estudo é 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 clínicos 52-54 em doses 

que variam de 10 a 80 mg/dia. Dificultando a comparação dos dados da literatura com 

os resultados obtidos neste estudo. A dose de atorvastatina sistêmica utilizada neste 

estudo foi 3,6mg/kg/dia, utilizada para animais com hipercolerostemia, seguindo o 

estudo  de Lin, S 40 , em que esta dose não apresentou efeitos colaterais e revelou 

resultados osteogênicos positivos. A dose local utilizada neste estudo foi 4,3mg de 

atorvastatina dissolvida em 10mL de água destilada28 por apresentar efeitos 

osteogênicos e nenhum efeito colateral. 
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A avaliação das doses de estatinas foram realizadas em alguns estudos.2, 55 No 

trabalho de Ayukawa, Y. et al somente a sinvastatina foi avaliada e, no estudo de 

Matriz, F.J.55 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), não 

permitindo avaliar a dose mais efetiva desta última. 

A área de membrana e de tecido mole não foi influenciada pela atorvastatina, 

além de não ser observado qualquer efeito colateral local, como necrose muscular 

relatado por Shahrezaee, M. et al. 37 em estudo experimental,  que utilizou 20 

mg/kg/dia de atorvastatina sistêmica. Além desta miopatia, a atorvastatina nesta dose 

apresentou hepatotoxicidade. O relato deste efeito colateral sistêmico de 

hepatotoxicicidade foi o único relatado, e a dose utilizada foi superior a este estudo. 

Também não encontramos relatos de outros efeitos adversos envolvendo as demais 

estatinas. 

No 14º dia após a cirurgia, a AON no tratamento com atorvastatina sistêmica 

foi significativamente maior do que com a atorvastatina local e água destilada. 

(p=0,0281). Além disso, linearmente, o defeito ósseo residual com uso de 

atorvastatina sistêmica foi significativamente menor do que o grupo de atorvastatina 

local e grupos de água destilada tratados no 14º dia após a cirurgia (p=0,0236; p= 

0,016, respectivamente). Com resultados diferentes Xu, X.C. et al demonstrou que  o 

ganho ósseo foi significativo utilizando sinvastatina local 0,8 mg/0.05 mL em defeitos 

periodontais.53 Este resultado atribuindo maior ganho ósseo com uso local pode ser 

justificado por  se tratar de fármacos e doses distintas, ou também pela diferença na 

magnitude dos defeitos que pode ter influenciado os resultados.  

 Em relação à histomorfologia, por meio da contagem de células foi possível 

avaliar que não houve aumento do número celular em algumas regiões analisadas, 

tais como osteoblastos, fibroblastos  e osteócitos. Pensando em nível de proliferação 

celular a atorvastatina se comportou semelhante a água destilada, somente com 

aumento do número de células pontuais e esse dado corrobora com o estudo de 

Shahrezaee, M. H. et al.37 

A contagem de células inflamatórias apresentaram diferenças estatísticas na 

área central, área crítica do defeito, onde aumentou aos 28 dias nas duas vias de 

administração. A inflamação faz parte o processo de reparo ósseo, entretanto para o 

defeito de 5 mm na calvária de ratos aos 28 dias, é um período em longo prazo do 
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reparo para apresentar processo inflamatório abundante. Esses achados são 

incongruentes com a propriedade anti-inflamatória sugerida por alguns autores.24 52 

Em relação à imunomarcação do CD31, não houve proliferação vascular 

acentuada na presença das atorvastatinas,  diferente de estudos anteriores que 

atribuem as estatinas maior proliferação endotelial e aumento do efeito anti-

inflamatório.35, 51 24 

A CD31 utilizada neste estudo faz a marcação positiva somente em células 

endoteliais, não demonstra a expressão de proteínas nos osteoblastos  diferenciados 

e em diferenciação. Estudo mais específico que utilizou o fator de crescimento 

vascular e endotelial (VEGF) pode observar o aumento da expressão deste marcador 

em osteoblastos através da prenilação reduzida de proteinas.35 A utilização de apenas 

um marcador vascular foi uma possível limitação do presente estudo. Onde não pode-

se observar as características descritas na literatura2, 24, 27, 35, 51 das estatinas, que 

seria de  promover a proliferação celular e efeito anti-inflamatório.  

Estudo com cultura de células atribui a propriedade angiogênica à estatina por 

induzir a produção de óxido nítrico e inibir a apoptose de células endoteliais.27 Por se 

tratar de um estudo in vitro encontramos limitações para comparar esses dados com 

os resultados do presente estudo. Entretanto, nota-se que a presença da atorvastatina 

não promoveu ação anti-inflamatória e não induziu a angiogênese de forma 

significativa. O aumento das células inflamatórias não interferiu na formação óssea, 

pois para ocorrer o reparo a presença de células inflamatórias se faz necessária, já 

os vasos sanguíneos observados nas lâminas se mostraram suficientes para 

promover a osteogênese.  

A diminuição da marcação 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 clínico com atorvastatina administrada de forma 

sistêmica em casos de osteoporose.54Já o estudo de Yue, X. Et al.26 mostrou a 

administração local mais efetiva. Em relação ao benefício osteogênico das estatinas, 

outros estudos apresentaram resultados favoráveis, além de maior diferenciação de 

osteoblastos.2, 23, 51 

Ainda para a comprovação dos efeitos positivos da atorvastina no reparo ósseo, 

os dados de degradação da membrana de colágeno e a AON mostraram que a 

membrana mesmo em defeito crítico é capaz de conduzir a formação óssea com 
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aumento dos dados reparacionais, como também visto por estudo prévio.56 E mesmo 

assim, em especial a atorvastina sistêmica promoveu maior osteogênese. 

Neste estudo encontramos algumas limitações, que também são 

compartilhadas na literatura 23, 28, 29, 37, tais como estabelecer a dose máxima efetiva 

das estatinas tanto na via sistêmica quanto local. Outra limitação do estudo foi o uso 

de apenas uma estatina, que neste estudo foi a atorvastatina, escolhida por ser a 

estatina mais utilizada  para o tratamento de hipercolerostemia.21 Apesar das estatinas 

apresentarem semelhança estrutural, temos diferença quanto a solubilidade35. Essas 

características das estatinas estão relacionadas diretamente com a absorção, 

podendo variar de acordo com a via de administração escolhida.29 

Estudos futuros devem ser realizados para determinar a dose mais efetiva de 

atorvastatina para osteogênese, isto deve ser realizado para padronizar os estudos e 

para estabelecer uma dose a ser utilizada em estudos clínicos sem efeitos adversos. 

Outra proposta é comparar diferentes estatinas para estabelecer a mais efetiva.  
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6 CONCLUSÃO 

Portanto, os resultados mostraram que a administração sistêmica de 

Atorvastatina promoveu efeito positivo na osteogênese de defeitos críticos na calvária 

de rato. Sugere-se que Atorvastatina não exerça função anti-inflamatória e não 

promova efeitos adicionais quanto a proliferação endotelial.  
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ANEXOS 

ANEXO A - Certificado do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA)  
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ANEXO B – Normas da revista selecionada para a submissão do artigo com 
intenção de publicação.  

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. área cirúrgica após tricotomia e aplicação de PVPI. b. acesso cirúrgico realizado 
por meio de  incisão semicircunferencial para exposição do osso parietal 

 

Figura 22. fragmentado da calota após remoção com a trefina. 
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Figura 23. a. posicionamento da membrana Bio-Gide®, seringa depositando a solução de 
4,3mg de atorvastatina dissolvida em 10mL de água destilada. b. membrana em posição para 
o fechamento do retalho.c. sutura do retalho com fio de Seda 4-0 (ETHICON Nylon Suture®, 
Johnson, São José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos simples.  
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Figura 24. Seringa contendo atorvastatina na concentração de 3,6mg/kg/dia, com agulha para 
gavagem. 
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Figura 25. Animal do GAS recebendo a atorvastatina por gavagem na concentração de 
3,6mg/kg/dia. 

 

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

 
 
   
Figura 28. Demarcação  de AON, pela ferramenta “freehands”, calculada a AON em pixels, 
após a marcação foi realizado a somatória das áreas. 
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Figura 29. Demarcação  da área 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 
osteócitos. 
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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. 
 

 
 


