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RESUMO

A reparacao de defeitos ésseos € uma preocupacao constante em diversas areas da
odontologia. Varios materiais sdo usados com a finalidade de ajudar e acelerar esta
reparacao, tais como enxertos autdgenos, xendégenos, membranas e alguns
medicamentos, assim como a associacao de alguns destes métodos. A sinvastatina,
medicamento utilizado para reducdo de colesterol, em alguns estudos, tem
demonstrado acdo na estimulacdo de formacdo dssea. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a influéncia da associagdo da sinvastatina a matriz
desmineralizada de 0sso bovino na reparagdao de defeitos 6sseos em calvaria de
ratos. Foram confeccionados defeitos 6sseos na calvaria de 48 ratos, sendo um
defeito 5mm de didmetro em cada parietal do animal. Os ratos foram divididos em
trés grupos de acordo com o material utilizado: grupo controle, que nao recebeu
nenhum tipo de substancia, grupo sinvastatina-matriz éssea desmineralizada, que
recebeu uma associacao de sinvastatina e matriz desmineralizada de 0sso bovino e
grupo matriz éssea desmineralizada que recebeu somente matriz desmineralizada
de osso bovino como material de enxertia. Os sacrificios foram realizados apés trinta
e sessenta dias. ApOs o sacrificio as calvarias foram radiografadas em aparelho de
raios-X digital para analise de densidade radiografica em tons de cinza e foram
submetidas a preparacao histoldégica de rotina, para posterior analise histolégica
descritiva e histométrica da darea de matriz 6ssea neoformada, utilizando-se
programa computacional para analise de imagens. Os dados submetidos a analise
estatistica ANOVA a 5% demonstraram que os animais que receberam a associacao
de sinvastatina-MODB apresentaram, na analise histométrica a menor area de
neoformagéo e na analise radiografica a menor densidade éssea. Concluiu-se, de
acordo com a metodologia utilizada, que a associacdo sinvastatina-MODB
influenciou negativamente o reparo 6sseo.

Palavras-chave: Defeito 0sseo. Matriz desmineralizada de o0sso bovino.
Sinvastatina. Analise histologica.



ABSTRACT

Bone defect healing is a constant concern to several areas of Dentistry. A great
variety of materials is currently used to help in the healing process as well as to
speed it up. Materials such as autografts, xenografts, membranes, some drugs, and
the association of some of them are being used. Simvastatin, a substance used to
reduce cholesterol levels, has shown, in some studies, a capacity to stimulate bone
formation. The purpose of the present experimental study is to evaluate the influence
of the association of sinmvastatin with bovine demineralized bone matrix on the
healing of bone defects in rats’ calvariae. Bone defects were produced in the
calvariae of 48 rats, thus each animal had a defect in each parietal bone measuring
5mm of diameter. The rats were grouped according to the graft material used: the
control group which didn’'t receive any substance; the simvastatin-demineralized
bone matrix group which received an association of simvastatin and bovine
demineralized bone matrix; and the demineralized bone matrix group which received
bovine demineralized bone matrix. The animals were sacrificed after thirty or sixty
days. After the sacrifices, digital radiographies were taken of the calvariae in order to
analyse the radiographic density in shades of gray. They were also submitted to
routine histological preparation for future descriptive histological and histomorfometric
analyses of the new formed bone matrix through the use of a software to analyse the
images. The data submitted to statistical analysis ANOVA (5%) showed that the
animals which received the association simvastatin-demineralized bone matrix
presented the smallest density and area of new bone formation of the three groups.
According to the methodology used, we concluded that the association simvastatin-
demineralized bone matrix influenced negatively the bone healing.

Key-words: Bone defect. Bovine demineralized bone matrix. Simvastatin.
Histological analysis.
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ANOVA - analise de variancia

BMP - proteina morfogenética 6ssea
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NS - n&o significativo estatisticamente
OVX - ovariectomia

PDS - polydioxanone
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Rh BMP - proteina morfogenética 6ssea recombinante humana

RX - raios X
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SHAM - falso operado
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1 INTRODUCAO

A reparacdo de defeitos Osseos e a utilizagdo de enxertos sdo uma
preocupacao constante na odontologia, principalmente em areas como periodontia,
cirurgia bucomaxilofacial, prétese e implantodontia. Para tanto, sdo comumente
usados diversos materiais como 0sso autdgeno, membranas, hidroxiapatita, e matriz
desmineralizada de osso bovino (MODB)(KARABUDA et al., 2001; RICHARDSON et
al., 1999).

O uso de osso autégeno como enxerto € o meio mais largamente difundido,
devido ao seu superior potencial osteogénico, pela abundante presenca de células
osteogénicas mesenquimais no enxerto e a facilidade de incorporacdo ao 0SSO
hospedeiro. Entretanto duas desvantagens sdo notadas. Primeiro, a necessidade de
uma cirurgia adicional para a obtencao do 0sso a ser enxertado, 0 que muitas vezes
leva a morbidade do sitio doador; segundo, pode existir necessidade de maior
quantidade de osso do que a area doadora pode oferecer. Por este motivo diversos
autores comecgaram a pesquisar materiais alternativos que pudessem substitui-lo
(INODA; YAMAMOTO; HATTORI, 2007; MATSUSHITA et al., 2006).

A matriz 6ssea desmineralizada (MOD) é comumente utilizada como enxerto
devido a presenca de proteinas osseoindutoras, 0 que proporciona a este material a
capacidade de estimular a neoformacao éssea (WANG J.C. et al., 2007).

A associacao de substancias quimicas, medicamentos ou fatores sanguineos
aos materiais utilizados para enxertos tem sido feita, com diferentes graus de
sucesso, na tentativa de melhorar a performance destes biomateriais e diminuir o

tempo em que se possa atuar na area enxertada, possibilitando desta forma



12

devolver ao paciente sua fungcao e estética com maior presteza (WONG; RABIE,
2003; MANNAI, 2006)

As estatinas (inibidores da enzima 3-hidroxi 3 metilglutaril coenzima A
reductase), como por exemplo a sinvastatina, sdo medicamentos largamente
utilizados para a reducao do colesterol, porém foi observada uma inducdo de
formacao Ossea tanto em culturas de tecido, quanto em ratos e camundongos
(MUNDY et al., 1999), fato que despertou enorme interesse na comunidade
cientifica, pela possibilidade destas poderem ser utilizadas em patologias ésseas.

Com base no acima descrito o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
associagao da sinvastatina a MODB na reparacao de defeitos 6sseos em calvaria de

ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MATERIAIS PARA REPARAGCAO OSSEA

Jazayeri et al. (1994) compararam alguns sistemas carreadores para MOD.
Para isto confeccionaram defeitos de 9 x 9mm em calvarias de cinqlienta ratos
machos. Os materiais utilizados foram polydioxanone (PDS) (Ethicon Inc.,
Sommerville, NJ); polietileno poroso (Medpor) (Porex Surgical, College Park, GA);
celulose oxidada regenerada (Surgicel) (Johnson & Johnson Products, Inc., New
Brunswick, NJ); e esponja de gelatina absorvivel (Gelfoam) (The Upjohn Company,
Kalamazoo, MI) Os animais foram divididos em cinco grupos de acordo com o
material utilizado, cada um com dez animais: grupo 1, recebeu MOD com Surgicel;
grupo 2, MOD com PDS; grupo 3, MOD com Medpor; grupo 4, MOD com Gelfoam e
grupo 5, apenas MOD e foram mortos ap6s dois meses. Os resultados mostraram
neoformacdo em todos 0s grupos, com apenas uma pequena area de 0,5mm x
0,5mm de tecido mole na regiao central do defeito, excetuando-se o grupo 4 onde
nao houve formacdo 6ssea. Os autores concluiram que apenas Gelfoam nao foi
efetivo como sistema carreador.

Froum et al. (1998) avaliaram o uso de matriz inorganica de 0sso bovino
associada ou nao a osso autdgeno. Os autores estudaram 113 casos de elevagdes
de seio maxilar onde foram usados matriz inorganica de 0sso bovino sozinha,
associada a 0sso autdgeno e a osso desmineralizado congelado a vacuo (DFDBA).

Apds o periodo de cicatrizacdo Ossea (seis a nove meses), foram feitas bidpsias
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0sseas nas regides que receberam os enxertos e o material removido foi submetido
a analise histomorfométrica. Os autores realizaram também andlise radiogréfica.
Concluiram que a matriz inorganica de osso bovino foi efetiva em 98,2% dos casos e
que sua performance e neoformacao 6ssea melhoravam moderadamente quando
associada a osso DFDBA e melhorava acentuadamente quando associada a 0sso
autoégeno.

Richardson et al. (1999) compararam um derivado bovino xenégeno (DBX)
Bio-Oss (Giestlich, Zurich, Switzerland) e DFDBA em defeitos infradsseos
periodontais em humanos. Foram tratados 17 pacientes saudaveis com periodontite
de moderada a severa. Foram selecionados trinta defeitos que foram tratados
aleatoriamente com DBX ou DFDBA. As medicoes dos defeitos de tecidos moles e
0sseos foram feitas no dia da cirurgia e seis meses depois. Os resultados mostraram
que 26 defeitos responderam significativamente ao tratamento, enquanto em quatro
defeitos ndo houve resposta. Nao foram notadas diferencas estatisticas entre
materiais.

Wang e Glimcher (1999) estudaram a osteogénese e as diferencas da
resposta celular a MOD enxertadas em calvarias e subcutaneamente em ratos. Para
isto utilizaram MOD de ratos e bovina, que foram enxertadas em defeitos 6ésseos de
8 mm nas calvarias ou subcutaneamente no térax dos ratos. Os animais foram
mortos do dia dois ao 12 e nos dias 14, 21 e 28 para analises morfolégicas e nos
dias dois, cinco, sete, dez, 14 e 21 para andlises bioquimicas. Foram avaliados seis
animais a cada dia de morte. Os resultados mostraram que nos defeitos
subcutaneos houve formacéao de células cartilaginosas pelos dez primeiros dias, que
foram reabsorvidas e substituidas por 0sso subsequtientemente. Ja nos defeitos das

calvarias em que se utilizou MOD de ratos, osteoblastos apareceram a partir do
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terceiro dia, seguidos rapidamente da formacédo de matriz 6ssea e calcificagao até o
21° dia, quando nado se observou mais cartilagem. Nos animais em que se utilizou
MODB, a seqléncia foi semelhante, porém mais lenta e com menor quantidade de
0sso ao final, sendo que aos 28 dias ainda se observavam pequenas porcdes de
cartilagem. Observaram ainda que a formacéao éssea subcutanea foi bastante menor
que em calvarias. Os autores concluiram que a inducdo de formacado éssea é
diferente em sitios subcutaneos e calvarias.

Herculiani et al. (2000) avaliaram o tratamento de defeito é6sseo em calvaria
de cobaia com membrana de cortical éssea bovina liofilizada associada ou ndo a
MODB. Para isto foram confeccionados defeitos de 12mm de didmetro em calvaria
de 37 cobaias. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais com 15
animais cada, um grupo controle com cinco animais e um grupo zero hora, com dois
animais. Os grupos experimentais foram subdividos em trés, de acordo com o tempo
de sacrificio de um, trés ou seis meses apds as cirurgias. As lesdes do grupo | foram
preenchidas com coagulo sanglineo e recobertas com membrana. O grupo Il teve
seus defeitos preenchidos por MODB aglutinada com coagulo e recobertos com
membrana. O grupo controle e o 0 hora ndo receberam tratamento, sendo que o
sacrificio do controle foi aos seis meses e o do 0 hora, imediatamente ap6s as
cirurgias. Foram realizadas analises radiogréafica e histolégica, onde foi observado
que em ambos 0S grupos experimentais houve maior formacdo 6ssea do que no
grupo controle, chegando aos seis meses com 52% (grupo 1) e 62% (grupo Il) das
lesbes preenchidas por osso. O grupo Il ainda apresentava areas de reabsorcédo da
MODB. Os autores concluiram que o enxerto de MODB sofre reabsor¢céo e promove

formagéo de ilhas de osso no interior da lesdo e o enxerto de MODB associado a
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membrana auxilia na manutencdo do espag¢o da lesdo, aumentando o efeito
osteogénico na regiao.

Karabuda et al. (2001) avaliaram clinica e histologicamente trés tipos de
materiais para enxerto em elevacbes de seio maxilar. Utilizaram osso bovino
desproteinado granulado (DBBG), pé de DFDBA, e hidroxiapatita porosa (PHA).
Foram realizados 19 implantes em oito pacientes , trés pacientes foram tratados em
dois estagios: um para a elevacao de seio e outro para a colocacéao dos implantes,
momento no qual foi feita a coleta do material para avaliacdo. Os casos restantes
foram realizados em um estagio apenas, sendo a colocacdo dos implantes
concomitantemente a elevacao de seio. As bidpsias 6sseas foram realizadas no
momento da reabertura dos implantes. Apds seis meses de cicatrizacao foram
confeccionadas proéteses fixas sobre os implantes. Todos os implantes obtiveram
sucesso, porém no grupo em que se utilizou DFDBA, houve maior formagao éssea
(70 a 75%) do que no DBBG (50%) e no PHA (20 a 35%). Os autores chegaram a
conclusédo de que DFDBA reabsorve mais cedo do que PHA e DBBG.

Braz et al. (2003) avaliaram o emprego de MODB e hidroxiapatita (HA) no
reparo de defeito induzido em cranio de ratos. Para isto utilizaram vinte ratos, nas
calvérias dos quais foram confeccionados defeitos de 5mm de diametro. Os animais
foram divididos em dois grupos: grupo | onde os defeitos foram preenchidos com
uma associacdo de MODB e HA e grupo Il onde nada foi empregado. Os animais
foram mortos aos trinta e sessenta dias apds as cirurgias e foi feita andlise
histologica. Os resultados analisados estatisticamente mostraram diferengas
significativas entre os grupos tanto aos trinta, quanto aos sessenta dias. Aos trinta
dias, no grupo | ja havia grande quantidade de osteoblastos e aparecimento de

cartilagem, enquanto no grupo Il ainda havia osteoclastos e ocorria reabsorcéo
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Ossea. Aos sessenta dias, os ratos somente do grupo | apresentaram 0sso
mineralizado e o defeito quase totalmente reparado. Os autores concluiram que a
combinacao de MODB e HA favoreceu a formacéao 6ssea.

Mardas et al. (2003) avaliaram a influéncia da MOD na formagao éssea na
regeneracao tecidual guiada. Os autores utilizaram trinta ratos machos, nos ramos
das mandibulas dos quais foram implantadas capsulas de teflon com 5mm de
didmetro preenchidas com MOD de um lado e sem preenchimento no lado oposto.
Os animais foram divididos em trés grupos de dez animais cada, de acordo com o
tempo de sacrificio de 15, trinta e 120 dias. Os resultados das andlises histolégicas
mostraram que houve formagao 6ssea tanto no grupo experimental quanto no grupo
controle, sem diferenca estatistica entre eles, porém o osso neoformado do grupo
experimental pareceu mais denso aos 120 dias. Os autores concluiram entdo que a
MOD usada como coadjuvante na regeneracao tecidual guiada nao influencia na
neoformagéo 6ssea, poréem melhora a densidade do osso neoformado.

Marins et al. (2004) avaliaram a reparacao de defeitos ésseos em calvarias de
ratos, utilizando enxerto em bloco de MODB. Para isto utilizaram 25 ratos nos quais
foram confeccionados defeitos de 8mm de diametro, que foram divididos em dois
grupos, grupo experimental com 15 animais, cujos defeitos foram preenchidos com
blocos de MODB (Gen-ox, Baumer SA, Brasil) e grupo controle com dez animais,
cujos defeitos foram preenchidos apenas com coagulo. Os animais do grupo
experimental foram mortos apds um, trés e seis meses e 0s do grupo controle,
imediatamente e seis meses apds as cirurgias. Os resultados das anadlises
radiograficas e histolégicas mostraram que o material foi lentamente reabsorvido e
serviu como preenchedor de espaco, favorecendo a angiogénese, migracdo e

adesao celular, e a neoformacao 6ssea a partir das bordas dos defeitos. Porém, em
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alguns animais do grupo tratado, houve reacdo granulomatosa que impediu a
neoformacdo 6ssea. Os autores concluiram que com aperfeicoamentos o material
pode tornar-se uma boa alternativa para a reparacdao éssea devido a sua alta
capacidade osseocondutora.

Moghadam et al. (2004) avaliaram histomorfometricamente a regeneragao
Ossea utilizando materiais alégenos e aloplasticos. Para isto utilizaram trinta coelhos
machos adultos que foram divididos em trés grupos com dez animais cada, de
acordo com o tipo de material utilizado. Foram confeccionados defeitos de 15mm de
didmetro nos 0ssos parietais dos animais que foram preenchidos da seguinte forma.
Grupo I, MOD em um defeito e no outro ndo foi colocado nenhum material; grupo I
MOD em um defeito e MOD com hidroxido de calcio no defeito contra lateral e grupo
Il onde foram testados dois tipos de cimento fosfato de calcio, Norian CRS (Norian
Corp., Cupertino, CA) em um defeito e Bone Source (Howmedica Leibinger, Dallas,
TX) no outro. Cinco animais de cada grupo foram sacrificados em seis semanas, e
outros cinco em doze semanas. Os resultados mostraram que os defeitos tratados
com MOD apresentaram mais formacao éssea em doze semanas do que em todos
0s outros grupos, porém sem diferenca estatistica significante em relacédo ao grupo
MOD hidréxido de calcio. Os demais grupos nao diferiram do grupo onde os defeitos
foram deixados vazios, que ndo apresentaram neoformacdo 6ssea. Os autores
concluiram que a MOD é um material efetivo para estimular a reparacao éssea e que
a adicao de hidréxido de calcio ndo altera sua performance, enquanto os demais
materiais ndo promoveram reparacao 6ssea.

Colnot et al. (2005) avaliaram os mecanismos de acdo da MOD na reparacao
de defeitos dsseos corticais. Para isto utilizaram uma associacdo de MOD com acido

hialurénico (DBX) em camundongos adultos com trés a cinco meses de idade, nas
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tibias dos quais foram confeccionados defeitos de 1Tmm de diametro. Os animais
foram divididos em trés grupos: grupo 1, onde os defeitos foram preenchidos com
DBX; grupo 2, onde os defeitos foram preenchidos com DBX desnaturada,
desnaturacdo que teve como objetivo inativar as propriedades osseoindutoras da
DBX, e grupo 3 onde os defeitos foram preenchidos com matriz de colageno. Os
animais foram sacrificados aos trés, cinco, sete, dez, 14, 21 ou 28 dias. Os
resultados das analises histolégicas mostraram que a DBX melhora a reparacao
O0ssea por inducdo da deposicdo precoce de matriz osteogénica e por servir de
arcabouco para a adesao dos osteoblastos, além de ser efetivamente reabsorvida
durante a reparacao 6ssea, 0 que € muito importante no processo de formacao e
mineralizacdo éssea.

Acarturk e Hollinger (2006) estudaram a MOD, associada a diversos
carreadores ou isoladamente. Os materiais utilizados foram os seguintes: DBX
preparada pela Musculoskeletical Transplant Foundation combinada com hialuronato
(Synthes USA, West Chester, Pa.); rede de Poly (DL- lactide) (Synthes USA, West
Chester, Pa.); DBX associada a rede de Poly (DL-lactide) (Synthes USA, West
Chester, Pa.); MOD de osso humano preparada pela Musculoskeletical Transplant
Foundation (Jessup, Pa.); Grafton, MOD de osso humano preparada pela
Musculoskeletal Transplant Foundation com carreador glicerol (Osteotech,
Eatontown, N.J.); Regenafil: MOD de osso humano com gelatina (Regeneration
Technologies, Inc., Alachua, Fla.); Dynagraft, MOD de osso humano com um
carreador poloxamer (Gensci Regeneration Sciences, Inc., Toronto, Ontario,
Canada); Allomatrix, MOD de osso humano com um carreador de sulfato de calcio
(Wright Medical Technology, Inc., Arlington, Tenn.). Foram confeccionados defeitos

de 8mm de didmetro em calvaria de 144 ratos adultos, que foram divididos em oito
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grupos de acordo com o tipo de material utilizado, e subdivididos em trés grupos de
acordo com o tempo de sacrificio que foram definidos em duas, quatro e oito
semanas. Apds os sacrificios as calvarias foram descalcificadas e analisadas
histolégica e histomorfometricamente. Os resultados analisados estatisticamente
mostraram que Allomatrix, Dynagraft, Regenafil e rede de Poly (DL-lactide)
apresentaram menos formacado 6ssea que MOD, Grafton, DBX com hialuronato e
DBX com rede de Poly (DL-lactide). Dentre os grupos que apresentaram maior
formacao 6ssea nao houve diferenca estatistica, 0 mesmo valendo para os que se
enquadraram nos de menor formacao 6ssea.

Develioglu et al. (2006) avaliaram o efeito da cerémica bifasica na resposta
0ssea em defeitos em calvarias de ratos. Para tanto confeccionaram defeitos de
5mm de diametro em o0ssos parietais de vinte ratos. O defeito esquerdo foi deixado
vazio como controle e o defeito direito foi preenchido com ceradmica bifasica
Ceraform (Teknimed AS, Vic-em Bigorre, Franca). Os animais foram divididos em
dois grupos de dez animais cada, com tempo de sacrificio de trés ou seis meses.
Apos este tempo, as calvarias foram analisadas histologicamente e os resultados
mostraram que os defeitos do grupo controle foram preenchidos por tecido
conjuntivo fibroso tanto aos trés quanto aos seis meses Nos defeitos do grupo
experimental, no terceiro més foi observado tecido fibrovascular ao lado do enxerto e
no sexto més, tecido colageno denso na mesma area. Nao foi observada nenhuma
reacdo adversa no sitio enxertado, porém nao houve diferenca significativa na
regeneracao éssea entre os grupos . Os autores concluiram que o Ceraform é
biocompativel, porém néo apresenta efeito na regeneracao 6ssea.

Knesser et al. (2006) avaliaram a MODB medular associada ou ndo a

osteoblastos singénicos. Para isto utilizaram 96 ratos nas calvarias dos quais foram
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confeccionados defeitos de 8mm de diametro, e que foram divididos em trés grupos
de acordo com o tratamento recebido: grupo A, composto por quarenta animais que
receberam discos de MODB medular associado a osteoblastos singénicos; grupo B,
composto por 28 animais que receberam apenas discos de MODB medular e grupo
C, composto por 28 animais que nao receberam tratamento, e serviu como controle.
Os animais foram mortos ap6s um, dois e quatro meses. Os resultados das analises
histomorfométricas demonstraram que ap6s um més havia pequenas areas
periféricas com formacao de osso e que houve significante neoformacao éssea e
reabsorcdo da MODB apdés dois e quatro meses nos grupos A e B, sem diferencas
estatisticas entre ambos. No grupo C, nao foi observada significante reparacao dos
defeitos. Os autores concluiram que a MODB medular é um promissor material para
o reparo de defeitos 6sseos.

Mannai (2006) avaliou a associacao de osso autégeno (25 a 30%) ao 0sso
xenégeno bovino (70 a 75%), misturados a plasma rico em plaquetas. Foram
colocados 314 implantes (ITI, Straumann, Waldenburg, Switzerland) em 97
pacientes, submetidos a elevacdo de seio e instalacdo dos implantes
simultaneamente, com 97,8% de sucesso. Apds trés meses, foram realizadas
tomografias computadorizadas (TC), que comparadas com TC realizadas no periodo
pré-operatério, mostraram excelente maturacdo O6ssea. Verificou-se excelente
reparacao de tecidos moles e duros. O autor concluiu que a associagdo do
concentrado de plasma a 0sso autdégeno e xenégeno acelera a reparacao de tecidos
moles e duros.

Matsushita et al. (2006) estudaram um novo biomaterial artificial com
capacidade de inducao éssea e biodegradabilidade que pudesse substituir materiais

alogénicos, provenientes de animais ou biomaterias n&o reabsorviveis. Para isso
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desenvolveram uma base polimérica (beta fosfato tricalcico - B TCP) para substituir
materiais de origem animal e ser usada como carreadora de proteinas
morfogenéticas ésseas recombinantes-2 (rhBMP-2). Os autores confeccionaram
defeitos de 6,5mm de diametro e 5mm de profundidade nos fémures de trinta
coelhos, que foram divididos em grupos de acordo com o tipo de preenchimento dos
defeitos. Grupo BMP-H, que recebeu 30mg do biomaterial com 0,0025% de rhBMP-
2; grupo BMP-L, que recebeu 30mg do biomaterial com 0,000625% de rhBMP-2;
grupo controle A, que recebeu 30mg do biomaterial e grupo controle B, onde os
defeitos nao foram preenchidos. Os animais foram mortos ap6s duas, quatro e seis
semanas e foram feitas andlises com tomografia computadorizada e
histomorfométrica. O grupo BMP-H mostrou maior formacao 6ssea do que os grupos
BMP-L e controle A, que nao diferiram entre si, e estes apresentaram maior
formacao 6ssea do que o grupo controle B. De acordo com os resultados, parece ser
possivel usar o material como substituto de enxertos 6sseos para reparacdo de
defeitos 6sseos.

Moon et al. (2006) investigaram o efeito do vidro de fosfato de calcio na
regeneracao 0ssea. Foram utilizadas particulas de pd de vidro de fosfato de célcio
de dois tamanhos (400um e 40um). Foram criados defeitos de 8mm em calvarias de
sessenta ratos, que foram divididos em trés grupos. Os defeitos foram preenchidos
com 0,5g de p6 de vidro de fosfato de calcio misturados a solugcéo salina. No grupo
controle deixou-se o defeito vazio. Os animais foram sacrificados na segunda e
oitava semanas, e o0s resultados foram avaliados por desintometria Ossea e
histologicamente. Os defeitos preenchidos com particulas de 400um foram
completamente fechados com osso neoformado em oito semanas. Ja quando foram

utilizadas particulas de 40um, a formacao éssea foi menor que no grupo controle.
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Concluiu-se que o preparado de vidro de fosfato de célcio, em particulas maiores,
apresenta bom potencial para ser utilizado para regeneracao 6ssea.

Oztiirk et al. (2006) avaliaram a associacdo de uma mistura de HA com
fosfato tricalcico (HA/TCP), que é osseocondutora, com MOD que é osseoindutora.
Para isto utilizaram 24 ratos, nos quais foram confeccionados defeitos bilaterais nos
ossos radio. Os animais foram divididos em quatro grupos com 12 defeitos de 5mm
em cada: grupo | controle, que ndo recebeu tratamento; grupo Il, que recebeu
implante de MOD; grupo lll, que recebeu implante da mistura de HA/TCP e grupo 1V,
que recebeu uma associacdo de MOD e HA/TCP em partes iguais. Foram feitas
analises radiograficas e histolégicas que apos tratamento estatistico, mostraram que
no grupo |l se obteve melhor reparacao 6ssea que em todos 0s outros, e que 0s
grupos lll e IV nao diferiram do grupo controle. Os autores concluiram entdo que a
associacdo de MOD a mistura de HA/TCP nao melhora a reparacao éssea e a
mistura de HA/TCP inibe a osseoindugédo da MOD.

Inoda, Yamamoto e Hattori (2007) compararam histologicamente o uso de
0ss0 ectépico induzido por rhBMP-2 (o osso foi produzido enxertando-se esponja de
gelatina associada a rhBMP-2 no musculo abdominal dos animais), osso autégeno, e
0sso alégeno congelado na reparacao 6ssea. Confeccionaram defeitos de 5mm em
calvaria de 25 ratos que foram divididos em trés grupos de acordo como material.
Cada grupo consistia de cinco ratos, e foi dividido em trés grupos por periodo de
observacéao (trés, seis e nove semanas). Apds a analise histoldgica, concluiu-se que
0 grupo em que se utilizou rh BMP2 apresentou maior osseoindugédo e
osseoconducdo que o grupo com 0sso autdgeno e este ultimo foi melhor que o

grupo com 0sso alégeno.
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Macmillan et al. (2007) avaliaram a capacidade osseoindutora da MOD em
fémeas de ratos e camundongos submetidas a ovariectomia e a reposicdo de
estrogénio. Para isto utilizaram 24 ratas e 24 fémeas de camundongos, que
receberam implantes de 10mg de MOD bilateralmente em seus gastrocnémicos, e
foram divididas em trés grupos: grupo OVX, onde os animais foram submetidos a
ovariectomia; grupo SHAM, ou falso operado, onde os animais foram submetidos a
cirurgia semelhante a ovariectomia porém sem remocao dos ovarios e grupo OVX +
E2, onde os animais foram ovariectomizados e receberam reposicao de estrogénio.
Os animais foram mortos apo6s 35 e 56 dias e foram realizadas analises histoldgicas.
Os resultados mostraram que apoés 35 dias, em camundongos OVX, havia menor
namero de areas de neoformacao éssea e menor quantidade total de osso em
relacdo ao grupo SHAM. Ja em ratos OVX o numero de areas nao foi afetado, porém
a quantidade de osso neoformado foi menor em relacdo ao grupo SHAM. Apds 56
dias o numero de areas de neoformacgao nos animais OVX tanto em ratos quanto em
camundongos nao diferiu dos do grupo SHAM, porém a quantidade total de osso
neoformado foi menor. Os animais, ratos e camundongos, do grupo OVX + E2
apresentaram melhores resultados em relacdo aos do grupo OVX aos 35 dias e
principalmente aos 56 dias, quando mostraram comportamento similar aos do grupo
SHAM. Os autores concluiram que o estrogénio € importante na capacidade
osseoindutora da MOD.

Schwarz et al. (2007) avaliaram a utilizagdo de DFDBA em &cido hialurdnico,
em elevacoes de seio maxilar. Para tanto fizeram comparagbes com DFDBA
associado a trés tipos de material: com 0sso anorganico Bio-Oss (Geistlich Sons Ltd,
Wolhusen, Switzerland); com &cido hialurénico DBX (DFDBA; HY, 32:68, w/w;

Musculoskeletal Transplant Foundation, Edison, NJ, USA); DBX com Bio-Oss e DBX
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com TCP em grénulos (B-TCP). Foram realizadas 32 elevacdes de seio maxilar em
26 pacientes. Os pacientes foram submetidos a TC antes e oito meses apés as
cirurgias, e foram feitas as andlises morfométricas. Também foram feitas analises
histomorfométricas em tecidos ésseos removidos por trefinas das areas enxertadas.
Nas analises de TC todos os 32 casos obtiveram sucesso, porém quando da analise
histomorfométrica, os autores observaram que DFDBA-BioOss, DBX-Bio-Oss, DBX
apenas foram superiores a DBX-B-TCP. Concluiram entdo que a formulagdo do
DFDBA influencia na neoformacdo 6sseas e que DBX pode ser utilizado com
sucesso em elevagdes de seio maxilar.

Wang et al. (2007) compararam o potencial osseoindutor de trés diferentes
marcas comerciais de MOD. Para isto utilizaram 72 ratas, nas quais foram
confeccionados defeitos nos processos transversos das vértebras L4 e L5. Os
animais foram divididos em quatro grupos de acordo com o tipo de material utilizado
como enxerto: Grupo |, onde se utilizou Osteofil (Medtronics Sofamor Danek,
Memphis, TN), com 18 animais; grupo Il, onde se utilizou Grafton ( Osteotech Inc.,
Eatontown, NJ), com 17 animais; grupo lll, onde se utilizou Dynagraft (GenSci
Regeneration Sciences Inc., Irvine, CA), com 17 animais; e grupo 1V, onde se utilizou
osso autégeno, com 18 animais. Os animais foram sacrificados em duas, quatro,
seis ou oito semanas. Foram feitas analises radiograficas, histolégicas e de palpacao
manual, que mostraram que Osteofil e Grafton apresentaram maior fusdo espinhal
(sem diferenca estatistica entre eles) do que Dynagraft, que nao apresentou fusédo
espinhal, assim como o osso autégeno. Os autores concluiram entdo, que ha

diferengas significativas entre o potencial osseoindutor dos materiais estudados.
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2.2 SINVASTATINA

Mundy et al. (1999) observaram que as estatinas produziram neoformacao
0ssea in vitro e em roedores. Este fato estaria associado ao aumento da proteina
morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) nas células 6sseas. A sinvastatina e a lovastatina
usadas por via subcutédnea ou oral aumentaram a formacao 6ssea e o0 volume de
0sso trabecular em camundongos e em ratos. Os autores concluiram que o uso de
estatinas em doses apropriadas pode ter aplicagdes terapéuticas no tratamento da
osteoporose.

Thylin et al. (2002) estudaram os efeitos do gel de sinvastatina em calvaria de
camundongos. Para isto os animais foram divididos em cinco grupos de acordo com
o tipo de tratamento recebido: G1, recebeu injecdo de gel de metilcelulose
subcutaneamente (INJ-GEL; n=8); G2, injecdo de gel associado a sinvastatina na
concentracdo de 2,2mg/50ul (INJ-SIM; n=16); G3, membrana polilatica (PLA)
contendo gel somente implantada sobre a calvaria (MEM-GEL; n=10); G4, implante
de PLA com sinvastatina (MEM-SIM; n=10); e G5, onde ndo houve tratamento
(n=12). Os animais foram sacrificados apo6s 22 e 44 dias e foram feitas analises
histomorfométrica e com radiografia digital. Os resultados tratados estatisticamente,
mostraram que G2 apresentou aumento da espessura 6ssea quando comparado
aos controles, e G4 apresentou 0 maior ganho em espessura e em area 0ssea
quando comparado a todos 0s outros grupos, principalmente aos 22 dias.

Von Stechow et al. (2003) estudaram a acdo da sinvastatina na formacéao
ossea in vivo. Para tanto utilizaram 72 fémeas de camundongos, que foram divididas

em cinco grupos de animais ovariectomizados (OVX) e trés grupos de animais falso
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operados (SHAM) com nove animais em cada grupo. Um grupo de cada foi
sacrificado em uma semana para servir de controle. Os animais foram deixados sem
tratamento por cinco semanas para que houvesse significante perda 6ssea nos
animais OVX. Neste momento, mais dois grupos, um de cada, foram sacrificados
para avaliacdo da perda éssea. Foi realizado tratamento com sinvastatina por oito
semanas em um grupo OVX, e em outro, foi administrado somente veiculo (0,5% de
metilcelulose em agua). Um grupo controle adicional foi tratado com injecbes
(80ug/kg) de hormbnio de paratire6ide humana 1-34 (PTH) por dia. Todos o0s grupos
foram sacrificados na 13 semana. Os resultados mostraram que os animais tratados
com sinvastatina ndo apresentaram diferenca em relagdo ao grupo tratado somente
com veiculo. Os autores concluiram que apesar de as estatinas mostrarem-se
eficazes na formacdo 6ssea in vitro, requerem maiores estudos para provar sua
eficiéncia in vivo.

Wong e Rabie (2003) compararam a neoformacgédo 6ssea proporcionada por
enxertos de coldgeno com e sem estatina . Foram confeccionados 15 defeitos
0sseos em calvaria de coelhos, sendo cinco preenchidos com enxerto de colageno e
sinvastatina diluida em agua destilada; cinco, somente com enxerto de colageno e
agua destilada, e os restantes foram deixados vazios como controle. Os animais
foram sacrificados no 14° dia e foi feita analise histométrica dos tecidos désseos
neoformados. Verificou-se uma formacao de 308% a mais de 0sso novo com uso de
enxerto colageno associado a estatina, quando comparado ao enxerto de colageno
somente, e ndo houve formagédo 6ssea no grupo controle. Concluiram que enxertos
de colageno com estatina sdo osseoindutivos e podem ser utilizados como material

para enxertos 0sseos.
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Ayukawa, Okamura e Koyano (2004) estudaram os efeitos da sinvastatina na
osteogénese em torno de implantes de titdnio. Utilizaram dez ratos com trinta
semanas, 0s quais receberam implantes em suas tibias, e foram divididos em dois
grupos. Ao grupo experimental foram administrados 10mg/kg de sinvastatina
intraperitonialmente, diariamente, e ao grupo controle foi administrada somente
solugdo salina. Os animais foram sacrificados apds trinta dias, foram analisados
histologicamente a proporcao de contato ésseo e a densidade em torno do implante.
Os resultados mostraram que em ambos os grupos houve formacao éssea ao redor
dos implantes, porém tanto a proporcéao de contato 6sseo quanto a densidade éssea
foram significativamente maiores no grupo tratado. Concluiram entdo, que a
administracdo de sinvastatina tem potencial para melhorar a osseointegracdo de
implantes.

Stein et al. (2005) estudaram os efeitos da aplicacao local de sinvastatina no
crescimento ésseo e na inflamacao dos tecidos moles em ratas. Para isto dividiram
0s animais em seis grupos, de acordo com a dose utilizada de sinvastatina
associada a gel de metilcelulose, e ao tempo de sacrificio, totalizando noventa
animais. As doses utilizadas foram de 0,1mg, 0,5mg, 1,0mg, 1,5mg e 2,2mg por
animal, e um grupo recebeu apenas gel. Os tempos de sacrificio foram de trés, sete
e 24 dias. Foram confeccionados defeitos bilateralmente, nas mandibulas das ratas.
Os autores utilizaram ainda outros 42 animais nos quais administraram-se
sistemicamente inibidores de cicloxigenase (COX) 1 e 2. Estes animais foram
divididos em trés grupos: um com 16 ratas que receberam 0,5mg de sinvastatina
associada ao gel e foi aplicado intraperitonealmente um inibidor da COX 2 (NS-398)
na dose de 1,0 mg/kg por dia durante sete dias; um segundo grupo com 16 animais,

que também recebeu 0,5mg de sinvastatina associada ao gel, porém recebeu



29

1,0mg/kg por dia por sete dias de indometacina (inibidor da COX 1) e um terceiro
grupo com dez animais, que recebeu apenas a associacao de sinvastatina com gel.
Os animais foram sacrificados aos sete e 24 dias. Os resultados das analises
histomorfométricas mostraram que houve crescimento 6sseo significativo em todas
as doses, exceto na de 0,1mg, e que nao houve diferenca entre as demais doses
Porém as doses menores apresentaram menos reacao inflamatéria. Os autores
observaram também que os inibidores de COX 1 e 2 diminuiram o crescimento
0sseo. Eles concluiram entdo, que uma dose menor de sinvastatina pode promover
0 mesmo crescimento 6sseo com menor inflamagédo, melhorando o desempenho
clinico, porém a reacgéao inflamatoria parece ser necessaria para a reparacao 0ssea.

Wong e Rabie (2005) investigaram expressdes histoquimicas de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), BMP-2 e fator de unido nuclear na
reparacao 0ssea, com ou sem uso de sinvastatina. Foram utilizados 15 coelhos , nos
quais foram confeccionados trinta defeitos de 10 x 5mm em calvaria. Em nove
animais, usou-se a sinvastatina misturada a matriz de coladgeno e em seis animais,
matriz de coldgeno com agua. Concluiu-se que o uso de estatina local induz e
acelera a formacéao éssea e ativa a expressao precoce dos fatores que regulam a
angiogénese, a diferenciacao das células ésseas e osteogénese.

Anbinder et al. (2006) avaliaram a influéncia da sinvastatina no reparo de
defeitos 6sseos e nos niveis de colesterol sangliineo de ratos. Para isto utilizaram
quarenta ratos, nas tibias dos quais foram confeccionados defeitos de
aproximadamente 2,5mm x 3,0mm. Os animais foram divididos em quatro grupos de
acordo com as vias de administracao e da utilizacdo ou ndo da sinvastatina: grupo
AT, injecao subcutanea de 7mg/kg de sinvastatina, por cinco dias; grupo AC, injecao

subcutanea apenas do veiculo da suspensdao do medicamento por cinco dias, grupo
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BT, 20mg/kg de sinvastatina diariamente por via oral durante o tempo do estudo e
grupo BC, apenas agua, por via oral durante o tempo do estudo. Os animais foram
mortos apds 15 ou trinta dias. Os resultados das analises histométricas e dos niveis
de colesterol sangiineo revelaram que s6 foram observadas diferencas estatisticas
em relagdo a formacdo 6ssea na comparagdo entre os tempos, sendo que os
animais mortos aos trinta dias apresentaram maior formacao 6ssea (49,1%) do que
aos 15 dias (40,5%), independentemente da via de administracdo e do uso ou nao
do medicamento. Os autores concluiram entdo que a sinvastatina nao afeta a
reparacao 0ssea e 0s niveis de colesterol sangiiineo em ratos.

Wong e Rabie (2006) fizeram uma revisdo de pesquisas sobre o uso de
estatinas para a inducao de formacdo 6ssea e relataram seu potencial uso em
ortodontia. Concluiram que as estatinas tém excelente potencial de uso em enxertos
0sseos na regiao craniofacial.

Nyan et al. (2007) avaliaram a formacao 6ssea em defeitos de tamanho critico
em calvaria de ratos com uma combinagdo de sinvastatina e sulfato de calcio. Para
tanto os autores utilizaram 45 ratos nos quais foram confeccionados defeitos de
8mm de diametro em suas calvarias e entao foram divididos em trés grupos: sem
tratamento, onde os defeitos foram deixados vazios; sulfato de célcio, onde os
defeitos foram preenchidos com discos de 8mm de didmetro por 1imm de espessura
de uma associacao de 60mg de sulfato de célcio e agua destilada prensados em um
molde; e grupo associagédo de sinvastatina com sulfato de calcio, onde os defeitos
foram preenchidos com discos de uma associacdo de 60mg de sulfato de célcio a
1mg de sinvastatina e agua destilada prensados no mesmo molde do grupo sulfato
de célcio. Os animais foram mortos em duas, quatro e oito semanas apds as

cirurgias e as calvarias foram examinadas sob raio-X (RX), RX de absorcao de dupla
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energia para pequenos animais e TC. Os resultados apods andlise estatistica
mostraram que em oito semanas houve significativa formacao 6ssea apesar de em
duas e quatro semanas ter sido observada intensa reacado inflamatéria e pouca
formacao 6ssea no grupo sinvastatina sulfato de calcio. Os autores concluiram que a
associacdo de sinvastatina e sulfato de calcio nas concentragdes utilizadas
estimulou a regeneracao 6ssea.

Ozeg et al. (2007) avaliaram o efeito da aplicacdo local de sinvastatina em
defeitos mandibulares. Para isto utilizaram 33 ratos, nos quais foram confeccionados
defeitos de 3mm de didmetro em suas mandibulas. Os animais foram divididos em
trés grupos: grupo experimental, com nove ratos, que receberam 0,02g de esponja
de gelatina associada a 0,2ml de solucdo de sinvastatina na concentracao de
2,5mg/ml; grupo controle passivo, com seis ratos, onde os defeitos foram deixados
vazios e grupo controle ativo, com oito ratos, que recebeu 0,02g de esponja de
gelatina associada a 0,2ml de agua. Os animais foram mortos 14 dias apdés as
cirurgias. Para avaliar a regeneracao 6ssea os autores utilizaram TC e analise
histolégica. Tanto na analise histolégica quanto na tomografica, os autores
observaram maior quantidade de formacao éssea, com significancia estatistica, no
grupo experimental do que nos demais grupos.

Sugiyama et al. (2007) avaliaram os efeitos da sinvastatina na osseoinducao
ectopica promovida pela rhBMP-2. Para isto utilizaram 64 ratos machos com seis
semanas de idade nos quais foram implantados discos contendo 5ug de rhBMP-2 e
colageno tipo | e receberam diferentes estatinas por diferentes vias de
administracdo. Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a via de
administracédo (oral ou subcutanea), que foram subdivididos em quatro grupos cada

de acordo com o medicamento utilizado (sinvastatina-lactona, sinvastatina-hidroxi-
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acida, cerivastatina e veiculo, que serviu como controle). As estatinas foram
administradas por vinte dias e os discos foram removidos 21 dias apds terem sido
implantados. Foram feitas analises bioquimicas, radiograficas e histolégicas e os
resultados mostraram que o grupo sinvastatina-lactona subcutdnea apresentou
maior formacao éssea que todos os outros e que houve formagcao 6ssea nos demais
grupos sem diferenca significativa entre eles.

Wang, J. W. et al. (2007) estudaram a aplicacdo local de sinvastatina na
consolidacao de fraturas em ratas OVX. Para isto utilizaram 130 ratas, das quais 120
foram OVX e as outras dez SHAM. Apds 12 semanas foi confirmada a osteopenia,
através de densitometrias 6sseas de dez ratas OVX e dez ratas SHAM e foram
promovidas as fraturas nas tibias dos animais. As fraturas foram estabilizadas com
fios de aco. Todos os animais que sobreviveram foram aleatéria e igualmente
divididos em dois grupos: grupo OVX + veiculo, onde os animais receberam veiculo
utilizado como solvente da sinvastatina e grupo OVX + sinvastatina, onde os animais
receberam 10mg/kg/dia por cinco dias de sinvastatina subcutanea. As ratas foram
mortas ap6s uma, duas e quatro semanas. Um dia antes das mortes, os animais
foram anestesiados e a area das fraturas, radiografada. Apés as mortes, as tibias
passaram por analises histomorfométricas e biomecénicas, esta ultima por meio do
teste de flexdo em trés pontos. Os animais tratados com sinvastatina apresentaram
um calo 6sseo substancialmente maior ap6s uma e duas semanas, € apos quatro
semanas, 0 0SSO se apresentava mais remodelado. Houve também um aumento
significativo na carga maxima suportada pelo osso apdés duas e quatro semanas.
Histomorfometricamente houve aumento da mineralizacao. Os autores concluiram
que a sinvastatina utilizada localmente pode estimular a consolidagéo de fraturas em

ratas ovariectomizadas.
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2.3 ESTATINA ASSOCIADA A MATRIZ OSSEA DESMINERALIZADA

Galus, Wlodarski e Wlodarski (2006) avaliaram a influéncia da fluvastatina na
formacao 6ssea heterotdpica induzida por MOD de ratos em camundongos. Para
tanto utilizaram cinqlienta camundongos machos, que foram divididos em trés
grupos: F (camundongos que receberam implantes de MOD e fluvastatina), P
(camundongos que receberam implantes de MOD e placebo) e C (camundongos que
nao receberam nada). Os implantes de MOD foram realizados nas coxas dos
camundongos e a fluvastatina foi administrada sob a forma de inje¢cdes subcutaneas
na concentracao de 3,6mg/kg uma vez ao dia por 25 dias um dia apdés a iniciacao da
inducdo heterotépica de osso. Ao final do estudo os autores mediram o colesterol
total, os triglicerideos, a lipoproteina de baixa densidade colesterol e a fosfatase
alcalina em amostras de sangue dos camundongos. A deposi¢cao de mineral no 0sso
heterotopico induzido, foi determinada apo6s hidrélise dos tecidos moles que
envolviam este o0sso. Os resultados mostraram que a deposicdo mineral e a
concentracdo de fosfatase aumentaram significantemente, enquanto as
concentracdo de triglicerideos e de colesterol total diminuiram nos camundongos
que receberam fluvastatina em comparagédo com os outros dois grupos. Os autores
concluiram portanto que a administracdo de estatinas atua sobre a ossificacdo
heterotépica, aumentando o risco de sua ocorréncia em pacientes com

predisposicao.
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3 PROPOSICAO

O proposito deste trabalho foi avaliar os efeitos da associacao da sinvastatina

a MODB no reparo de defeitos em calvéarias de ratos.



35

4 METODO

4.1 ANIMAIS

Para este trabalho foram utilizados 48 ratos adultos, machos (Rattus
norvegicus, variagcao albinus, Wistar) com aproximadamente noventa dias de idade,
que foram mantidos em gaiolas em temperatura ambiente e alimentados com racéao
e agua ad libitum, fornecidos pelo Biotério do Instituto Basico de Biociéncias da
Universidade de Taubaté — UNITAU. O estudo foi realizado de acordo com as
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade de Taubaté Protocolo n°16/07 (Anexo A).

4.2 REALIZACAO DOS DEFEITOS OSSEOS

Em todos os animais, foram confeccionados dois defeitos com 5mm de
didmetro, um em cada parietal de cada animal. Para a confeccdo dos defeitos
0sseos, 0s animais foram anestesiados com uma mistura de 13mg/Kg de cloridrato
xilasina 2% (Anasedan, Vetbrands, Sespo, Jacarei, SP, Brasil) com 33mg/Kg de
ketamina base (Dopalen, Vetbrands, Sespo, Jacarei, SP, Brasil), por via

intramuscular. Apdés a anestesia, foi feita a depilagdo da area sobre a calvaria e
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antissepsia com alcool iodado (Figuras 1A e 1B), e logo em seguida, uma incisao
linear na pele até atingir o periésteo, no sentido pdstero-anterior da regiao occipital
até a regiao entre os olhos, com auxilio de lamina n° 15 montada em cabo de bisturi
n° 3. Posteriormente os tecidos foram afastados com destaca periésteo deixando o
osso totalmente exposto (Figura 1C). Defeitos ésseos bicorticais (Figura 1D) foram
executados com brocas trefinas de 5mm de diametro (Neodent, Curitiba, PR, Brasil),
montados em motor elétrico Driller BLM 600 PLUS (VK Driller Equipamentos
Elétricos Ltda, Jaguaré, Sao Paulo, SP) na rotacdo de 1814 RPM e 16 N, sob
abundante irrigacdo com soro fisioldgico (cloreto de so6dio 0,9%) durante o

procedimento.

4.3 PREPARACAO DO MEDICAMENTO

A solucdo de sinvastatina foi preparada pela farmacia de manipulacédo
Manipulario (Taubaté, SP, Brasil) um dia antes dos procedimentos cirurgicos. Esta
solucao foi obtida pela mistura de sinvastatina (lote n.0707071512, Galena, China)
em agua destilada por meio de centrifugacao durante uma hora, na proporcdo de
2,2mg/50ul. O medicamento foi mantido em refrigeracdo a 13°C até o momento do

uso.
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4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em trés grupos: sinvastatina-matriz
desmineralizada de osso bovino (MODB-SIN), matriz desmineralizada de o0sso
bovino (MODB) e Controle. No grupo MODB-SIN, os animais receberam enxerto de
10 mg de matriz organica desmineralizada de osso bovino (GenOx Org-Genius-
Baumer S.A.- Mogi Mirim, Sao Paulo, Brasil), associada a 56ul de solucdo de
sinvastatina na concentragdo de 2,2mg/50ul (THYLIN et al., 2002) (Figura 1E). No
grupo MODB, os defeitos foram totalmente preenchidos com matriz desmineralizada
de 0sso bovino, associada a 56pl de agua destilada (Figura 1F). O grupo controle
nao recebeu nenhum tipo de enxerto, permanecendo os defeitos vazios.

Cada um dos grupos foi subdividido em dois, de acordo com o periodo de
observacado antes do sacrificio (trinta ou sessenta dias). A Figura 2 ilustra a divisdo

dos grupos experimentais.

4.5 SACRIFICIO

Para o sacrificio, os animais foram novamente anestesiados e decapitados
em guilhotina. As calvarias foram removidas e fixadas em formol a 10% para

posterior andlise radiogréafica, histoldgica descritiva e histométrica.
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Figuras 1 — Procedimento cirGirgico. A) Area depilada sobre a calota. B) Antissepsia da regido. C)
Afastamento dos tecidos e exposicao do tecido ésseo. D) Defeitos confeccionados. E) Defeitos
preenchidos com associagdo MODB-SIN. F) Defeitos preenchidos com MODB e agua destilada
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MDOB controle MDOB-SIN
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
(8) (8) (8) (8) (8) (8)
MODB 30 MODB 60 Controle 30  Controle 60 MODB-SIN 30 MODB-SIN 60

Figura 2 - Divisdo dos grupos experimentais

4.6 DENSITOMETRIA RADIOGRAFICA

As pecas foram radiografadas (Figura 3) em aparelhos de RX odontolégico
(DabiAtlante Spectro 70X, Dabi Atlante, Sao Paulo, SP, Brasil), com sensor digital
(Trophy RVG, Franga) sob os parametros de 8mA e 70KVp, com distancia foco-
objeto de 30cm, tempo de exposicao de 0,1s e incidéncia do feixe pela superficie
externa. Utilizando-se o programa computacional Image J 1.31p (National Institute of
Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/javal.31_03) foi calculada a densidade
radiografica em tons de cinza da regido correspondente a um circulo de area de
15.380 pixels (Figura 4). As medidas foram tomadas por um Unico examinador

calibrado, que desconhecia o grupo ao qual as amostras pertenciam. Na analise
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estatistica foi utilizada a média dos valores obtidos das imagens de cada um dos

dois defeitos confeccionados em cada animal.

4.7 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMETRICA

Os defeitos esquerdos foram submetidos a descalcificacdo em solucao de
acido tricloroacético a 5% por aproximadamente vinte dias, apés o qué foram
cortados na regiao central do defeito 6sseo, no sentido antero-posterior e cada um
foi incluido em um bloco de parafina. Seguiu-se técnica histoldgica de rotina,
coloragcdo com hematoxilina e eosina e analise em microscopia de luz. Para a
analise histométrica, a imagem histolégica (HE) de quatro cortes semi-seriados,
preferencialmente dois de cada bloco, foi digitalizada em 25X. Com o auxilio do
programa de computador Adobe Photoshop (Adobe Sistems Incorporated, USA) foi
feita a selecdo das areas de neoformacdo éssea, com a utilizacdo da ferramenta
varinha magica (Figura 5). As &reas selecionadas foram salvas, e o novo arquivo foi
transferido para o programa de computador Image J 1.31p (National Institute of
Health — USA), o qual calculou a area de matriz 6ssea neoformada no defeito, ap6s
a binarizacdo da imagem. A analise foi feita por um Unico examinador calibrado, que

desconhecia o grupo ao qual as amostras pertenciam.
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Figura 3 — A) Grupo controle 30 dias. B) Grupo controle 60 dias. C) Grupo MODB 30 dias. D) Grupo
MODB 60 dias. E) Grupo MODB-SIN 30 dias. F) Grupo MODB-SIN 60 dias
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Figura 4 - Radiografia com selegcdo da area utilizada para calculo da densidade radiografica no
programa Image J

1€ Adobe Photoshop

Arquivo Editar Imagem Camada Selecionar Fitro Wisuslizar Janela Ajuda

PR | B@mE

2 » r
Tolerancia: |20 | [4]Suavizsglo de Servihade [7] Adjacente [[]Utilizar Todas as Camadas | Localizador de Arquive | Pincéis | Cor | Amestras | Esfios | Mavegador | mformaghes \l

1% Sem titulo-1 @ 50% {Camada 1, RGB)

B Clique para selecionar piscels adjacentes de cor semelhante ou mova o contorno da selegTn. Lise Shift, Alt e Ctrl para opgdes adicionais.

Figura 5 - Area de neoformacdo dssea selecionada com a ferramenta varinha magica no programa
Adobe Photoshop
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos por meio da densitometria radiografica e da analise
histométrica, foram submetidos a analise de variancia a 5% (ANOVA), para
comparacdo da acdao do medicamento aos trinta e sessenta dias. Apds o teste
ANOVA, quando necessario, aplicou-se o teste de Tukey. Para a analise das
diferencas entre os tempos, utilizou-se o teste t de Student. Todas as analises foram
realizadas no programa de computador GraphPad Prism 4.0 for Windows (GraphPad

software Inc., CA, USA).
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5 RESULTADOS

Durante os procedimentos cirdrgicos dois ratos morreram, devido a
complicagdes com a anestesia, e foram repostos. Por volta do décimo dia de poés-
operatério, seis ratos do grupo MODB-SIN apresentaram necrose com posterior
formacao de crosta, na regido da incisdao, que persistiu até os trinta dias. Nenhum

dos animais apresentou comportamento atipico no periodo de observacao.

5.1 ANALISE RADIOGRAFICA

Os resultados da avaliagdo da estatistica descritiva dos valores de densidade
radiografica em tons de cinza da média dos dois defeitos de cada animal podem ser
observados na Tabela 1. Foram analisados os tempos de trinta e sessenta dias

separadamente.

Tabela 1- Medidas de tendéncia central e dispersdo dos dados de densidade radiogréfica em cada
grupo nos tempos trinta e sessenta dias (em tons de cinza)

Grupo N Média Erro Desvio  mediana  Valor Valor
padrao padrao maximo  minimo
Controle 30 8 43,11 3,25 9,19 40,85 64,86 33,55
MODB-SIN30 8 41,27 2,87 8,11 40,06 57,84 30,08
MODB 30 8 40,23 1,85 5,23 39,79 50,72 32,98
Controle 60 8 63,48 3,37 9,53 65,56 78,45 49,75
MODB-SIN60 8 47,73 2,46 6,97 46,07 61,66 40,22
MODB 60 8 69,28 5,11 14,45 70,79 85,28 54,05
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5.1.1 Tempo de Trinta Dias

Para definir o melhor parametro de testagem procedeu-se ao teste de
normalidade Kolmogorov- Smirnov (K-S), que identificou distribuicdo normal dos
dados e por isso assumiu-se a média e o desvio padrao como estimadores para a
comparacao entre 0s grupos. Testou-se entao a diferenca entre os grupos a partir da
ANOVA, que nao identificou diferenca estatistica significativa na comparagcéao entre

eles (p=0,753), como destacado na Tabela 2 e Figura 6.

Tabela 2 - Resultados da ANOVA dos dados de densidade radiografica na comparacdo entre os
grupos, no tempo trinta dias

Origem Graus de Soma dos Minimos F p-valor
liberdade quadrados quadrados
Grupos 2 34,10 17,0 0,29 0,753
Erro padrao 21 1244,10 59,20
Total 23 1278,20
60
50 - T
S 40 | T
E 40 | T
o
o 30 -
T
[}
S 20 -
10 A
0

Controle 30 MODB 30 MODB-SIN 30

Figura 6 - Médias e desvios-padrao dos dados de densidade radiografica em tons de cinza aos trinta
dias. Apés a ANOVA néo foi encontrada diferenca estatistica significativa (p>0,05)
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Para este tempo também foi observada distribuicdo normal dos dados.

Procedeu-se entdo a ANOVA (5%) e verificou-se diferenca estatistica significativa

(p=0,002) entre os grupos. Utilizou-se entdao o teste de Tukey e verificou-se que o

grupo MODB-SIN apresentou menor densidade radiografica que os grupos Controle

e MODB (Tabela 3 e Figura 7).

Tabela 3 - Resultados da ANOVA dos dados de densidade radiografica na comparacdo entre os

grupos, no tempo sessenta dias

Origem Graus de Soma dos Minimos F p-valor
liberdade quadrados quadrados
Grupos 2 1990 995 8,58 0,002
Erro padrao 21 2436 116
Total 23 4426
| S |

90 i | NS | | |

80 - | | | |

70 '|'
©
N 60 - J_
S 50
[
T 40 -
2
S 30 -

20 -

10 A

0
Controle 60 MODB 60 MODB-SIN 60

Figura 7 - Médias e desvios-padrao dos dados de densidade radiografica em tons de cinza aos

sessenta dias.
estatisticamente nao significativa

S indica diferenga estatisticamente significativa (p=0,002). NS indica diferenca
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Para comparacao da densidade radiografica dos grupos entre trinta e sessenta

dias foi utilizado o teste t de Student, que identificou diferencga significativa nos grupos

Controle (p=0,001) e MODB (p=0,001), porém o grupo MODB-SIN nao apresentou

diferenca significativa (p=0,15) (Figura 8).

90 -
80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10 1

tons de cinza

NS

11

Controle 30

Controle 60

MODB 30

MODB 60

MODB-SIN30  MODB-SIN 60

Figura 8 - Médias e desvios-padrdo dos dados de densidade radiografica em tons de cinza na
comparacao entre os tempos de trinta e sessenta dias. S indica diferenca estatisticamente
significativa. NS indica diferenga estatisticamente nao significativa

5.2 ANALISE HISTOMETRICA

As médias das areas de neoformacao 6ssea obtidas na contagem de quatro

campos dos defeitos de cada animal

foram utilizadas para a analise

histomorfométrica. Um espécime do grupo Controle 60, um do grupo MODB 30 e

dois do grupo Controle 30 apresentaram problemas técnicos durante a confeccao

das laminas, que nao puderam ser lidas. Os resultados da andlise descritiva estao
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demonstrados na Tabela 4. Foram analisados os tempos de trinta e sessenta dias

separadamente.

Tabela 4 - Medidas de tendéncia central e dispersdo dos dados de area de neoformagédo 6ssea em
cada grupo nos tempos trinta e sessenta dias (n diferente de 8 em alguns grupos devido a problemas
com as laminas)

Grupo n Média Erro Desvio  mediana  Valor Valor
padrao padrao minimo  maximo

Controle 30 6 0,47 0,05 0,13 0,48 0,29 0,65
MODB-SIN30 8 0,15 0,03 0,10 0,14 0,02 0,28
MODB 30 7 0,29 0,06 0,17 0,24 0,12 0,61
Controle 60 7 0,97 0,079 0,21 0,94 0,73 1,21
MODB-SIN60 8 0,27 0,05 0,15 0,24 0,06 0,49
MODB 60 8 0,89 0,17 0,48 0,89 0,25 1,58

5.2.1 Tempo de Trinta Dias

Apés a verificacdo da normalidade dos dados e realizacdo da ANOVA (5%),
foi verificada diferenca significativa (p=0,002) entre os grupos. Apés teste de Tukey,
observou-se que os grupo MODB-SIN apresentou menorr formacdo 6ssea em

relacdo ao grupo Controle.(Tabela 5 e Figura 9).

Tabela 5 - Resultados da ANOVA na comparacao dos dados de area de neoformagao 6ssea entre os
grupos, no tempo 30 dias

Origem Graus de Soma dos Minimos F p-valor
liberdade quadrados quadrados
Grupos 2 0,315 0,157 8,353 0,002
Erro padrédo 18 0,339 0,018

Total 20 0,654
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Figura 9 - Médias e desvios-padrao dos valores de area de neoformacédo 6ssea de cada grupo aos
trinta dias. NS indica diferenca estatisticamente nao significativa. S indica diferenca estatisticamente
significativa (p=0,002)

5.2.2 Tempo de Sessenta Dias

Apés a verificacdo da normalidade dos dados e realizacao da ANOVA (5%),
foi verificada diferenca significativa (p=0,001) (Tabela 7). Aplicou-se teste de Tukey e
observou-se que o grupo MODB-SIN apresentou menor formacao éssea que 0s

demais grupos (Figura 10).

Tabela 6 - Resultados da ANOVA na comparacao dos dados de area de neoformagao 6ssea entre os
grupos, no tempo sessenta dias

Origem Graus de Soma dos Minimos F p-valor
liberdade quadrados qguadrados
Grupos 2 2,626 1,313 14,75 0,001
Erro padrao 23 2,047 0,08899

Total 25 4,673
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Figura 10 - Médias e desvios-padrdo dos valores de &rea de neoformagao éssea de cada grupo aos
sessenta dias. Grupo MODB-SIN apresentou diferenga estatistica em relagao ao Controle e ao MODB

5.2.3 Tempos de Trinta e Sessenta Dias

Para a avaliagdo da variacdo das areas de neoformacdo éssea em cada
grupo, entre os trinta e sessenta dias foi utilizado o teste t de Student, que identificou
diferenca significativa nos grupos Controle (p=0,001) e MODB (p=0,01), porém o

grupo MODB-SIN nao apresentou diferenca significativa (p=0,101) (Figura 11).
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Figura 11 - Médias e desvios-padrdo dos valores de &rea de neoformagao éssea de cada grupo nos
tempos de trinta e sessenta dias. NS indica diferenca estatisticamente ndo significativa. S indica
diferenca estatisticamente significativa

5.3 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

Aos 30 dias, o grupo controle (Figura 12A) apresentou 0sso neoformado nas
bordas com muitos espagcos medulares e contorno irregular (Figura 12B), além de
pequenas ilhas désseas no centro do defeito (Figura 12A) com alguns espagos
medulares, porém menores em tamanho e numero do que no osso das bordas, em
meio a tecido conjuntivo frouxo com discreto infiltrado inflamatério mononuclear.
Notou-se também a presenca de osteoblastos achatados ao redor do 0sso
neoformado, que continha ostedcitos e osteoplastos volumosos. No 0sso antigo
adjacente ao defeito puderam-se notar linhas reversas baséfilas, indicativas de
remodelacdo déssea, e neoformacédo Ossea, provavelmente devido ao afastamento
do periosteo. No interior do defeito foram observados também pélos em processo de
reabsorcdo por células gigantes multinucleadas, por vezes formando pequenos

granulomas (Figura 12C).
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O grupo MODB (Figura 13A) apresentou aspecto semelhante ao grupo
controle, porém com menores quantidades de osso neoformado, tanto nas bordas
(Figura 13B) quanto no centro do defeito (Figura 13A). O tecido conjuntivo
apresentava-se mais espesso em alguns espécimes, e com moderado infiltrado
inflamatério crénico, composto por linfocitos e plasmoécitos. A matriz 6ssea
desmineralizada ja havia sido totalmente reabsorvida a excegao de um animal onde
foram observadas algumas poucas particulas.

O grupo MODB-SIN (Figura 14A) apresentou as menores porcdes de
neoformacdo Ossea além de algumas areas de reabsorcdo do 0sso antigo nas
bordas do defeito (Figura 14B) onde n&o foram observadas linhas reversas e
neoformacdo 6ssea. O tecido conjuntivo, bastante vascularizado, apresentava-se
mais espesso e com infiltrado inflamatério crénico de moderado a intenso. Nao
foram observadas ilhas centrais de neoformacédo 6ssea no defeito. O tecido 6sseo
recém-formado apresentava-se bastante imaturo, contendo ostedcitos volumosos,
dispostos irregularmente, e envolto por osteoblastos volumosos. Em quatro animais,
encontraram-se restos de MODB em meio ao tecido conjuntivo (Figura 14C) que
preenchia o defeito, onde também em um animal verificou-se area de necrose de
coagulagdo. Tecido cerebral com &reas de necrose pdde ser observado em quatro
animais.

Aos sessenta dias o grupo controle apresentou formacao déssea bastante
significativa a partir das bordas, afilando-se em direcdo ao centro do defeito, com
poucos espacos medulares e fechamento linear quase total em alguns animais
(Figura 15A). O osso novo apresentava-se mais espesso € maduro (Figura 15B),
contendo ostedcitos menores e dispostos mais regularmente, com menos espagos

medulares e presenca de linhas reversas basofilas. Em grande parte dos espécimes,
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verificou-se presencga de ilhas de 0sso novo no centro do defeito, delgadas, mais
maduras, com poucos espacos medulares e com algumas linhas reversas.
Osteoblastos achatados envolviam o tecido 6sseo. Nao foram encontradas areas de
necrose, granulomas e nem pélos, no entanto permanecia inflamacao discreta. O
0ss0 antigo apresentava linhas reversas basoéfilas e areas de neoformacao.

O grupo MODB (Figuras 16A e B) apresentou aspecto semelhante ao grupo
controle com quantidade discretamente menor de 0sso neoformado, a excegao de
um animal que apresentou pouca formacéao éssea e moderado infiltrado inflamatério.

O grupo MODB-SIN, apresentou pouca formagcao 6ssea em comparacao com
0os demais grupos e a regidao do defeito apresentava tecido conjuntivo levemente
mais espesso e vascularizado (Figura 17A), contendo por vezes vasos congestos
(Figura 17C) e com inflamagao de discreta a moderada, Nao houve formagao de
0ss0 no centro do defeito em nenhum animal. Osteoblastos e ostedcitos eram mais
volumosos (Figura 17B) que nos demais grupos do mesmo periodo, e em trés
animais puderam ser encontrados restos de MODB. Em apenas dois espécimes nédo

foram notadas areas de tecido cerebral com necrose.
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Figura 12 - Aspecto microscépico do grupo Controle 30. A) Area total do defeito, evidenciando formagéo 6ssea nas bordas e no
centro (—» ). Aumento original de 25X. HE. B) Formagédo 6ssea nas bordas com alguns espagos medulares (—» ). Aumento
original de 100X. HE. C) Pélos, que permaneceram no campo cirdrgico, envoltos por células gigantes multinucleares (—% )

Aumento original de 200X. HE



Figura 13 - Aspecto microscopico do grupo MODB 30. A) Area total do defeito, evidenciando formacéo éssea nas bordas e no
centro, além do tecido conjuntivo mais espesso que no grupo Controle. Aumento original de 25X. HE. B) Formagéo 6ssea nas

bordas, com alguns espagos medulares. Aumento original de 100X. HE
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Figura 14 - Aspecto microscépico do grupo MODB-SIN 30. A) Area total do defeito, evidenciando pouca formagéo dssea e
tecido conjuntivo inflamado e espesso. Aumento original de 25X. HE. B) Reabsorcdo 6ssea nas bordas do defeito (— ) e
infiltrado inflamatdrio intenso no tecido conjuntivo. Aumento original 200X. HE. C) Material eosinéfilo (— ) interpretado como
resto de MODB em meio ao tecido conjuntivo inflamado. Aumento original 400X. HE



Figura 15 - Aspecto microscépico do grupo Controle 60. A) Area total do defeito evidenciando fechamento linear quase total.
Aumento original de 25X. HE. B) Osso novo partindo das bordas com poucos espagos medulares (0sso mais maduro) (—).
Aumento original de 100X. HE




Figura 16 - Aspecto microscépico do grupo MODB 60. A) area total do defeito evidenciando fechamento linear quase total.
Aumento original 25X. HE. B) Osso novo partindo das bordas com poucos espagos medulares (osso mais maduro) (— ).
Aumento original de 100X. HE
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Figura 17 - Aspecto microscopico do grupo MODB-SIN 60. A) Area total do defeito evidenciando a presenga apenas de tecido
conjuntivo levemente mais espesso. Aumento original de 25X. HE. B) Presenga de osteoblastos volumosos (—» ). Aumento
original de 200X. HE. C) Material interpretado com resto de MODB (), vaso congesto ( [l). Aumento original 200X. HE
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6 DISCUSSAO

A utilizacao de um modelo animal para avaliar materiais para reparacao 6ssea
€ bastante freqliente e a reprodutibilidade e acuracia sdo de extrema importancia
para o método cientifico (HOLLINGER; KLEINSCHIMDT, 1990).

A caracterizacao de defeito 6sseo de tamanho critico como aquele que nao é
reparado durante toda a vida do animal foi feita por Hollinger e Kleinschimdt (1990) e
Schimtz et al. (1990), porém, devido ao periodo de estudo normalmente nédo ter
duracao tao longa, outros autores como Gosain et al. (2000), Develioglu et al. (2006)
consideraram que defeitos que ndo sado reparados durante o tempo do estudo
poderiam ser considerados criticos, proporcionando desta forma a confecgdo de
defeitos de menor tamanho. Desta forma optou-se por utilizar neste estudo defeitos
de 5mm que sao considerados criticos de acordo com o conceito de Gosain et al.
(2000), porém nédo o sao por Hollinger e Kleinschimdt (1990). Outros autores
também utilizaram defeitos de 5mm, com periodos de observacdo de até seis
meses, em seus estudos e os consideraram criticos (DEVELIOGLU et al., 20086;
INODA; YAMAMOTO; HATTORI, 2007). No presente estudo foi observado o
fechamento linear quase total dos defeitos ndo preenchidos (grupo Controle) aos
sessenta dias 0 que nos permite sugerir que defeitos 5mm néo devem ser utilizados
por periodos maiores do que este.

A localizacdo do defeito também é de suma importancia e apesar de na
odontologia o foco ser a area facial, Hollinger e Kleinschmidt (1990) ndo aconselham
o uso de mandibulas de pequenos animais como ratos, camundongos e coelhos,

devido a dificuldade na realizagdo das cirurgias. Os mesmos autores afirmam que a
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utilizagdo de calvarias € bastante interessante devido a auséncia de incidéncia de
forcas musculares nesta regido, o que poderia provocar o desalojamento do enxerto.
Por estas razdes decidiu-se pela utilizacdo das calvarias de ratos no presente
estudo, o que se mostrou bastante pertinente devido a facilidade de confeccao dos
defeitos.

Com relagao as substancias utilizadas no estudo, a MODB foi escolhida por
ser de amplo uso como material substituto de osso autégeno (ACARTURK;
HOLLINGER, 2006; COLNOT et al., 2005; HERCULIANI et al., 2000; MARDAS et
al., 2003; OZTURK et al., 2006; WANG; GLIMCHER, 1999) e possuir caracteristicas
osseocondutoras (MARINS et al., 2004), e osseoindutoras, apesar da capacidade de
osseoinducao variar de acordo com a marca comercial (WANG J.C. et al., 2007).
Optou-se pela utilizacao deste tipo de material de uma marca comercial nacional
devido a facilidade de compra e de seu custo acessivel. No presente estudo nao
puderam ser comprovadas as capacidades osseoindutora e osseocondutora da
MODB, pois esta ndo apresentou melhores resultados do que o grupo controle,
resultado semelhante ao obtido por Mardas et al. (2003), porém diferente do de
autores que utilizaram material da mesma marca comercial (HERCULIANI et al.,
2000; MARINS et al., 2004). Marins et al.(2004) observaram que em alguns animais
de seu estudo houve reacado granulomatosa, que impediu a neoformacéo 6ssea, o
que eles atribuiram a deficiéncias no processamento do material. Neste estudo
acreditamos que o mesmo pode ter acontecido.

Em relacdo a sinvastatina, esta foi utilizada devido a sua potencial capacidade
osseoindutora através do aumento da expressao do VEGF e da BMP (MUNDY et al.,
1999; WONG; RABIE, 2005). A dose escolhida, 2,2mg/56ul foi baseada em estudos

anteriores de outros autores (OZEG et al., 2007; THYLIN et al., 2002), devido a falta
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de consenso quanto a dose ideal e de alguns estudos mostrarem que a utilizagao de
doses altas estimulam a neoformacao e doses baixas ndo produziram o mesmo
efeito (MARITZ et al., 2001; STEIN et al., 2005).

Autores como Von Stechow et al. (2003) e Anbinder et al. (2006) nao
observaram efetividade na estimulagao de formacao 6ssea pela sinvastatina, apesar
de diversos outros autores (MUNDY et al., 1999; THYLIN et al., 2002; WONG;
RABIE, 2005) terem observado o contrario. No estudo em questdo a utilizacdo da
sinvastatina, influenciou negativamente na estimulacido de neoformacdo éssea,
resultado compartilhado por Ma et al. (2008), que afirmam ainda que ha falta de
estudos consistentes sobre os efeitos anabdlicos e a biodisponibilidade da
sinvastatina, fato que leva a resultados tao dispares entre os diversos estudos.

No presente estudo a utilizagdo de altas doses locais de sinvastatina, causou
intensa reagao inflamatéria, com necrose tecidual e formagao de crosta, resultado
compartilhado por Thylin et al. (2002), porém este tipo de reacdo também foi
observado quando utilizadas doses menores como no estudo de Nyan et al. (2007)
que utilizaram 1mg e Stein et al. (2005) que utilizaram doses de 0,5, 1,0, 1,5 e
2,2mg. Em nosso estudo observou-se também reabsor¢do no osso das bordas dos
defeitos. Acreditamos que a sinvastatina atuou como irritante dos tecidos, visto que
estas reacoes teciduais ndo foram observadas nos demais grupos. A associacao da
MODB as estatinas foi muito pouco estudada, podendo ser observada em apenas
um trabalho (GALUS; WLODARSKI; WLODARSKI, 2006), que apesar de apresentar
resultados positivos, nao utilizou sinvastatina localmente. No presente estudo a
associacao direta da sinvastatina a MODB parece ter tornado a reabsorcado desta
mais lenta, o que pode ter influenciado negativamente a formacao 6ssea nos

animais que receberam tal tratamento.



63

As analises realizadas, radiografica e histométrica, sdo muito difundidas no
meio cientifico para a avaliacdo de reparos 0sseos. Apesar de as avaliagdes
radiograficas nao serem consideradas de grande eficacia por alguns autores
(PRYOR; SUSIN; WIKESJO, 2006), estas apresentam algumas vantagens como
baixo custo e maior agilidade, porém seus resultados necessitam de confirmagao por
avaliacOes histomorfométricas. No presente estudo pdde-se confirmar a diferenca de
resultados entre as analises radiograficas e histomorfométricas, mostrando que a
utilizacao de radiografias ndo demonstra confiabilidade suficiente para ser utilizada
isoladamente. Além disso, na andlise radiografica avalia-se tecido calcificado,
enquanto na anadlise histolégica utilizada avaliou-se tecido 6sseo descalcificado.
Dessa maneira, as duas andlises seriam complementares.

Novos estudos com doses e vias de administracdo diferentes de sinvastatina
precisam ser desenvolvidos para melhor avaliar a utilizagdo desta no auxilio da

reparacao de defeitos 6sseos.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada neste estudo foi possivel concluir que
a associacao MODB-SIN influenciou negativamente o reparo de defeitos 6sseos em

calvarias de ratos.
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