Influéncia da sinvastatina na reparacao 6ssea de mandibulas de ratas
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da sinvastati-
na na reparagio 6ssea guiada em mandibulas de ratas através
da densitometria éptica e andlise histolégica. Foram utiliza-
das 35 ratas, nas quais foi confeccionado um defeito 6sseo
bicortical no angulo da mandibula, que foi recoberto por
barreira de politetrafluoretileno nas faces vestibular e lingual.
Ap6s a cirurgia, os animais foram divididos em 4 grupos tra-
tados com 20mg/kg/dia de sinvastatina, via oral, durante 15
ou 30 dias e 3 grupos controle. Os animais foram sacrifica-
dos 15, 30 ou 60 dias apds a cirurgia, sendo a mandibula re-
movida para realiza¢do de densitometria éptica e andlise his-
tolégica. Todos os espécimes foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Os resultados demons-
traram que ndo houve diferencga entre os grupos tratado e con-
trole e que a média de neoformagdo éssea foi maior nos gru-
pos sacrificados em 60 dias, seguidas pelas médias dos grupos
de 30 e 15 dias. Conclui-se que a sinvastatina ndo teve efeito
sobre o processo de reparo do tecido dsseo e que a quantida-
de de neoformacdo 6ssea aumentou conforme o tempo de
observacao.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to avaluate the effects of the
simvastatin on guided bone regeneration of mandibules of
rats. 35 female rats were utilized, a bone defect was created
in the mandible, which was covered by a polytetrafluoroethy-
lene barrier on lingual and vestibular surfaces. After sur-
gery the rats were divided in 4 treated groups with 20mg/K/
day of simvastatin orally 15 or 30 days. The rats were sacri-
ficed 15, 30 and 60 days after the surgery and the mandibles
were extracted to densitometric and histological analysis. All

specimens were submitted to analysis of variance (ANOVA)
and to Tukey’s method. The results showed no statistical di-
fference was observed between the treated and control group
and the average of new bone formation was bigger in the
group sacrificed 60 days after surgery followed for the groups
of 30 and 15 days. It can be concluded that the simvastatin
didn’t have effect on guided bone regeneration and that quan-
tity of bone regeneration increased with the observation time.
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INTRODUCAO

O estudo das deficiéncias 0sseas é de suma
importancia para a Odontologia na medida em que
afeta varias especialidades (Pecora et al.?°, 1997),
como a periodontia, implantodontia, cirurgia e ou-
tras, além de que o interesse pelo conhecimento do
metabolismo ésseo tem aumentado nos ultimos
anos, principalmente em funcdo do avango dos
implantes 6sseo integrados como tratamento pre-
ferido pelos pacientes no caso de perda do elemento
dentério.

Normalmente, durante o processo de reparacao
de um defeito 6sseo, o peridsteo e o enddsteo pro-
liferam formando um tecido rico em células osteo-
génicas, o qual ird envolver o defeito (Junqueira &
Carneiro'?,1999). Porém, essa reparagdo € incom-
pleta devido ao rdpido crescimento de tecido con-
juntivo dentro do tecido 6sseo (Dahlin et al.!,
1994), para solucionar este problema surgiu a téc-
nica de regeneracdo Ossea guiada, a qual implica
na utilizagdo de barreiras mecanicas para isolar um

*  Aluna da graduacdo - Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos — UNESP - 12245-000 Sdo José dos Campos — SP.
*#*  Aluna do Programa de P6s—Graduagdo em Odontologia — Area de Biociéncias e Diagnéstico Bucal - Faculdade de Odontologia de Sdo José dos

Campos — UNESP - 12245-000 Sao José dos Campos — SP.

#*% Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal — Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos — UNESP - 12245-000 Sao José dos

Campos — SP.

78

PGR-P6s-Grad Rev Fac Odontol Sao José dos Campos, v.5, n.1, jan./abr. 2002



sitio anatémico, com a finalidade de selecionar um
tecido e excluir outros, direcionando a regenera-
¢do e impedindo a participacdo do tecido conjunti-
vo nesse processo (Novaes & Batistal’, 1999).

A regeneracdo 6ssea é regulada por hormoni-
0s, citocinas e fatores de crescimento, como a pro-
teina 6ssea morfogenética (BMP) (Bostrom*, 1998;
King et al.'*, 1997).

Existem na literatura vérios estudos com me-
dicamentos que apresentam acdo no tecido 6sseo,
entre estes a calcitonina (Arnett & Demps-
ter!,1987), os bifosfonatos (Osterman et al.'8,1997)
e as estatinas. Estas agem inibindo a 3 - hidroxi 3
metilglutaril coenzima A redutase (HMG CoA re-
dutase) de maneira competitiva, especifica e rever-
sivel (Rang & Dale?!,1993), sendo eficazes na re-
ducdo do nivel de colesterol plasmaético e
amplamente utilizadas no tratamento de hiperco-
lesterolemia. Entre elas temos a mevastatina, lo-
vastatina, sinvastatina, pravastatina, fluvastatina,
atorvastatina e cerivastatina (Witztum?’, 1996; Page
et al.'®, 1999; Bellosta et al.2, 2000).

Mundy et al.'® (1999) verificaram que a lovas-
tatina e a sinvastatina aumentam o volume do 0sso
trabecular quando administradas oralmente em ra-
tos, pois estimulam a atividade osteobldstica atra-
vés do aumento da expressdo da proteina morfoge-
nética 6ssea-2 (BMP-2).

Relatos recentes mostram que as estatinas po-
dem ter efeitos benéficos no tratamento de desor-
dens na remodelacdo 6ssea incluindo osteoporose
e fraturas 6sseas (Wang et al.?>, 1995; Wang et al.?,
2000; Sugiyama et al.??, 2000; Chan et al.”, 2000),
por resultarem no aumento da densidade mineral
do osso (Chung et al.?, 2000).

Estes medicamentos tém sido amplamente es-
tudados, pois surgem como uma alternativa de tra-
tamento ao enxerto autégeno, em casos de grandes
perdas Osseas resultantes de cistos, infeccoes, tu-
mores e traumas, além da recuperacgdo de cirurgias
reconstrutivas periodontais, com a finalidade de
corrigir os defeitos §sseos decorrentes da inflama-
cdo periodontal e criar a possibilidade de reparar
os tecidos reabsorvidos.

Neste trabalho avaliamos histolégica e densi-
tometricamente a acdo da sinvastatina no processo
de reparacdo 6ssea em mandibulas de ratas.
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MAaTeRIAL E METODO

Neste trabalho foram utilizadas trinta e cinco
ratas (Rattus norvegicus, var. albinus, Wistar) com
noventa dias de idade e peso de 250g. Os animais
foram anestesiados com solu¢do de Rompun (Bayer
do Brasil) e Francotar (Virbac do Brasil) na propor-
cdo de 1:0,5mL na dose de 0,1mL/100g, via intra-
muscular, para confec¢do de defeito 6sseo bicorti-
cal no angulo da mandibula. Apds a anestesia e
exposicao da superficie dssea, o defeito foi confec-
cionado com brocas de 2,5 e 3,7mm de diametro,
utilizando-se um motor elétrico de baixa rotacdo na
velocidade de 1500rpm e irrigacdo abundante de
solucdo de NaCl a 0,9%. A seguir a lesdo foi reco-
berta por numa barreira de politetrafluoretileno puro,
nao bioldgica e nao absorvivel, por vestibular e lin-
gual, excedendo 2mm das margens do defeito, sen-
do a camada muscular e a pele suturadas.

Apos a cirurgia os animais foram divididos em
dois grupos experimentais:

- grupo I (controle) - composto por quinze
animais que foram sacrificados em quinze
(1C), trinta (2C) e sessenta dias (3C) ap6s a
lesdo Ossea;

- grupo II (tratado) - composto por vinte ratas
tratadas com sinvastatina via oral na dose de
20mg/kg/dia, por 15 ou trinta dias. Os ani-
mais que receberam sinvastatina por 15 dias
foram sacrificados em quinze (1T) e trinta
dias (2T) apés a cirurgia e os tratados por
trinta dias, sacrificados em trinta (3T) e ses-
senta dias (47T).

Para o sacrificio, as ratas foram anestesiadas,
decapitadas e tiveram suas hemi-mandibulas direi-
tas removidas e fixadas em formol a 10%.

Para andlise da densidade 6ptica do defeito 6s-
seo, foram realizadas radiografias com filme oclu-
sal (Kodak Ektaspeed Plus EO-41P, size 4), sendo
que, sobre cada filme, foram colocadas duas hemi-
mandibulas com a face vestibular voltada para o
RX, uma do grupo tratado e uma do controle de
mesmo periodo de sacrificio. E no centro da peli-
cula, paralelamente e entre os espécimes, colocou-
se uma escala padrdo de aluminio (step wedge).

As mandibulas foram submetidas a andlise radi-
ografica com emprego de aparelho de RX Odontol6-
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gico (General Eletric — GE 1000 — modelo 11A5A7),
utilizando-se 65KV, 10mA e 0,25 segundos de expo-
sicdo, distancia foco-objeto de 40cm e revelagdo em
processadora automdtica (Gendex GXP).

Para a medi¢do das densidades 6pticas das ra-
diografias foi empregado fotodensitémetro
(M.R.A.), sendo as leituras realizadas no centro dos
defeitos 6sseos e nos degraus da escala de alumi-
nio de cada radiografia. A densidade 6ptica de cada
uma dessas estruturas foi medida dez vezes, sendo
cinco realizadas logo apds o processamento das
radiografias e as outras apds um periodo de quinze
dias, obtendo-se uma média das mesmas.

Os valores da densitometria ptica foram trans-
formados em equivalente de aluminio através de
um modelo de regressdo linear (Kolbeck et al.'®,
1999) e submetidos a andlise estatistica de varian-
cia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%
(Vieira®, 1986).

Para andlise histolégica as hemi-mandibulas
direitas foram descalcificadas em solucdo aquosa

de 4cido fosférico a 20%. A seguir, as mesmas fo-
ram hemisseccionadas na regido do defeito 6sseo
no sentido antero-posterior e de cada fragmento
foram obtidos cortes seriados corados pela hema-
toxilina-eosina. As laminas foram analisadas quan-
to a neoformagdo Ossea, presenca e remodelacdo
de trabéculas Gsseas e existéncia de tecido de gra-
nulagdo.

ResuLTADOS
Analise da densidade optica:

Os resultados da densidade 6ptica em espessu-
ra de aluminio dos grupos controle e tratado apre-
sentaram-se semelhantes (Tabela 1).

Entretanto houve diferenca estatisticamente sig-
nificante entre os grupos sacrificados em quinze e
trinta e os de sessenta dias (Tabela 2).

Quanto ao tempo de tratamento verificou-se que
existem diferencas estatisticas entre os grupos 2T
e 3T e entre 3T e 4T (Tabela 3).

Tabela 1 - Médias e desvio padrao das densidades 6pticas em espessura de aluminio dos grupos

experimentais

Grupos

Controle

0.35+0.08

Tratado

0.39+0.09

Tabela 2 - Médias e desvio padrao das densidades dpticas em equivalentes de aluminio dos periodos de

observacgao
Tempo de sacrificio
15 dias 30 dias 60 dias
0.32+0.07 0.36%£0.10 0.44+0.05

Tabela 3 - Médias e desvio padrao das densidades d6pticas em espessura de aluminio das condi¢cées

de tratamento

T:15 dias S:15dias T:30 dias S:30 dias

T:30 dias S:30 dias T:60 dias S:60 dias

(1T) (2T)

0.36+0.07 0.44+0.13

(3T) (4T)

0.31+0.03 0.44+0.03

T: tempo de tratamento
S: tempo de sacrificio
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Analise histologica:

A reparagdo 6ssea dos grupos controle e trata-
do foram semelhantes.

No periodo de quinze dias de sacrificio, o de-
feito 6sseo foi preenchido por tecido de granula-
¢do bem celularizado e vascularizado. Nas margens
da lesdo observou-se tecido osteogénico, algumas
trabéculas dsseas imaturas contornadas por osteo-
blastos, grande nimero de ostedcitos volumosos
inclusos e alguns osteoclastos. Estas trabéculas
Osseas delimitavam espacos medulares amplos e
preenchidos por tecido conjuntivo frouxo (Figura
1). Observou-se também tecido 6sseo neoformado
a partir do peridsteo adjacente a lesdo dssea que se
continuava com as trabéculas formadas dentro do
defeito (Figura 2).

No periodo de trinta dias de sacrificio, a drea
central do defeito dsseo foi preenchida por tecido

FIGURA 1 - Periodo de quinze dias, grupo controle (1C): defeito
dsseo preenchido por tecido de granulagdo (®) e neo-
formagdo Gssea junto as margens (A). Aumento origi-

nal 25X.

=

FIGURA 3 - Periodo de trinta dias, grupo tratado por trinta dias (37T):
lesdo apresentando tecido de granulacdo na regido cen-
tral (@) e trabéculas 6sseas nas margens (#), originarias
de neoformagio subperiosteal (A). Aumento original 25X.
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de granulagdo e as margens por trabéculas 6sseas
neoformadas mais maduras, que se estendiam para
o centro do defeito. Nessas trabéculas notou-se a
presenca de numerosos ostedcitos menores, que por
vezes se dispunham em padrdo lamelar, e espagos
medulares, de tamanhos variados, contendo tecido
conjuntivo frouxo ou tecido medular hematopoié-
tico (Figura 3 e 4).

No periodo de sessenta dias de sacrificio, a loja
cirdrgica, encontrou-se preenchida por tecido 6s-
seo neoformado, exceto na drea central, onde ain-
da permanecia o tecido conjuntivo(Figura 5). As
trabéculas dsseas apresentavam-se maduras com
ostedcitos pequenos dispostos de forma lamelar.
Observaram-se ainda linhas de aposi¢do e peque-
nos espacgos medulares com tecido hematopoiético
(Figura 6). Na extremidade posterior do defeito ndo
foi possivel determinar o limite entre o 0sso antigo
e neoformado .
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FIGURA 2 - Periodo de quinze dias, grupo tratado (1T): trabéculas
dsseas imaturas (@) delimitando grandes espagos me-
dulares preenchidos por tecido conjuntivo (¢). Aumen-
to original 400X.

FIGURA 4 - Periodo de trinta dias, grupo tratado por trinta dias (37T):
trabéculas 6sseas neoformadas espessas (H), contor-
nando vdrios espacos medulares preenchidos por teci-
do conjuntivo (@). Aumento original 200X.
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FIGURA 5 - Periodo de sessenta dias, grupo controle (3C): tecido
6sseo neoformado (@) que se estende da margem do
defeito (A) em dire¢do a porcao central do mesmo. Au-
mento original 25X.

DiscussAo

Atualmente, as estatinas tém sido utilizadas
no tratamento da hipercolesterolemia, por inibi-
rem competitivamente a atividade da HMG Co-A
redutase nas células hepdaticas (Witztun et al.”’,
1996).

Mundy et al.'® (1999) foram os primeiros a des-
creverem a capacidade das estatinas em aumentar
a expressdo da BMP em cultura de células 6sseas
humanas e de camundongos, estimulando forma-
¢do dssea in vitro e in vivo.

Estudos constataram que, além da diminuicao
do colesterol sérico, esses medicamentos apresen-
tam efeitos benéficos no tratamento da osteoporo-
se e diminui¢do no risco de fratura 6ssea (Sugiya-
ma et al.??, 2000; Wang et al.?>, 1995; Mundy et
al.'’® 1999), o que nos incentivou a desenvolver este
trabalho com o objetivo de observar os efeitos da
sinvastatina na reparagio 6ssea em mandibulas de
ratas.

A densitometria 6ptica ¢ um método de avalia-
¢do da mineralizacdo da matriz organica (Victor et
al.?*, 1977; Carvalho et al.5, 1978) através da me-
di¢do do negrume do filme por um fotodensitome-
tro, que compara a intensidade da luz que entra em
uma determinada drea em um lado do filme reve-
lado com a intensidade daquela luz quando ele
emerge pelo outro lado (Eastman Kodak Com-
pany'!, 1980). Kolbeck'® (1999) utilizou radiogra-
fia digital para monitorar e quantificar a neofor-
macdo 6ssea e comprovou sensibilidade deste
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FIGURA 6 - Periodo de sessenta dias, grupo controle (3C): tecido
6sseo neoformado maduro (M) a partir da margem do
defeito (A). Aumento original 400X.

método na avaliagdo do processo de reparacao, pois
houve aumento significativo na densidade dptica
para pequenos intervalos de tempo.

Estudos verificaram semelhancgas entre re-
sultados da analise histolégica e densitométrica,
comprovando a eficdcia da densitometria (Carva-
lho et al.®, 1980; Bodner et al.?, 1993) na avaliacio
da reparacdo 6ssea.

Na analise histolégica dos grupos estudados no
presente trabalho, verificou-se que a reparagao 6s-
sea ocorreu de forma centripeta e a partir do peri-
osteo, confirmando que o peridsteo tem grande
potencial osteogénico, sendo por isso fundamental
para o processo de reparagdo (Katburian & Ara-
na'3,1999).

Dahlin et al.” (1988) constataram que defeitos
mandibulares de ratos, revestidos por uma barreira
de politetrafluoretileno, apresentaram completa
cicatrizacdo ap6s 6 semanas da cirurgia. Provavel-
mente, a reparacdo 6ssea em nosso trabalho tenha
sido mais lenta pelo fato da barreira ter sido ape-
nas posicionada sobre o defeito, enquanto que Dah-
lin et al.’ (1988) fixaram-na através de uma sutura
trans-6ssea, sendo que a falta de fixacao pode ter
favorecido a entrada de tecido conjuntivo interfe-
rindo no processo de reparacao.

Foram encontrados osteoclastos nos trés peri-
odos de observacao, principalmente nos grupos de
quinze dias, sendo também notadas linhas de reab-
sorcdo nos tempos de trinta e sessenta dias. Esses
dados indicam que durante o processo de repara-
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¢do Ossea ocorre remodelacdo do osso primdrio,
formando um tecido mais maduro, com ostedcitos
menores e dispostos em padrao lamelar (Junqueira
& Carneiro'2, 1999).

Em nosso trabalho verificamos que a sinvasta-
tina, administrada oralmente, ndo atua na repara-
cdo de defeito 6sseo em mandibulas de ratas. No
entanto, Mundy et al.'® (1999) observaram que a
administracdo de lovastatina sobre a calvéria de
camundongos promoveu formacdo 4ssea e que ra-
tas normais e ovarectomizadas tratadas com sin-
vastatina apresentaram aumento no volume de 0sso
trabecular e redu¢do no nimero de osteoclastos.

Wang et al.?s (2000) e Chan et al.” (2000) ana-
lisando histéricos médicos de vérios pacientes com
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