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RESUMO

ANDREIS, JD. O efeito da Rosuvastatina na osteonecrose da mandibulainduzida

por Bifosfonatos, estudo em modelo animal. [Dissertacdo de Mestrado em Clinica
integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2020.

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da Rosuvastatina sobre a osteonecrose
da mandibula, por meio do reparo do osso alveolar em modelo animal, apo6s
tratamento com Bifosfonatos. Para isso, 48 ratos machos Wistar foram divididos em 4
grupos: C (solucao salina via gavagem), RS (Rosuvastatina 3,2mg/Kg via gavagem),
BF (4cido zoledrénico 0,1mg/Kg via IP) e BFRS (acido zoledrénico 0,1mg/Kg IP +
Rosuvastatina 3,2 mg/Kg/dia via gavagem). Na 62 semana, todos os grupos foram
submetidos a exodontia e ap6s 6 semanas, foram realizadas as analises clinica e de
fluxometria sanguinea para posterior eutanasia. As hemimandibulas foram removidas
e dissecadas para as analises radiografica e histologica. A estatistica foi descritiva e
analitica com modelos paramétricos e ndo paramétricos. O nivel de significancia
adotado foi de a=0,05. Em relacéo a presenca de osteonecrose histoldgica, os grupos
C e RS néo apresentaram essa condi¢do. J& o grupo BF apresentou tecido necrotico
em 100% dos casos enquanto o grupo BFRS apresentou em 75% dos animais.
Radiograficamente, os grupos C e RS apresentaram cicatrizacdo gradual (100%), ja
0 grupo BF demonstrou maior quantidade de casos com sequestros 6sseos presentes
(80%) comparados ao BFRS (40%), porém sem significancia estatistica. Nos
parametros clinicos, ndo se péde observar exposicado 6ssea no grupo C e RS. Ja no
grupo BF foi possivel observar maior quantidade de casos (80%) em comparacdo com
0 grupo BFRS (40%), porém sem significancia. Na analise por laser Doppler e vasos
sanguineos histolégicos, o grupo BF apresentou menor fluxometria e vasos
sanguineos, quando comparados com o grupo BFRS e demais grupos, enquanto
entre os grupos C e RS, ndo foi observada diferenca estatistica. Em relacdo a
severidade da osteocrose, o0 grupo BF apresentou predominancia por maiores
escores, porém nao se obteve diferenca estatistica com o grupo BFRS. Dessa forma,
a Rosuvastatina nao interferiu na osteonecrose induzida por Bifosfonatos. No entanto,
guando associada ao BF, apresentou aumento nos vasos e fluxo sanguineo local.

Palavras Chave*: Bifosfonatos, Osteonecrose, Cirurgia Bucal, Inibidores de
Hidroximetilglutaril-CoA Redutases

*Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS) disponivel no
dominiohttp://decs.bvs.br
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ABSTRACT

ANDREIS, JD. The effect of Rosuvastatin on Bisphosphonate associated
osteonecrosis of the jaw, an animal model study. Dissertacdo de Mestrado em
Clinica integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2020.

The objective of this study was to analyze the effect of Rosuvastatin on osteonecrosis
of the jaw, by means of the repair of alveolar bone in an animal model, after treatment
with bisphosphonates. For this, 48 male Wistar rats were divided into 4 groups: C
(saline via gavage), RS (Rosuvastatin 3.2mg / Kg via gavage), BF (zoledronic acid
0.1mg / Kg via IP) and BFRS (zoledronic acid 0.1mg / Kg IP + Rosuvastatin 3.2mg /
Kg / day via gavage). In the 6th week, all groups underwent extraction and after 6
weeks, clinical and blood flow analysis were performed for further euthanasia. The
hemimandibles were removed and dissected for radiographic and histological analysis.
The statistics were descriptive and analytical with both parametric and non-parametric
models. The level of significance adopted was a = 0.05. Regarding the presence of
histological osteonecrosis, groups C and RS did not present this condition. The BF
group presented necrotic tissue in 100% of the cases while the BFRS group presented
in 75% of the animals. Radiographically, groups C and RS showed gradual healing
(100%), whereas group BF showed a greater number of cases with bone sequestration
present (80%) compared to BFRS (40%), but without statistical significance. In clinical
parameters, bone exposure could not be observed in group C and RS. In the BF group,
it was possible to observe a greater number of cases (80%) compared to the BFRS
group (40%), but without significance. In the analysis by laser Doppler and histological
blood vessels, the BF group showed lower flowmetry and blood vessels, when
compared with the BFRS group and other groups, while between groups C and RS,
no statistical difference was observed. Regarding the severity of osteocrosis, the BF
group showed a predominance of higher scores, but there was no statistical difference
with the BFRS group. Thus, Rosuvastatin did not interfere with bisphosphonate-
induced osteonecrosis. However, when associated with BF, it showed an increase in
vessels and local blood flow.

Keywords: Bisphosphonates, Osteonecrosis, Surgery Oral, Hydroxymethylglutaryl-
CoA Reductase Inhibitors

*Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio
http://decs.bvs.br
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1 INTRODUCAO

Os antirreabsortivos sdo farmacos que agem na manutencéo e homeostase do
tecido 0sseo em pacientes com desordens no metabolismo dessas estruturas, tais
como: osteoporose, doencas 0Osseas metastaticas e hipercalcemia malignat. Os
Bifosfonatos (BFs) séo os principais representantes dessa classe, comprometendo a
morfologia e atuacdo dos osteoclastos, bem como na inducdo de apoptose destas
células2. Além disso, estudos demonstram que sua funcdo antitumoral e
antiangiogénica pode permitir sua utilizacdo como adjuvante no tratamento de
neoplasias®#°8. Devido a uma vasta gama de indicacdes, os BFs estdo sendo cada
vez mais prescritos, podendo chegar até 190 milhdes de prescri¢cdes por ano em todo
mundo’. No Brasil, os bisfosfonatos sdo aprovados pela ANVISA e disponibilizados
pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Apesar de seu efetivo potencial terapéutico, 0os
BFs estdo relacionados com o desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares
(ONMB)8. Apesar de sua nomenclatura, essa condi¢do ocorre mais frequentemente

na mandibula comparado com a maxila ou em ambos ao mesmo tempoz2.

A ONMB é definida pela American Association of Oral and Maxillofacial
Surgeons por uma area de 0sso exposto ha mais de 8 semanas, na regido maxilo-
facial, em pacientes tratados com BFs sem histéria de radioterapia ou doenga
metastatica nos maxilares®. Estudos epidemiolégicos apontam que sua incidéncia
pode atingir até dez mil pacientes por ano sob terapia endovenosa, sendo de 0,7% a
6,7% em pacientes oncolégicos®1%11, A etiopatogenia da ONM estd baseada na
inibicdo da remodelacao, reabsorcdo 6ssea e atividade antiangiogénica promovida
pelos BFs. Além de componentes inflamatorios e infecciosos locais, que associados
ou néo, levam ao desenvolvimento da osteonecrose®. No entanto, o protocolo de
tratamento decisivo para esse efeito adverso ainda nédo foi estabelecido'?. Por isso,
como uma condigdo potencialmente debilitante, diversos estudos estdo sendo
conduzidos visando o desenvolvimento de estratégias preventivas ou terapéuticas
voltadas para a ONM?*314.15 Essas abordagens envolvem um contexto multidisciplinar,
com eliminacdo de fatores de risco para a osteonecrose'®. Assim, a prevencéo da
ONM é considerada essencial, diminuindo o risco do seu desenvolvimento de 3% para

0,7% quando estas medidas sdo tomadas?®.
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Nesse contexto, as estatinas, um medicamento com funcdo hipolipemiante,
possuem efeitos pleiotrépicos no tecido 6sseo, que poderiam ser utilizados na
prevencdo da ONM ou na reducdo de sua severidade!”181° Dentre a nova geracao
dessa classe, a Rosuvastatina (RS) possui potencial anti-inflamatério, propriedades
antioxidantes e angiogénicas, e, ainda, pode aumentar a diferenciacdo de
osteoblastos e proporcionar maior deposicédo de matriz 6ssea??2%22, Além disso, seu
efeito antimicrobiano pode ser interessante perante o componente infeccioso da
ONM?3, Dessa forma, é possivel que a RS promova efeitos benéficos sobre o tecido
0sseo, vasos sanguineos e inflamacéo local, apresentando potencial terapéutico
sobre a ONM.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BIFOSFONATOS

Os Bifosfonatos (BFs) foram utilizados pela primeira vez como antirreabsortivos
nas doencas 6sseas ha 40 anos?*. Estruturalmente, séo compostos analogos ao acido
pirofosférico, um inibidor endégeno da reabsorcéo do tecido 6sseo?®. Sua estrutura
quimica difere deste por apresentar um atomo de carbono ligado a duas moléculas de
fosfato, o que confere maior estabilidade ao composto?® (FIGURA 1). A poténcia dos
BFs depende de suas cadeias laterais (R1 e R2), que podem ser nitrogenadas ou
naoZ.

FIGURA 1: Estrutura quimica do pirosfosfato e bisfosfonato. Em destaque, a diferenga do atomo de
oxigénio, na férmula do Pirofosfato e do atomo de carbono central ligado & cadeia R1 e R2, na féormula

Pirosfosfato Bisfosfonato
0 o O R O
| | 1
0 —P— O] r|’=o o:rl’—{c_—l[:o
|
<!> o O R, O

FONTE: Imada (2015)*38.

O clodronato e o etidronato sdo exemplos de BFs com auséncia de nitrogénio.
Ja o acido zoledrénico, alendronato de sodio, pamidronato de sddio, ibandronato de
sodio e risedronato séo os representantes nitrogenados e possuem maior poténcia’?’.
Estes ultimos componentes podem ser divididos em alquil-amino bifosfonatos
(pamidronato, alendronato e ibandronato) e cadeia nitrogenada heterociclica
contendo bifosfonatos, representados pelo risendronato e zolendronato?®2° (TABELA
1).
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Tabela 1: Relagdo dos Bifosfonatos disponiveis, nome comercial, via de administracéo, poténcia anti-
reabsortiva e suas respectivas indicagfes.

. Mome Vias de Poténcia anti- N
Bifosfonatos . . . . Indicacies
comercial administragdo reabsortiva
) Aclasta® Osteoporose
Acido zoledrdnico Intravenosa =10000 Hiperca|cemia ma|igr|a_ mieloma
Zometa® e . .
miltiplo, metastase dssea
Alendronato de Sadio Fosamax® Oral =100- <1000 Osteoporose
|bandronato de sddio Bonviva® Oral =1000- <10000 Osteoporose
Hipercalcemia maligna, mieloma
Pamidronato de sddio Aredia® Intravenosa ~100 miltiplo, metdstase dssea de cincer de
mama, préstata e pulméo
Risedronato de sddio Actonel® Oral =1000-<10000 Osteoporose

Adaptado de Fernandes et al (2005) Scarpa et al (2010), Ruggiero et al 2014), Chaves et al (2018)

FONTE: Adaptado de Fernandes et al (2015), Ruggiero et al (2014), Scarpa et al (2010), da Costa
Chaves et al (2018).

Devido a diferentes cadeias, os bifosfonatos nitrogenados (NBF) e os né&o
nitrogenados possuem mecanismos de acao distintos. Neste ultimo grupo, ocorre a
metabolizacao celular em um derivado da molécula de adenosina trifosfosfato (ATP).
Isso dificulta os mecanismos de ag¢ao do osteoclasto, interferindo em sua funcéo e
levando a apoptose desta célula®®. Nos NBF, ocorre a inibicdo da enzima farnesil
difosfato sintase, dificultando a prenilacdo de proteinas na via metabdlica do
mevalonato. Devido a isso, funcdes vitais dos osteoclastos sdo comprometidas, como
o trafego vesicular e rompimento de sua borda em escova, essencial para sua funcao
no tecido 6sseo?. Além disso, os BFs podem ocasionar a apoptose dessa célula e
aumento da densidade mineral 6ssea®%2. Em células tumorais, os NBF inibem a

proliferacdo, migragédo e invasédo, além de induzir a apoptose dessas estruturas.

Sua acdo farmacoldgica é caracterizada pela dificuldade de penetracdo na
membrana celular, o que pode explicar a baixa absorcdo intestinal dos BFs?26:34,
Entretanto, possui alta afinidade por hidroxiapatita e geralmente € depositado em
sitios de remodelacdo 6ssea®*%. A meia vida dos BFs no osso é variavel, podendo
chegar até 10 anos, permanecendo até que esse tecido seja reabsorvido?*3637,
Quando néo distribuida para o tecido 0sseo, sua eliminagdo geralmente ocorre nos

rins32,
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Apesar de apresentarem potencial clinico na terapéutica de doencas 0sseas,
os BFs estdo relacionados a efeitos adversos, como: comprometimento do trato
gastrointestinal, fratura atipica do fémur, hipocalcemia, hiperpatireoidismo secundario,
dor musculoesquelética, cancer de eséfago e a osteonecrose dos maxilares induzida
por bifosfonatos (ONMB)38:3940,

2.2 OSTEONECROSE DOS MAXILARES INDUZIDA POR BIFOSFONATOS

A osteonecrose dos maxilares (ONM) é a exposicdo do tecido 6sseo com
auséncia de cicatrizacéo e reparo local. O primeiro relato dessa condic¢ao foi em 2003,
sendo atribuida como efeito colateral dos Bifosfonatos (BFs)*'. No complexo maxilo-
mandibular, esse farmaco se concentra em uma grande proporcéo, devido ao maior
turnover 6sseo da regido*?. Sua fisiopatologia ainda ndo é completamente conhecida,
mas explica-se por trés teorias ou a associagao delas: como inibidores da reabsorgao
0ssea, 0os BFs diminuem a funcdo e sobrevida dos osteoclastos comprometendo a
reabsorcdo da matriz mineral do tecido 6sseo*®. Com isso, ndo ha liberacédo de
proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), que induzem a diferenciagcdo dos
osteoblastos, células fundamentais na neoformacéo do tecido 6sseo**4°. Portanto, ha

uma diminuicédo na renovacéo 6ssea°.

Além disso, hd o aumento dos componentes inflamatorios e infecciosos na
ONM induzida por BFs. Bactérias da cavidade oral como Actinomyces,
Staphylococcus aureus, Streptococcus sp, Fusobacterium, Eikenellae Bacillus podem
ser observadas em areas osteonecréticas, demonstrando uma potencial relacéo
infecciosa com essa condicdo*®4’. Devido a isso, hd o aumento do infiltrado
inflamatério pela maior liberacao de citocinas circulantes e disfuncéo das proteases
da matriz*84°. Da mesma maneira, pode-se associar 0 comprometimento da resposta
imune do organismo, pela possibilidade da ag¢do dos BFs nos macrofagos,

comprometendo sua funcéo e diferenciacdo celular:°,

Ainda, o componente antiangiogénico dos BFs esta relacionado com a ONM.
Esse fendbmeno explica-se pela diminuicdo acentuada nos niveis circulantes do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e inibicdo de células endoteliais
vasculares*®5l. A formacdo de neovasos sanguineos permite o transporte de
substancias fundamentais para o reparo 0sseo normal, portanto influenciam na

homeostase Gssea’:>2:53,
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Além de sua patogénese, fatores de risco podem estar associados com a ONM.
Os fatores sistémicos englobam: quimioterapia, uso de corticéides e doencas como
diabetes ou cardiovasculares. Ja os fatores locais abrangem a extracdo dentaria,
doenca periodontal, lesbes de causa endodontica e manipulacdo geral do tecido
6sseo’ 95, Além disso, o tempo de uso, dose do medicamento desencadeante e
habitos como o tabagismo estdo relacionados com a ONM induzida por BFs®L,

Atualmente, devido a associacdo da ONM com outros medicamentos como
antirreabsortivos, inibidores antiangiogénicos e do ligante fator nuclear-kB (RANKL),
h& um tendéncia a mudanca da nomenclatura para ‘osteonecrose dos maxilares
relacionada a medicamentos’™>. Isso se deve ao aumento do uso dos medicamentos
antiangiogénicos, geralmente antitumorais, que levam a um crescente nimero de

casos relatados’->°:56,

Em relacdo as caracteristicas clinicas da ONM, as areas necréticas tipicas
(FIGURA 2), podem manter-se assintomaticas por longos periodos, tornando-se
sintomaticas apds infeccdo secundaria dos tecidos adjacentes®®’. Durante o periodo
clinicamente indetectavel, ou seja, quando nao se pode observar exposicéo do tecido
0sseo, em alguns casos, é possivel observar Ulcera, edema, dor, mobilidade dentéaria
e eritemal®®®5°, Os sinais e sintomas tardios compreendem: dor em diversas regiées
como: cabega, ouvido e musculos locais, além de promover abertura bucal limitada,
fistula, sinusite e fraturas patoldgicas’*>’. Outros sinais como halitose e supuragéo
sdo frequentes nos casos de 0sso necrético exposto®. Isso demonstra o potencial
debilitante da ONM induzido por BFs, afetando diretamente a qualidade de vida do
paciente’®°. Ruggiero et al. (2014)” propds estagios da ONM, compreendendo seus
aspectos clinicos e radiograficos (TABELA 2).
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Tabela 2: Classificagcdo dos estagios da ONM relacionando suas caracteristicas clinicas e radiograficas.

Estagio Caracteristica Clinica Caracteristica radiografica

Auséncia de osso necrotico em pacientes em

Pacientes de risco tratamento com Bifosfonatos.

Auséncia de sinais radiograficos.

Sinais clinicos inespecificos semexposicdo de Aumento da densidade dssea,
osso necrotico (fistula e dor sem explicagies  auséncia de cicatrizagdo alveolar,

Estagio 0 : . . - _
9 periodontais/odontogénicas, mobilidade esclerose, espessamento da lamina
dentaria ndo associada a doenga periodontal ). dura.
Aumento da densidade dssea,
Estagio 1 Presenca de osso necrotico em pacientes sem  auséncia de cicatrizacdo alveolar,
sintomatologia e infeccio. esclerose, espessamento da lamina
dura.
S Aumento da densidade dssea,
Presenca de osso necrotico infectado . S
. X . . : . auséncia de cicatrizacdo alveolar,
Estagio 2 associado a areas de eritema e sintomatologia

esclerose, espessamento da lamina

dolorosa.
dura.

Presenga de osso necrdtico infectado e
doloroso que apresente pelo menos umdos
intens: extensdo para além do osso alveolar,

Estagio 3 fistula extraoral, fraturas patoldgicas, ostedlise
estendendo-se até a borda inferior da
mandibula ou do seio maxilar ou comunicagio
oral/antral/nasal.

Aumento da densidade dssea,
auséncia de cicatrizacdo alveolar,
esclerose, espessamento da lamina
dura, fraturas, trajeto de fistula.

FONTE: Adaptado de Ruggiero et al (2014) .

FIGURA 2: A- Aspecto clinico tipico de ONM com 0sso necritico exposto e area eritematosa
abrangendo a lesé@o. B- Observa-se seqiiestro 0sseo na regido posterior de mandibula do lado direito.
C- Corte histolégico corado com hematoxilina e eosina demostrando lacunas vazias sem ostedcitos
(seta) caracteristico de tecido 6sseo necrotico.

FONTE: A,B- Kishimoto, Noguchi e Takaoka®! (2019); C- Cedida gentilmente pelo Prof. Ms. Leomar
Emanuel Almeida Mecca.
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A estratégia diagndstica mais sensivel baseia-se no exame clinico e histéria
pregressa. O exame radiografico auxilia na deteccdo de areas osteonecroéticas
indetectaveis clinicamente®. As hipéteses diagnésticas incluem sinusite, osteite

alveolar, doencas periodontais e displasia cemento-6ssea’®.

Radiograficamente, a ONM se manifesta através da alteracdo na
morfologia/trabeculado do tecido 6sseo: presenca de sequestros 6sseos (FIGURA 2),
espessamento da lamina dura, aumento da densidade/estreitamento do trabeculado
6sseo e fraturas patoldgicas locais associadas a area necrétical®®?. Nas radiografias
periapicais € possivel observar caracteristicas da ONM que necessitam de maior
detalhamento, como o espessamento da lamina dura®. J& a radiografia panoramica
abrange o complexo maxilo-mandibular, onde € possivel observar o comprometimento
do seio maxilar, envolvimento do canal mandibular, ostedlise, lesdes esclerdticas e
fraturas patol6gicas'® 2. Além de permitir uma visualizacdo mais abrangente, o exame
3D, como a tomografia computadorizada (TC), possibilita a percepcdo precoce da
ONM. Isso se deve ao aumento da densidade do trabeculado 6sseo, que muitas vezes
ndo pode ser percebida em radiografias panoramicas, porém séo visualizadas na
TC®. A ressonancia magnética, especialmente a de contraste T1, diminui a
intensidade do sinal da medula 6ssea, e também pode permitir a deteccéo precoce da
ONM62'64'65.

Apesar da biopsia geralmente ndo ser utilizada como critério diagndstico,
podemos observar 0 0sso necrotico pela presenca de lacunas vazias com auséncia
de células 6sseas. Essa condicdo € observada por mais do que 8 lacunas vazias,
adjuntas, sem ostedcitos*>(FIGURA 2). Devido ao uso dos BFs, os osteoclastos
apresentam-se em menor quantidade e pode-se observar microrganismos e células
inflamatorias na regidao. O potencial infeccioso da ONM deve-se a lesao pré-existente
ou contaminacéo do sitio apés intervencéo local®”:68. Além disso, estudos afirmam a

reducdo de vasos sanguineos na extensao do tecido comprometido pela doenca®’.

O protocolo terapéutico definitivo para esse efeito adverso esta parcialmente
estabelecido!®'?, Os tratamentos variam de acordo com o profissional cirurgido-
dentista e sua experiéncia clinica’. Essa escolha terapéutica pode variar entre
conservadora e radical, sendo que varios fatores podem influenciar essa decisao,

como: idade, expectativa de vida, nivel prognéstico, doenca preexistente, tamanho e
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estagio da ONM induzida por BFs'®. O desbridamento, curetagem, antibioticoterapia,
eliminacdo de doencas ativas e desinfeccdo/limpeza da lesdo podem impedir sua
progressao, porém existem evidéncias da maior eficiéncia do tratamento cirdrgico
(desbridamento/resseccdo) 1. No entanto, ha controvérsias sobre a terapia cirtrgica
nos estagios iniciais da ONM induzida por BFs®l. Dessa forma, geralmente a
abordagem conservadora € instituida primeiramente, por proporcionar a remissao dos

sintomas e alivio por longo periodo’®"%,

Novos tratamentos estdo surgindo na literatura, como o uso de teriparatida,
pentoxifilina e tocoferol, ozénio tdpico, transplantes, camara hiperbarica e laser, e
podem estar associados ou nédo a outras estratégias conservadoras ou cirlrgicas’’8,
Diretrizes da Multinational Association of Supportive Care in Cancer (MASCCQC),
International Society of Oral Oncology (ISOO) e American Society of Clinical Oncology
(ASCO) incentivam a abordagem multiprofissional da osteonecrose dos maxilares,
incluindo cirurgido-dentista e médico especialista, a fim de promover o tratamento
adequado e otimizado ao paciente’. Em adicdo, outros medicamentos tém
demonstrado efeitos pleitropicos no tecido ésseo e angiogénese, como as estatinas.
Por isso, sua agdo esta sendo investigada e tem demonstrado bons resultados na

osteonecrose induzida pelo calor e por glicocorticoides??80,

2.3 ESTATINAS

Descobertas em 1987 como metabdlitos de fungos, as estatinas (ES) séo
importantes redutores do colesterol e possuem potencial na prevencédo de doencas
cardiovasculares®82, Seu mecanismo de acdo é através da inibicdo da enzima
hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase que envolve a regulacdo hepética da
lipoproteina de baixa densidade (LDL)2. Os representantes dessa classe dividem-se
em semissintéticos (sinvastatina e pravastatina) e sintéticos (lovastatina, fluvastatina,

atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina)®!.83.84,

Aléem de sua acdo protetiva cardiovascular, as estatinas possuem efeitos
pleiotropicos. Seu potencial anti-inflamatério pode ser explicado pela reducdo da
migracdo de neutréfilos ao inibir a atividade da Rho quinase (proteina quinase)*8. Além
disso, atua na supresséo de citocinas pro-inflamatoérias e na redugéao da proteina C

reativa (PCR)®86.87  Ainda, pode aumentar os neovasos sanguineos, por permitirem
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a expressao precoce dos fatores que ativam a angiogénese, VEGF e BMPs, também

envolvidos na formacéo 6ssea'®,

No tecido 6sseo, as ES aumentam a diferenciacéo de osteoblastos atraves da
estimulacdo de BMP-28°, Dessa forma, o uso dessa droga poderia contribuir para
incrementos significativos na densidade mineral éssea, devido ao aumento da
osteogénese ou supressdo da apoptose dos osteoblastos®. Outro processo afetado
pelas ES € a inibicdo da osteoclastogénese, através da regulacdo das vias de
sinalizagdo dos marcadores osteoprotegerina e RANK/RANKL®, Além disso, as ES
possuem potencial de reducdo do estresse oxidativo®?. Este fendbmeno afeta a

diferenciacéo de células 6ésseas e pode comprometer o processo de mineralizacéo®.

Outro componente interessante é seu efeito antimicrobiano. Em um estudo
retrospectivo entre pacientes hospitalizados com hemoculturas positivas para S.
aureus, as ES demonstraram efeitos benéficos em relacdo a reducdo da taxa de
mortalidade nos individuos tratados com ES?3. Esse efeito deve-se a inibicdo da
invasdo de células endoteliais humanas por S. aureus, modificacdo na formacéao
biofilme por essa bactéria e aumento da depuracdo de S. aureus por células
fagocitarias® 9%, Em adicdo, observa-se a acdo das ES em outros microrganismos
bucais como Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

devido possivelmente a depuracéo do sitio infectado e apoptose bacteriana®’%,

A terapia com as estatinas sdo bem toleradas, mas possuem efeitos adversos
como comprometimento muscular e hepatoxicidade, que se deve a maior exposi¢cao

da droga devido a outros medicamentos utilizados simultaneamente®%:190,

2.4 ROSUVASTATINA

Dentre a nova geracdo das estatinas, a Rosuvastatina (RS) € um composto
completamente sintético representado pelo sal de célcio do Acido hidroxil-ativo!?t. Sua
poténcia hipolipemiante é maior do que outras ES, visto que essa droga possui efeito
equivalente a doses 7 vezes superiores a sinvastatinal®?. Esse farmaco é indicado no
tratamento de hiperlipidemia primaria, dislipidemia mista, hipercolesterolemia e na
limitacdo da progresséo da placa aterosclerétical®l. Possui alta afinidade ao local ativo
da enzima HMG-COA redutase, comprometendo sua ligacao e reduzindo a sintese de

colesterol nos tecidos hepaticos'%:.
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Diferente da maioria das ES, a RS possui propriedades hidrofilicas. Isso
confere maior seletividade ao figado e rapida eliminacao através da secrecao biliar/
rins, diminuindo a incidéncia de interacdes com outros medicamentos4105196 Qutra

diferenca é sua maior meia-vida terminal comparada com outras ES*Y’.

Assim como sua classe medicamentosa, a RS possui efeitos pleiotropicos. Em
relacdo ao seu potencial anti-inflamatorio, esse farmaco destaca-se em comparacao
com a atrovastatina (ATV), observados em parametros clinicos da doenca
periodontall®®, Esse efeito deve-se, provavelmente, a maior acdo anti-inflamatéria da
RS do que ATV, avaliada através do PCR%:110, Além disso, observou-se a acédo da
RS na diminuicéo de citocinas proé-inflamatérias e migracéo de leucécitostt1112.113 Em
adicdo, a RS estimula as células progenitoras endoteliais e contribuem com a
neovascularizagéo?°114.115116  Estudos in vivo demonstram aumento no VEGF apés

administracéo oral de RS'7118,

A influéncia dessa droga no tecido 6sseo pode ser observada através do seu
efeito benéfico no reparo de defeitos em calvéaria de rato'!®, Outra demonstragédo de
sua ac¢ao é vista no maior preenchimento 6sseo quando a RS é utilizada topicamente
na doenca periodontal*?°, Além disso, a RS pode aumentar a diferenciacéo dos pré-
osteoblastos e 0s niveis séricos de osteocalcina??1?1.122, Nos osteoclastos, pode inibir
sua funcgédo devido a diminuicéo de Interleucina-6 pelos osteoblastos!?3. Ainda, possui
potencial redutor do estresse oxidativo que pode trazer beneficios ao tecido

0sseol?4.125

Semelhante a sua classe, a RS possui atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas’?®. Este efeito pode ser decorrente do
comprometimento das funcdes dos microrganismos, pela ligacdo desse farmaco e

posterior fragmentacéo de estruturas da superficie celular?’.

Efeitos colaterais como rabdomiodlise, nefropatia, proteinuria e insuficiéncia real
estdo relacionados a doses de RS. Entretanto, comparada com as outras ES, nao

possui maior risco desses efeitos!?8,
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar se a Rosuvastatina possui efeito sobre a osteonecrose da mandibula,
por meio do reparo do 0sso alveolar em ratos previamente tratados com bifosfonatos

e submetidos a exodontia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar se:

e A Rosuvastatina interfere na incidéncia da osteonecrose da mandibula

induzida por Bifosfonatos.

¢ A Rosuvastatina possui efeito na severidade da osteonecrose da mandibula

induzida por Bifosfonatos.

¢ A Rosuvastatina interfere no fluxo e quantidade de vasos sanguineos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo em modelo animal foi realizado de Julho de 2018 a Janeiro de
2019, na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

4.1 ANIMAIS E CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentac&o Animal sob
0 numero de protocolo 031/2018. O presente experimento utilizou 48 ratos machos
Wistar (Rattusnorvegicus), provenientes do biotério da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG) (Ponta Grossa/Parana-Brasil), com tempo de vida em torno de

90 dias. O peso dos animais variou entre 250 a 400 gramas.

4.2 DETERMINACAO DO TAMANHO AMOSTRAL

A determinacdo do numero de animais foi baseada na analise estatistica pelo
Software GPower 3.1 (média/desvio padrdo — Teste: avaliacao histologica) de dados
da literatura com metodologia semelhante!?®. Neste sentido, assumindo um tamanho
de efeito (d de Cohen) de 3.6, com um poder estatistico de 95% e um nivel de
significancia de 5%, obtivemos um “n” amostral minimo de 10 animais/grupo.
Considerando uma possivel perda da amostra durante a execucdo do experimento

(alta taxa de mortalidade), foi solicitado um total de 12 animais/grupo.

4.3 MANIPULACAO ANIMAL

A manipulagdo animal, foi respaldada pela lei n® 11794, de 8 de outubro de
2008. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno, revestidas com
maravalha e apds as exodontias, com papel Kraft. O revestimento foi alterado para
evitar o acumulo de maravalha no alvéolo, que poderia afetar o reparo por causas
extrinsecas ao estudo. As gaiolas foram mantidas em estantes verticais no biotério da
UEPG, em regime 12/12h (claro e escuro), com temperatura controlada de 25°C,
alimentados com dieta comercial normoproteica e agua natural (ad libitum), até o inicio
e finalizagdo do experimento, seguindo as orientacdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo

Experiments).


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=667&q=ad+libitum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj27dWbppjMAhVJx5AKHQFzCUoQvwUIGSgA
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4.4 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram divididos 48 animais em 4 grupos (n=12) sendo que o grupo C
representa o controle com auséncia de ONM. O grupo RS possibilita a observacéao do
reparo 0sseo alveolar diante da administracédo oral de Rosuvastatina, sendo iniciada
a gavagem 2 semanas antes da exodontia e 6 semanas apés. Ja no grupo BF, a
osteonecrose dos maxilares foi induzida sem profilaxia associada. Dessa forma, foi
aplicado acido zoledrénico 6 semanas antes da exodontia e mantida 6 semanas apos.
No grupo BFRS, a ONM foi induzida a partir de 6 semanas de acido zoledrbnico antes
e apos a exodontia com adi¢do da profilaxia da Rosuvastatina iniciada duas semanas
antes da cirurgia e 6 semanas apoés (FIGURA 3).

FIGURA 3: Delineamento experimental (S= semana).

EXODONTIA EUTANASIA ANALISES
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FONTE: O autor.

4.5 MODELO DE OSTEONECROSE

Para obtencdo do modelo de ratos com osteonecrose, foi escolhido o método
descrito por Cérdova et al.*> (2016). Neste estudo administrou-sem 2 aplicacGes
semanais de um medicamento pertencente a classe dos Bifosfonatos, o acido
zoledrénico (AZ) (Sigma-Aldrich, EUA) 0,1 mg/kg, pela técnica intraperitoneal (IP), por

12 semanas. Foi realizado jejum de 2 horas antes da aplicacdo do medicamento!3°,

Apos o transcorrer da terapia farmacoldgica, sob efeito de anestesia geral, 0s
animais foram submetidos a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo (FIGURA
4). Na ferida cirargica, foi utilizada uma broca de ago inoxidavel de 1.0 mmm de
diametro a 15.000 rpm sob continua irrigacdo com solucao salina, com o objetivo de
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remover possiveis fragmentos radiculares e aumentar a exposigdo 6ssea®. O defeito
foi padronizado a partir de stop de silicone adaptado na ponta ativa da broca. Apos o
procedimento cirdrgico, os animais receberam dose Unica de dipirona sddica (Dipirona
Ibasa®; Laboratorio Ibasa Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil) e foram mantidos aquecidos

e observados até o fim da anestesia.

FIGURA 4: Sequéncia de exodontia. A- Primeiro molar inferior esquerdo; B- Sonda posicionada abaixo
do ponto de contato entre o primeiro molar e o dente adjacente; C- Luxagdo em movimentos de sarrilho;
D- Sonda posicionada entre as raizes do primeiro molar para movimentos de roda; E- Pos-extracéo
dentaria; F- Primeiro molar inferior fora do alvéolo demonstrando suas 3 raizes.

¥

FONTE: Mecca®?! (2018).

Apos 14 dias, os animais foram anestesiados e o sitio cirdrgico inspecionado,
juntamente com irrigacdo branda do local, a fim da retirada de residuos alimentares
que poderiam promover o atraso no reparo normal do alvéolo (FIGURA 5).



29

FIGURA 5: Inspecgéo do alvéolo em 14 dias (grupo C).

FONTE: O autor.

Posterior a cirurgia, o medicamento foi aplicado por mais 6 semanas,
com mesma dose e posologia, completando a terapia farmacolégica de 12 semanas
de &cido zoledrénico sugerida por Cérdova et al.*® (2016).

4.6 GAVAGEM DE SOLUCAO SALINA E ROSUVASTATINA

Foi administrado 0,5 ml/dia de solucéo salina no grupo C e Rosuvastatina 3,2
mg/kg/dia no grupo RS e BF+RS por oito semanas''®. Essa dosagem fica préximo dos
40mg/dia administrados em humanos!®? confirmado a partir dos calculos sugeridos
por Reagan-shaw, Nihal e Ahmad?*3 (2008) (FIGURA 6).

FIGURA 6: Calculo do valor de RS.

Animal K,

HED (mg/kg) = Animal dose (mg/kg) multiplicd
Human K,

HED: dose equivalente a humanos; K, factor: valores baseados em
calculos BSA médias para humanos e animais

FONTE: Reagan-shaw, Nihal e Ahmad?33 (2008).
4.7 ANALISE CLINICA

Posteriormente ao tempo experimental (90 dias), ao mesmo dia da eutanasia,
0s animais foram anestesiados e registrados (Fotografia digital com padronizacao dos

parametros: 1) distancia: lente - animal, 2) luminosidade local e 3) configuracdes
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técnicas: resolugdo / abertura / velocidade de disparo / ISO) para andlise
macroscopica do alvéolo, onde foram analisadas a presenca/auséncia de exposicao
ossea (FIGURA 7).

FIGURA 7: Avaliacdo clinica da hemimandibula esquerda. A seta aponta area de exposicdo 0ssea,
encontrada nos grupos BF e BFRS.

FONTE: O autor.

4.8 ANALISE DO FLUXO SANGUINEO LOCAL (LASER DOPPLER)

A avaliacdo do fluxo sanguineo local foi realizada pelo Laser Doppler
imediatamente anterior a eutanasia, em conjunto com a andlise clinica. O
equipamento utilizado foi o laser Doppler Blood Flow Monitor (Moor Instruments Ltd,
UK) (FIGURA 8A). Apés calibracdo da sonda PFS (Moor Instruments Ltd., UK)
(FIGURA 8B), foi estipulada uma distancia vertical de 1 mm da sonda a mucosa do
animal, com auxilio de uma pelicula radiografica de mesma espessura. Os registros
de fluxo foram padronizados na regido central do alvéolo. Foram feitas trés medidas
distintas de 10 segundos em cada alvéolo, sendo obtida a mediana de cada regiao.
Para manutencdo da ponta laser, foi utilizado um aparato metélico para sua
estabilizacdo. Os registros foram armazenados em computador e analisados por meio

de software fornecido pelo fabricante (Moor Soft for Windows/moorLDLS?2). Os valores
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de laser Doppler foram apresentados como alteracdes percentuais do fluxo

sanguineo.

FIGURA 8: A- Laser Doppler Blood Flow Monitor. B- Sonda PFS utilizada para analise.

FONTE: O autor.

4.9 PREPARO DAS AMOSTRAS

Apés avaliagdo clinica e de fluxometria sanguinea, os animais foram
eutanasiados por sobredosagem anestésica. As hemimandibulas esquerda foram
dissecadas, removidos os tecidos moles e fixadas em formol a 10% durante 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em &lcool absoluto para
desidratacdo a fim de realizar a analise radiografica. Apds a tomada de radiografias
das hemimandibulas, seguiram para descalcificacdo em acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) a 9% por 30 dias, sendo trocado diariamente e mantido sob constante

agitacao, para posterior histologia.

4.10 ANALISE RADIOGRAFICA

Foram realizadas tomadas radiograficas das hemimandibulas esquerda. Para
isso, as pecas foram posicionadas paralelamente ao sensor radiografico digital com
uma distancia focal de 10 cm (Micro Imagem/FIT, Brasil). O tempo de exposicao
estabelecido pelo fabricante foi para dente posterior (0,50 s), sendo utilizado para
todas as amostras. A partir das radiografias aumentadas em 100x, foi realizada a
analise qualitativa, ou seja, presenca/auséncia de raiz residual e cicatriza¢do gradual.
Ainda foi observado sequestros Osseos, aspecto caracteristico da ONM?135136
(FIGURA 9).
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FIGURA 9: Radiografias da hemimandibula esquerda.

FONTE: O autor.

4.11 ANALISE HISTOLOGICA

Ap0s a desmineralizagdo das hemimandibulas, o material foi processado em um
histotécnico de sistema semi-fechado (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL) onde

passou pelas etapas de desidratacdo, diafanizacdo e impregnacéo de parafina®.

Para a inclusdo em parafina, as amostras foram posicionadas num plano coronal
através do local da extracdo. Posteriormente, foram realizados cortes com 5
micrémetros, sendo obtida 3 Iaminas com 3 cortes por animal. As laminas obtidas
foram coradas com Hematoxina e eosina (HE) utilizando um protocolo padréo. Trés
areas foram fotografadas e analisadas com ampliacdo de 40x56, possuindo como
referéncia a raiz mesial do segundo molar (FIGURA 10A), em toda a extensédo do

alvéolo, utilizando microscépio binocular Olympus.

Com o auxilio do programa ImageJ, com a ferramenta de pontos multiplos, foi
realizada a analise qualitativa que abrange a presenca/auséncia de ONM (presenca
de necrose 0ssea - areas vazias, sendo mais de 8 lacunas adjuntas sem osteocito
considerada como osteonecrose)®56 (FIGURA 10B). Ainda, foram quantificados vasos

sanguineos nas areas analisadas e obtida a média para cada animal (FIGURA 11).
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FIGURA 10: A- Area a ser analisada. FONTE: Mecca, 2018131, B- Area de osteonecrose observada
em aumento de 40x (grupo BF).

FONTE: O autor

FIGURA 11: Contagem de vasos sanguineos na area de reparo.

FONTE: O autor.

4.12 CLASSIFICACAO DA SEVERIDADE DE ONM

Apés confirmada a presenca de ONM através da andlise histoldgica, os animais
foram alocados nos diferentes escores de acordo com sua severidade, segundo 0s

parametros: histoldgico, imaginoldgico e clinico (FIGURA 12).
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FIGURA 12: Severidade da osteonecrose de acordo com os escores |, I, lll e IV.

Cassificagdo da severidade da ONM a partir de pardmetros histologicos, imaginologicos e clinicos.

Osteonecrose subclinica

Osteonecrose clinica

*Caracteristica histologica:
presenca de 8 lacunas vazias
adjuntas

* Caracteristica histologica:
presenca de 8 lacunas vazias
adjuntas. *Caracteristica
imaginolégica: sequestros
455205,

* Caracteristica histologica:
presenca de 8 lacunas vazias
adjuntas. * Caracteristica
imaginologica: sequestros
gsseos. *Caracteristica clinica:
exposicao Gssea.

* Caracteristica histologica:
presenca de 8 lacunas vazias
adjuntas. * Caracteristica
imaginologica: sequestros 0sseos
*Caracteristica clinica: exposicdo
Ossea + fistula extraoral.

FONTE: O autor.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados quantitativos com distribuicdo normal, foi utilizado o

teste de andlise da variancia (ANOVA) e pos teste de Tukey. Para avaliacdo de dados

sem distribuicdo normal, foram eleitos o teste de Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn's.

Os dados qualitativos nominais dicotdmicos foram analisados através do teste qui-

quadrado com posterior teste exato de Fisher. O nivel de significancia de 0,05 (p<0,05)

foi adotado, para que as diferencas fossem consideradas significativas.




35

5 RESULTADOS
5.1 ANALISE HISTOLOGICA

A partir da andlise histologica, foi possivel observar auséncia ou presenca de
osteonecrose, sendo oito lacunas vazias adjuntas sem osteocitos considerada como
area de necrose 6ssea®%. Ndo observou-se tecido necrético nos grupos C e RS. O
grupo BF apresenta necrose 6ssea em 100% (n=12) dos casos. J& no grupo BF+RS,
a ONM histoldgica foi observada em 75% dos animais (n=9) (FIGURA 13).

FIGURA 13: Representacao grafica da porcentagem de presenca e auséncia osteonecrose histolégica.
A # B indica diferenca estatistica entre os grupos. Teste qui-quadrado, teste exato de Fischer (P<0,05).

A A B B
1001
801 Osteonecrose
1 Presenca
604 .
< Il Auséncia
401
- l
0- T
Cc RS BF BF+RS

FONTE: O autor.

Em relagdo aos vasos sanguineos locais, observou-se aumento estatistico
dessas estruturas no grupo BFRS comparado com o grupo BF. Ja os grupos C e RS,
mantiveram quantidades de vasos sanguineos semelhantes, sem diferenca estatistica
significante, porém em maior quantidade estatistica em comparacdo aos outros
grupos (FIGURA 14).
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FIGURA 14: Representacgdo gréafica da quantidade de vasos sanguineos na area de reparo. Analise da
variancia (ANOVA) e pos teste de Tukey (P<0,05). A # B # C indica diferenca estatistica entre os grupos.

Vasos sanguineos
10- A A B C

FONTE: O autor.

5.2 ANALISE RADIOGRAFICA

A andlise radiografica possibilitou a visualizagdo de raizes residuais. Observou-
se a presenca de remanescentes dentarios devido a fratura trans-cirargica nos grupos
RS, BF e BF+RS (FIGURA 15).

FIGURA 15: Representacdo gréfica da porcentagem de presenca e auséncia de raizes residuais
observadas radiograficamente. (Teste qui-quadrado, teste exato de Fischer (P<0,05).
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FONTE: O autor.
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Ainda pode-se observar a presenca/auséncia de sequestros 0sseos e
cicatrizagcédo gradual (CG). Nos grupos C e RS, em 100% dos casos, visualizou-se
imagem compativel com processo de reparo normal (FIGURA 16A). Nota-se presenca
de sequestros 0sseos em 80% dos casos no grupo BF, enquanto o grupo BFRS foi

de 40%, porém essa reducao ndo foi estatisticamente significante.

FIGURA 16: A- Representacao grafica da porcentagem de presenca e auséncia de cicatrizacdo gradual
observada radiograficamente. B- Representacéo grafica da porcentagem de presenca e auséncia de
sequestros 0sseos observados radiograficamente. A # B indica diferenca estatistica entre os grupos
(Teste qui-quadrado,teste exato de Fischer(P<0,05).

A A B B A A B B
100- 100-
Cicatrizacéo Sequestros
80+ gradual 80 Osseos i
3 Presence [ Presenca
60+ .. 60+ .
< Il Auséncia ;2 Il Auséncia
404 40 :
204 20+
0 T T 0-
A C RS B C RS BF BF+RS

FONTE: O autor.

5.3 ANALISE CLINICA

Através da andlise clinica realizada a partir de fotografia dos sitios cirdrgicos
apo0s 6 semanas, observou-se a presenca ou auséncia de exposi¢ao 6ssea. Os grupos
C e RS apresentaram tecido cicatricial normal, com auséncia de exposicdo 0ssea
(100%). Ja no grupo BF, observou-se atraso no reparo sendo 80% do n amostral que
apresentou exposicdo 6ssea. No grupo BFRS houve uma diminuicdo para 40%,

porém sem diferenca estatistica significante (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Representacdo grafica da porcentagem de presenca e auséncia de exposicao de tecido
O0sseo macroscoépico. A # B indica diferenga estatistica entre os grupos (Teste qui-quadrado,teste exato
de Fischer (P<0,05).
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FONTE: O autor.

5.4 ANALISE FLUXOMETRIA SANGUINA

Através da avaliacao do fluxo sanguineo local por Laser Doppler, observou-se
que os grupos C e RS obtiveram valores semelhantes, sem diferenca estatistica
significante. J& o grupo BF demonstrou menor fluxometria sanguinea em comparac¢éo
com o BFRS e demais grupos (FIGURA 18).

FIGURA 18: Representacéo grafica dos valores da fluxometria sanguinea avaliados por laser Doppler.
Analise da varidncia (ANOVA) e pés teste de Tukey (P<0,05). A # B # C indica diferenca estatistica
entre 0S grupos.
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FONTE: O autor.
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5.5 SEVERIDADE DA OSTEONECROSE

A partir da classificacdo, foi obtido o grafico de escore de severidade. Os
grupos C e RE nao apresentam ON. Ja o grupo BF apresentou predominancia por
maiores escores (3), no entanto, ndo se obteve diferenca estatistica com o grupo
BFRS (FIGURA 19).

FIGURA 19: Escore de severidade de ONM. Teste de Kruskal wallis e pés teste de Dumm's.

Severidade da osteonecrose

FONTE: O autor.
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6 DISCUSSAO

Os Bifosfonatos possuem grande quantidade de indicacdes, por isso é provavel
que o cirurgido dentista se depare com pacientes que utilizam/utilizaram esse
medicamento!#?. Seu principal efeito adverso é a osteonecrose dos maxilares, uma
condicdo desafiadora que n&o possui protocolo de tratamento completamente
definido, o que justifica a realizacdo desta pesquisa.

Neste trabalho, a inducdo da ONM foi baseada no estudo de Coérdova et al.
(2016) por sua equivaléncia em humanos. O protocolo terapéutico é semelhante a
dose da droga utilizada no tratamento de mieloma multiplo, de 4 anos de duracédo, em
um adulto com 70 kg'#3. Para o estabelecimento da ONM, foi realizada a exodontia,
visto que esse efeito adverso geralmente se estabelece devido a fatores de risco na
regido bucomaxilofacial, sendo a extracdo dentaria o fator odontolégico mais
relatado®. Com o modelo de inducdo da osteonecrose fundamentado na literatura,

optamos por esse procedimento cirlrgico®.

Em uma revisdo de Guyton em 2006, constatou-se efeitos relacionados a
experiéncias com altas doses de estatina, como: lesdo hepatica, doencas renais e
danos aos tecidos musculares!#4. Entretanto, no presente estudo, a dose utilizada de
Rosuvastatina foi de 3,2 mg/kg/dia por 8 semanas. Em um estudo onde foi
administrado Rosuvastatina 20 mg/kg/dia por 14 dias, em ratos com periodontite
induzida experimentalmente, ndo foram observadas complicacdes relacionadas com

a drogal®,

bY

Em relacdo a angiogénese e fluxometria sanguinea, os grupos C e RS
apresentaram maiores valores, sem diferenca estatistica entre si. Ja no grupo BFRS,
observou-se maior quantidade de vasos sanguineos e fluxometria sanguinea,
comparado com o grupo BF. Kun et al. (2018) constatou que os BFs diminuem a
vascularizacdo, densidade dos microvasos, células endoteliais circulantes e
angiogénese, devido ao menor VEGF!®®, Em contrapartida, estudos mostram que a
RS pode estimular as células progenitoras endoteliais e aumentar o VEGF114.115.116,117
Estes fendmenos estdo em concordancia com os achados deste estudo. A deficiéncia

de vascularizacdo local compromete o tecido 0sseo e contribui para o
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desenvolvimento da osteonecrose. No entanto, Heras Rincon et al. (2007) n&o atribui

esse evento sanguineo a essa condigdo*®.

Na andlise histologica da ONM, os grupos C e RS ndo apresentaram essa
condicdo. Em contrapartida, foram observadas extensas areas de lacunas vazias
adjuntas (sem ostedcitos) em 100% dos casos no grupo BF. Ainda que sob diferente
protocolo terapéutico, achados semelhantes foram encontrados no estudo de
Kolpakova e colaboradores em 20174/, Nesse trabalho, foi observado necrose 6ssea
histologica nos animais tratados com &cido zoledrdnico e reparo 6sseo normal no
grupo controle. No grupo BFRS, a incidéncia da ONM foi reduzida, porém ainda
observada na maioria dos animais (75%). A Rosuvastatina possui efeitos positivos no
tecido 6sse0?>%, observado no aumento no preenchimento de defeitos 6sseos da
doenca periodontal, melhora na regeneracgéo de fraturas mandibulares e defeitos de
calvarial®148149 No entanto, estes efeitos ndo foram suficientes para prevenir a
osteonecrose. A administracdo concomitante de Rosuvastina e acido zoledrdnico foi
observada em um estudo de prevencédo da resposta de fase aguda, onde apesar de
sua resposta a inflamacao, a RS em baixas doses néo pode prevenir essa condicéo,
demonstrando a alta poténcia dos BFs'®2, Além disso, a literatura demonstra a acéo
da Rosuvastatina na inibicdo da osteoclastogénese, podendo ser coadjuvante a
diminuicdo da reabsorcdo Ossea induzida pelos BFs, reduzindo ainda mais a

renovacao desse tecido®153,

No momento transcirargico da extracdo dentaria, algumas raizes foram
fraturadas e puderam ser visualizadas pela andlise radiogréafica, de forma semelhante
em todos os grupos. Esta dificuldade foi também observada por Silva et al. (2015)14¢,
dessa forma, podemos avaliar o processo de reparo por meio do exame
imaginolégico, excluindo raizes residuais. Em relagédo ao reparo 6sseo, os grupos C e
RS apresentaram cicatrizacdo gradual normal. No grupo BF foi observado o dobro de
animais com sequestros 0sseos (80%), em comparagao com o grupo BFRS (40%).
Essas alteracdes radiograficas sdo caracteristicas do 0sso necrético'3®. Portanto, 0s
resultados obtidos podem ser devido aos efeitos pleitropicos das estatinas. Chang et
al. (2012) observou o0 aumento da osteogénese a partir da combinacéo de estatina
com fator de crescimento, na osteonecrose induzida pelo calor. Estudos concluiram

que as estatinas podem auxiliar na prevencdo da osteonecrose avascular e a
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pY

relacionada a glicocorticoides, porém a etiopatogenia das osteonecroses sao

distintas1°0.151.154,

Para analise da ONM clinica, observou-se cicatrizacdo normal nos grupos C e
RS. Com isso, observou-se que o grupo C e o RS mantiveram parametros
semelhantes em todas as analises, demonstrando a seguranca do farmaco em
relacdo ao reparo 6sseo apos exodontias. Sezavar et al. (2018) observou aumento de
0sso em alvéolos dentéarios extraidos apds preenchimento com estatinas e colageno,
porém sem diferenca estatistica'4l. J4 o grupo BF apresentou-se com mais casos de
exposicdo 6ssea (80%) comparado com o grupo BFRS (40%). Ruggiero et al. (2014)
propde que em menores estagios da osteonecrose, a exposicdo de 0sso necroético
pode ndo ser observada, apenas alteracbes radiograficas e sintomatologia

inespecifica local’.

Como uma condicdo que afeta a qualidade de vida dos pacientes’ %%, Ruggiero
et al. (2014) apresentou estagios e estratégias de tratamento para ONM em humanos.
Devido a isso, nosso grupo de pesquisa propds uma tabela de severidade desse efeito
adverso, destinada aos animais, sendo que menores escores levam a abordagens
mais conservadoras. Entretanto, apesar de escores mais baixos no grupo BFRS, nao
se obteve diferenca estatistica com o grupo BF, portanto, nessa dose e posologia, a

Rosuvastatina nao interferiu na severidade da ONM.

Dentro das limitagdes deste trabalho, foi alcangcado o modelo de osteonecrose
induzida por Bifosfonatos, assim como observado em Coérdova et al.**(2016). A
terapéutica da ONM ainda nao esta consolidada, portanto a prevenc¢ao é fundamental
para se evitar essa condicdo potencialmente debilitante. No entanto, apesar da
reducdo da incidéncia e severidade da ONM, a Rosuvastatina nao interferiu
significativamente nessa condicdo. Apesar disso, foi observado no grupo BFRS o
aumento de vasos e fluxometria sanguinea, comparados com o grupo BF, necessarios
para o reparo 0sseo local e distribuicdo de drogas utilizadas na terapia da ONM. Novos
estudos devem ser realizados para compreender a acao desse farmaco, em diferentes

doses, no metabolismo do tecido ésseo e de vasos sanguineos.
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7 CONCLUSAO

Dessa forma, os resultados demonstram que apesar da tendéncia a reducao
na incidéncia e severidade da osteonecrose da mandibula induzida por Bifosfonatos,
a Rosuvastatina ndo pode prevenir essa condicdo. No entanto, o grupo tratado com
esse farmaco, apresentou efeitos benéficos ao tecido 6sseo, por meio do aumento

dos vasos e fluxometria sanguinea local.
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ANEXO A- Comité de Etica de Experimentac&o Animal (031/2018)
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PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo/ Process CEUA — 031/2018
Protocolo UEPG — 11062/2018

Titulo — . Solicita 48 ratos machos wistar com 90 dias para o projeto de pesquisa
“0 efeito preventivo da rosuvastatina na osteonecrose dos maxilares induzida por
bifosfonatos”.

Interessada: Gilsoin Césair NOLI€ Fraiico

e-mail: gilsoncnf@gmaili.com
Data de Entrada — 24/07/2018
Resultado: Aprovado

Consideracgoes

A comissao de Etica no Uso de animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-
UEPG) certifica que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa acima
especificado estao de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao de
Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA), estabelecidas pelo Conselho Nacional pare
fins de Experimentacao Animal (CONCEA) e com as normas internacionais para &
experimentagao animal. Dessa forma, fica autorizada a utilizagao de 48 ratos machos de 90
dias para a execucao desse projeto.

Ponta Grossa, 28 de agosto de 201€

\ j C
- A o

Profa. Dra. Dionizia Xavier Scomparir
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais CEUA-UENC

Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
Ponta Grossa — Parana
Bloco da Reitoria - anexo a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264



