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RESUMO

A sinvastatina € uma droga do grupo das estatinas que possuem como principal
funcao a inibicao da atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase
(HMG-CoA), reduzindo a sintese do colesterol no figado. Sdo medicamentos
largamente utilizados para redugdo do colesterol, porém, foi observado que as
estatinas atuam na remodelacio e formacéo do tecido 6sseo, sendo uma substancia
osteoindutora. Foram utilizados 45 ratos Wistar submetidos a les&o cirdrgica por
escareacao no terco proximal em ambas as tibias, com o auxilio de uma broca de aco
cirargico de 2,0mm de didmetro. Apds a operagao, os animais foram divididos em dois
grupos tratados por via oral através de gavagem, o primeiro grupo (Gl) recebeu
apenas o diluente e o segundo grupo (Gll), sinvastatina. Os grupos foram divididos
em trés subgrupos de 05 animais cada, cada um analisado aos 03, 07 e 14 dias de
pos-operatorio. Ao final dos respectivos dias de observacdo e tratamento, os animais
foram submetidos a eutanasia com sobre dose de tiopental. Apds este procedimento,
0s animais tiveram suas tibias coletadas através da sua desarticulagdo proximal e
distal, sendo as tibias direitas destinadas a analise histologica e as esquerdas, ao

ensaio biomecanico.

PALAVRAS-CHAVE: Ortopedia veterinaria. Fraturas. Sinvastatina. Reparo 6sseo.



ABSTRACT

Simvastatin is a drug of the statins group which has as its main function the inhibition
of the activity of the enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase (HMG-
CoA), reducing the synthesis of cholesterol in the liver. These drugs are widely used
to reduce cholesterol, but it has been observed that statins act in the remodeling and
formation of bone tissue, being an osteoinductive substance. A total of 45 Wistar rats
were submitted to surgical scaling on the proximal third in both tibias, using a 2.0 mm
diameter surgical steel drill. After the operation, the animals were divided into two
groups treated orally via gavage, the first group (Gl) received only the diluent and the
second group (GlI), simvastatin. The groups were divided into three subgroups of 05
animals each, each analyzed at 03, 07 and 14 postoperative days. At the end of the
respective days of observation and treatment, the animals were submitted to
euthanasia with a dose of thiopental. After this procedure, the animals had their tibias
collected through their proximal and distal disarticulation, the right tibiae being destined

to the histological analysis and the left ones, to the biomechanical test.

KEYWORDS: Veterinary orthopedics. Fractures. Simvastatin. Bone repair.
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1 - INTRODUGAO

Os o0ssos séo uns dos poucos tecidos que possuem a capacidade de repara
sem que haja cicatriz, porem injuria de grandes extensfes podem resultar na
deposigao de tecido conjuntivo fibroso. Uma alternativa para esta situagéo seria o uso
de enxertos (HOLLINGER et al., 1990).

As estatinas sdo medicamentos utilizados como redutores de colesterol na
corrente sanguinea, porém os ultimos estudos demonstraram importante acéo neo-
ossificadora (MUNDY et al,, 1999), atuam na inibigdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima-A (HMG-CoA) redutase, enzima que catalisa a conversdo do HMG-CoA a
mevalonato, um intermediario importante no metabolismo do colesterol, que da origem
a uma serie de compostos isoperndides, vitais para diversas fungdes celulares
(ANBINDER et al., 2006; JADHAV; JAIN, 2006; ALAM et al., 2009).

A atuacgao deste farmaco no tecido dsseo se da, pela estimulagdo da proteina
morfogénica éssea BMP-2. Estas estdo envolvidas na diferenciacido das células
mesenquimais do tecido 6sseo, sendo um fator de crescimento que estimula a
proliferacéo de osteoblastos, maturacéo e formacgao da ossificacdo. Como apresenta
efeitos sobre células do tecido 6sseo sdo capazes de intensificar a absorcdo de
matérias sintéticos e aprimorar o crescimento ésseo (MUNDY et al., 1999; SANTOS
et al., 2005; MA et al., 2009)

A sinvastatina € uma estatina semi-sintetica, possui menor efeito colateral que
as outras, além apresentar efeito redutor de colestorol e neo — ossificagdo (WONG;
RABIE, 2005). Varios trabalhos demonstram a eficacia do medicamento, como
demonstrado por Anbinder et al. (2002), ao avaliarem a influéncia da sinvastatina na
densidade 6ssea em tibias de rato, onde utilizaram vinte ratos machos, divididos em
grupos tratado e controle. Os dez animais do grupo tratado receberam 20mg/kg de
sinvastatina macerada em aguafiltrada, via oral, diariamente, enquanto os animais do
grupo controle receberam apenas agua filtrada.

Mundy et al (1999) fizeram uso da sinvastatina em ratas ovariectomizadas, nas
doses orais de 5 a 50 mg.kg por dia por 35 dias, e verificaram que tanto as tibias
quanto os fémures e as vértebras apresentaram-se com aumento entre 39 e 94% no

volume de osso trabecular.
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Estes medicamentos surgem como uma alternativa ou até mesmo como um
coadjuvante no tratamento com enxerto autdégeno, em casos de grandes perdas
Osseas resultantes de cistos, infecgdes, tumores e traumas, além da recuperagéo de

cirurgias ortopédicas e a possibilidade de acelerar a recuperacéo do paciente.

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- Tecido 6sseo

O tecido dsseo € um sistema vivo, que proporciona apoio para o musculo
esquelético, constitui um sistema de alavancas, que amplia as for¢cas geradas na
contragdo muscular, serve de protecdo para as visceras, abriga a medula 6ssea,
responsavel e essencial para produgao de células do sistema hematopoiético e imune.
Os ossos também funcionam como depdsito de minerais, tais como calcio, fosfato e
outros ions, sendo assim, eles tém a capacidade de armazenar ou liberar tais
minerais, para manter constante a concentracdo destes nos liquidos corporais
(ETINGER; FELDMAN, 1997, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; DENNY;
BUTTERWORTH, 2006) e tem a capacidade de alterar sua geometria trabecular em
resposta a estimulos mecanicos que incidam sobre ele (BANKS, 1992; FERREIRA et
al., 2009).

E um tecido conjuntivo especializado, formado por células e material
extracelular calcificado, chamado matriz 6ssea (apenas a parte inorganica). As células
que compdem 0s 0ss0s $a0 0s osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

Os osteoblastos sdo de origem mesenquimal, sintetizam colageno tipo |,
proteoglicanas e glicoproteinas que sdo a parte organica da matriz 6ssea, também
participam da calcificacdo da mesma, na reabsor¢do Ossea na fase inicial e na
comunicag¢do com os ostedcitos. Ficam dispostos lado a lado na superficie dssea
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

A ossificagdo intramembranosa, que é responsavel pelo processo formador de
0ss0s chatos, alguns curtos e pelo crescimento em espessura dos 0ssos longos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) comega com a producdo de colageno e

proteoglicanas por osteoblastos, o colageno sofre polimerizacéo, formando fibras, o
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que gera o tecido resultante denominado ostedide ou matriz neoformada, adjacente
aos osteoblastos ativos, e ndo calcificada, este € um tecido muito parecido com a
cartilagem, diferindo apenas pela alta capacidade em fixar sais de calcio. No momento
da formagado do ostedide, muitos osteoblastos ficam presos e recebem o nome de
osteocitos (GUYTON; HALL, 2006) e estes ficam dispostos em lacunas, mantendo
contato com as células vizinhas por canaliculos, s&o essenciais para a manutengao
da matriz 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) e também estdo relacionados a
homeostasia do calcio (DENNY; BUTTERWORTH, 2006). Depois de alguns dias da
formacdo do ostedide, inicia-se a deposicdo de sais de calcio sobre as fibras
colagenas (GUYTON; HALL, 2006), através da corrente sanguinea
(KIERSZENBAUM; TRES, 2012). Apds semanas ou meses, esses sais depositados
passam por processos de substituicdo e adicdo de atomos que os convertem em
cristais de hidroxiapatita (GUYTON; HALL, 2006).

Os osteoclastos séo células gigantes e mdveis, multinucleadas que ajudam no
remodelamento e na reabsorcéo 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004), que ficam
em equilibrio com a deposigcdo, exceto nos 0ssos em crescimento, onde a taxa de
deposicao é maior que a de reabsorcao (GUYTON; HALL, 2006).

Os ossos sdo formados por partes sem cavidades visiveis, denominado 0sso
compacto, e partes com muitas cavidades, 0ssO esponjoso, ambos tem a mesma
composicdo histoldégica basica, mas recebem esta divisdo macroscopica
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.2 — A Consolidagdo Ossea

As células osteogénicas responsaveis pela cicatrizacdo e remodelamento
0sseo incluem osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (REMEDIOS, 1999). Os
osteoblastos tém origem mesenquimal e participam da sintese € mineralizagdo da
matriz, durante o inicio do processo de reabsor¢do O0ssea e na interagdo com 0s
ostedcitos. Os osteoclastos se originam do sistema monocitico-fagocitario e se
relacionam aos processos de reabsorcdo e remodelamento do osso (DENNY;
BUTTERWORTH, 2000). Os ostedcitos se organizam em lacunas e s&o responsaveis

pela manutencéo da integridade da matriz 6ssea (REMEDIOS, 1999).
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Em termos histoldgicos, a consolidacdo éssea pode ocorrer de duas maneiras:
consolidacdo éssea primaria ou direta e consolidacdo 6ssea secundaria ou indireta
(WEINSTEIN; BUCKWALTER, 2003).

A cicatrizagao primaria ou direta caracteriza-se pela formacéo direta de tecido
0sseo na linha de fratura sem a intervengao de outro tecido precursor, decorrendo da
deposigcao de 0sso lamelar e seguida da remodelagdo dos sistemas de Havers, sem
que ocorra a formacéo de um calo. Isto sé é possivel através de uma cirurgia que
assegure a fixacdo interna e estabeleca a rigidez no foco de fratura. (POLO, 1998;
DOYLE, 2004; SHALES, 2008).

A vantagem da cicatrizagdo primaria se relaciona ao retorno mais precoce a
utilizacdo do membro, evitando problemas como rigidez articular, aderéncias de
tecidos moles e osteoporose por desuso (BUTTERWORTH; DENNY, 20086). Porém,
esse tipo de cicatrizacdo mantém-se ativo durante varios meses, logo, a remocgao dos
implantes ortopédicos antes do tempo ideal pode levar a recidiva da fratura, pois 0
0sso lamelar deve estar disposto em uma orientacgao fisioldgica adequada, ainda que
radiograficamente a fratura esteja consolidada (POLO, 1998; DOYLE, 2004).

A cicatrizagdo secundaria ou indireta envolve a formagdo de um calo
fibrocartilaginoso, o qual posteriormente se desenvolve para a sua forma 6ssea. Esse
processo de cicatrizagdo compreende trés fases: inflamatéria, reparadora e de
remodelagéo (POLO, 1998).

Quando ocorre a fratura 6ssea, um hematoma € formado e ocorre a liberagéo
de mediadores quimicos da inflamac¢ao originados do osso propriamente dito, como a
proteina morfogénica 6ssea (BMP — bone morphogenetic protein) (BUTTERWORTH;
DENNY, 2006), além de fatores angiogénicos e de crescimento liberados pelas
plaguetas, mastocitos, macrofagos, neutrofilos e linfécitos (SOUZA, 2003). Poucas
horas apés, ocorre a perda da arquitetura normal dos elementos da medula éssea,
trombose dos vasos sanguineos na regido préxima a lesédo éssea e reorganizagao
das células da medula éssea (BRIGTHON; HUNT, 1991).

A fase reparadora envolve 0 inicio da organizagdo do hematoma pelas
plaquetas e deposicdo de fibrina (SOUZA, 2003). Durante esse periodo, as
extremidades do 0sso tendem a se reabsorver, uma vez que estao desprovidas de
suprimento sanguineo intrinseco. Poucos dias apds, ocorre a proliferagdo de células

mesenquimais oriundas do endodsteo e do peridsteo, além da formacdo de vasos
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sanguineos derivados do canal medular, do periésteo e da irrigacéo dos tecidos moles
vizinhos (BUTTERWORTH; DENNY, 2006).

A fase de remodelamento caracteriza-se pelo preenchimento da linha de fratura
pelo calo 6sseo (SOUZA, 2003), que pode ser dividido em externo, quando derivado
do periésteo e em interno, oriundo do enddsteo. Apds o foco de fratura ser recoberto
por 0ss0, 0 calo sofre compactacdo e se remodela, ou seja, os osteoclastos formam
tuneis através do osso compacto que sdo preenchidos pela acdo dos osteoblastos,
com a finalidade de restabelecer o sistema de Havers. O calo tende a reduzir o seu
tamanho enquanto o0 0sso vai atingindo o formato préximo do seu original
(BUTTERWORTH; DENNY, 2006). No entanto, o processo de reparagéo 0ssea pode
ser interrompido em virtude do fracasso de uma de suas fases, 0 que resulta em
disturbio de consolidacdo (MANDT; GERSHUNI, 1987).

2. 3 — Nao uniao o6ssea e Uniao 6ssea retardada

A unido dssea retardada é definida como uma fratura que nao apresentou
completa reparacéo no tempo normalmente requerido pela posicao e tipo de fratura
(SCHMAEDECKE et al., 2003), ou seja, a consolidagdo ocorre mas excede o tempo
considerado normal (BUTTERWORTH; DENNY, 2006).

A n&o unido 6ssea ocorre quando a reparacéo € interrompida, entdo a fratura
nao ira consolidar sem a intervengao cirurgica (SCHMAEDECKE et al., 2003). Os
quadros de n&o unido podem ser classificados em ndo unides viaveis, que séo fraturas
biologicamente ativas, com diferentes graus de proliferacdo dssea e interposicéo de
tecido cartilaginoso e fibroso; e em nado unides ndo viaveis, caracterizados pela
auséncia da formacdo de calo 6sseo, presenca de terminacdes necréticas ou
osteopordticas e perda da atividade osteogénica (BENNET, 1998; ROBELLO; ARON,
1992).

Algumas causas para a ocorréncia de uni&o retardada e ndo unido de fraturas
€ a perda de suprimento sanguineo, infecgdo, compresséo, imobilizacdo inadequada
dafratura, intervalo grande entre as margens do foco de fratura, quantidade excessiva
de implantes, uso de implantes feitos com material ndo apropriado, cuidados
impréprios no pds-operatdrio e doengas metabdlicas (BENNET, 1998).

A primeira medida a ser tomada no tratamento de ndo unido de fraturas € a

identificacdo da causa primaria do processo e a sua eliminacdo. Recomenda-se a
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estabilizacdo da fratura, para promover a revascularizacdo e estimular a formacéao
Ossea, além da remocéo de elementos que n&o estejam contribuindo para a fixagao,
como pinos intramedulares, placas, parafusos e fios de cerclagem soltos ou
quebrados (ROBELLO; ARON, 1992).

Na maioria dos casos dessas complicacbes, a restauracdo do alinhamento
0sseo e uma fixacdo estavel do osso sdo alternativas para uma reconstrugao
satisfatéria. Porém, algumas situagcdes exigem o enxerto 0sseo como medida
complementar, sendo o principal protocolo no tratamento das nao unides dsseas
(BIRNBAUM et al.,, 2002; FINKEMEIER, 2002; BOER, 2003) devido as suas
propriedades osteogénicas, osteocondutivas e osteoindutivas (FINKEMEIER, 2002).
Entretanto, 0 uso de enxertos nesses casos pode prolongar o tempo cirdrgico e a
morbidade do sitio doador (BOER, 2003), e normalmente a regi&o doadora nao
apresenta quantidade necessaria para o enxerto (CALASANS-MAIA, 2009; ALIEVI et
al, 2007).

2. 4 — Sinvastatina

A descoberta das estatinas revolucionou o tratamento da hipercolesterolemia,
e sd0 os agentes hipolipidémicos mais utilizados atualmente devido a sua eficacia na
reducgao do nivel de colesterol sanguineo e a sua tolerabilidade e seguranca (MARON
et al., 2000). Além disso, as estatinas causam reducdo dos niveis de triglicerideos,
mas este efeito parece ser observado apenas em pacientes hipertrigliceridémicos
(MUKALI et al., 2003). Estudos realizados demonstrou que as estatinas apresentam
outras atividades farmacoldgicas, incluindo analgésica e anti-inflamatoria (CUNHA et
al., 20006).

A sinvastatina é um antilipémico amplamente consumido no Brasil, e esta
incluida na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais para o tratamento de
cardiopatia isquémica e de hipercolesterolemia (BRASIL et al., 2006). Esses farmacos
atuam na inibi¢cdo da enzima 3-hidréxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase
(ANBINDER et al., 2006), que catalisa a conversao da HMG-CoA a acido mevaldnico,
o precursor do colesterol. A inibicdo dessa enzima reduz a sintese hepatica de
colesterol, resultando em aumento da producéo de receptores de LDL na superficie
dos hepatécitos. As estatinas atuam no figado e sdo bem absorvidas e metabolizadas
para sua forma ativa, o acido graxo B-hidroxi (RANG; DALE; RITTER, 2001).
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As estatinas, como a lovastatina, pravastatina e, mais recentemente,
sinvastatina, apresentam atividade antiaterogénica devido a melhora da disfungao
endotelial e vasomotora; a redugdo de formacdo de trombos plaquetarios e a
modulacdo da atividade fibronolitica em pacientes com hipercolesterolemia. Esses
efeitos sdo importantes na diminuicdo de quadros de isquemia do miocardio e
incidéncia de infarto e, logo, na menor ocorréncia de mortes por doencgas
cardiovasculares (FARNIER; DAVIGNON, 1998).

No estudo de Song et al. (2003), o tratamento de culturas de células da medula
Ossea de ratos com sinvastatina, levou ao aumento do nivel de expressdo de mRNA
para osteocalcina, bem como aumento das proteinas osteopontina e 0 aumento da

expressao de BMP-2 e da atividade de fosfatase alcalina.

3 - JUSTIFICATIVA

A nao-consolidagdo déssea € um dos principais problemas encontrados na
pratica ortopédica, sendo a condi¢cdo inicial para o0 desenvolvimento de
pseudoartroses, que sdo responsaveis por alta morbidade, pois nem sempre se
observa sua reparacao.

O uso de enxertos Osseos tem auxiliado os cirurgides na tentativa de
reestabelecer a fisiologia éssea normal dos pacientes. Porém, nem sempre sao
efetivos, devido a pouca quantidade obtida, grande morbidade ao doador, e possiveis
reacdes imunoldgicas que podem levar ao retardo e insucesso da técnica. Assim,
surge a necessidade de encontrar uma alternativa que contribua para uma
consolidagdo 6ssea que cause menos danos ao animal € uma rapida recuperacéo
apos a fratura. Acreditamos que os efeitos da sinvastatina possa acelerar o processo
cicatrizacdo Ossea. Se comprovada a eficiéncia, essa técnica se torna mais um

método efetivo e pratico no auxilio da reparacao dos tecidos 6sseos.

4 - OBJETIVO GERAL

Verificou-se a atuacdo da sinvastatina por via oral no processo de regeneracéo

Ossea apos lesdo por escareacado na tibia de ratos.
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4.1 - Objetivos Especificos

Foi avaliado os efeitos da sinvastatina na resisténcia mecénica do tecido 6sseo

neoformado sobre a area osteotomizada.

5 — MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado junto ao CEUA da Universidade Federal de
Uberlandia com o protocolo registro CEUA/UFU 016/16.

Foram utilizados 42 ratos Wistar, machos, com peso médio de 200g e idade
entre 12 e 15 semanas, adquiridos junto ao CBEA do Campus Umuarama da
Universidade Federal de Uberlandia.

Os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas, forradas com
maravalha e alojados no CBEA recebendo agua e ragéo ad libium. Cada gaiola alojou
5 animais, onde os mesmos passaram por um periodo de ambientacdo desde o seu

nascimento até serem submetidos a cirurgia causadora da leséo.

5.1 - Procedimento Cirdrgico

Os animais foram anestesiados com a associagao de cloridato de quetamina
10% (90 mg/kg) e cloridato de xilazina 2% (10 mg/kg), aplicados por via intramuscular.

Apds 10 minutos da aplicagdo da anestesia, 0os animais sofreram tricotomia da
regido medial da perna, incluindo a articulagdo do joelho, em ambos os membros
pélvicos. Com o animal em decubito dorsal, foi feita anti-sepsia com polivinilpirrolidona
2% seguido de alcool-iodado 3%.

Verificada a presenga de analgesia, foi feita uma incisao longitudinal de pele,
na face medial da perna sobre a regido proximal da tibia. Afastou-se a musculatura
nesta regido com o auxilio de pingas anatdémicas, de modo a expor a porgao proximal
da tibia (figura1). Em seguida, criou-se uma falha éssea de 2 mm de diédmetro até
alcancar o canal medular, esta lesdo aconteceu aproximadamente 8 mm distal da
articulagado do joelho, de ambos 0s membros pélvicos, com o auxilio de uma broca de
aco de 2 mm acoplada a uma mini retifica de baixa rotacdo marca Wester®, com
irrigacdo constante de solugao fisioldégica para evitar queimadura do tecido ésseo

(figura2).
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Figura1- Musculatura sendo afastada com o auxilio de pin¢as anatdémicas, de modo a expor a por¢ao

proximal da tibia

FONTE:ARQUIVO PESSOAL

Figura 2- Realizacdo da osteotomia parcial com a broca de aco de 2mm de didmetro)

FONTE:ARQUIVO PESSOAL

Apds inspecédo da regido osteotomizada e das partes moles adjacentes, foi realizada
a limpeza da area com solucgéo fisioldgica para remog¢ao dos debris. A pele juntamente

com a musculatura foi aproximada com pontos tipo Wolff e fio de nylon 3,0.
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5.2- Grupos Experimentais

Apds a cirurgia, os animais foram divididos em dois grupos com 21 animais
cada, sendo o grupo | o controle e o grupo Il submetido ao tratamento com
sinvastatina.

- O grupo |: Grupo controle, submetidos a osteotomia, receberam placebo por via oral,
a cada 24 horas apos a lesdo, até o dia da eutanasia. Este grupo foi subdividido em
trés subgrupos de cinco animas cada, analisados aos 3, 7 e 15 dias de pds-operatério.
- O grupo Il: Grupo submetido a osteotomia, receberam 20 mg/kg por dia de
sinvastatina por gavagem, a cada 24 horas apds a leséo, até o dia da eutanasia. Este
grupo foi subdividido em trés subgrupos de cinco animas cada, analisados acs 3, 7 €

15 dias de pds-operatério.

5.3 — Eutanasia

Os animais de ambos 0s grupos foram submetidos a eutanasia no final dos
respectivos dias de observacdo (3, 7 e 15 dias de pds-operatdrio). Utilizou-se
sobredose de tiopental sédico por via intraperitoneal conforme recomendado pela
resolugcdo 1000 de 11 de Maio de 2012 do CFMV, que dispde sobre método de
eutanasia para animais (CFMV, 2012).

ApOs a eutanasia os animais tiveram suas tibias desarticuladas proximalmente
a articulagdo do joelho e distalmente a articulacdo tarsica. As tibias direitas foram

destinadas a analise histoldgica, e as esquerdas a analise biomecanica.

5.4- Ensaio Mecanico

As tibias foram limpas e embebidas em solucéo fisiologica 0,9% e congeladas.
Anteriormente aos ensaios mecanicos, as peg¢as foram colocadas na geladeira
durante 24 horas antes para descongelar, em seguida as medidas do comprimento e

peso 0sseo foram obtidas, do perimetro da area de fratura das tibias.
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Os ensaios mecanicos foram realizados em uma Maquina Universal de Ensaios
(MUE) (EMIC®, modelo DL10000) (figura3) presente no Laboratério de Engenharia
Mecéanica da UFU. As tibias foram submetidas ao ensaio mecéanico de flexdo em trés

pontos (figura3).

FIGURA 3- Maquina de ensaio e detalhamento da posicéo da tibia.

A carga foi aplicada transversalmente a tibia em sua face posterior, através de
um pino superior sobre um acessoério de latdo com espacamento de 10 mm entre os
apoios. Esta distancia foi determinada para melhor acoplamento da tibia em relagéo
ao acessorio e para que a for¢a de aplicacao recaisse sobre o local de fratura.

Os ensaios foram realizados utilizando uma célula de carga de 50 kgf. A
velocidade utilizada para a aplicacéo de carga foi de 1 mm/min, com pré cargade 5N
e tempo de acomodacao de 30 segundos, para todos 0s ensaios.

Os valores registrados pela MUE foram transcritos para o programa Tesq
versdo 1.0, onde foram calculadas as propriedades mecénicas de tensao maxima e a

rigidez.

5.5- Anadlise Estatistica

Todos os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), apds a verificagdo de sua normalidade. O pds-teste de Tukey foi utilizado
para analise entre os grupos experimentais, sendo o nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Toda a analise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad

Prism® verséo 5.0.
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Os dados relativos ao ensaio mecéanico o qual avaliou tens&o maxima e rigidez,

bem como a média da carga suportada por cada um dos grupos no limite maximo

durante o0 ensaio mecanico de flexdo em trés pontos, estdo demonstrados logo abaixo

na tabela 1.

Tabela 1- Valores (média + desvio padrdo) das diferentes analises biomecanica segundo os

grupos experimentais € os periodos de tempo analisados.

3 dias 1]

7 dias 1]

15 dias 1]

Tensdo maxima (N/m?)

Rigidez (N/mm)

32456847 + 129517
35689741+ 165110
34587925+ 177548
40238741+ 190551

48974523+ 604780
55689417+ 557305

273,80 £ 63,78
278,05 £ 9,42
286,29 + 52 47
375,85 + 12,40
374,19 + 33,14
489,87 + 14,51

Através da analise estatistica foi possivel comparar os dados dos diferentes

grupos experimentais. Entre eles, ndo houve diferenca estatistica significativa

(p<0,05).

Porém os valores relativos das propriedades mecanicas de tensdo maxima

(Figura 4) e rigidez (Figura 5) dos grupos tratados com sinvastatina durante todos os

periodos de observagdo apresentaram-se maiores quando comparado ao grupo

controle.
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Figura 4- Representacio grafica dos valores médios da tensdo maxima nos diferentes
grupos, nos diferentes periodos de tempo.
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Na propriedade mecéanica de rigidez, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
entre os grupos experimentais, demonstrando comportamento semelhante a tenséo

maxima, em relacao aos valores relativos.

Figura 5- Representacéo grafica dos valores médios da rigidez nos diferentes grupos, nos

diferentes periodos de tempo.
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7- DISCUSSAO

O rato Wistar foi 0 modelo experimental usado nesta pesquisa por ser uma das
espécies mais utilizadas em trabalhos relacionados ao tratamento de fraturas
(LURGER, 1998; GIORDANO et al., 2001; GARAVELLO, 2003; LIRANI, 2004;), por
ser um animal décil, apresentar rapida consolidacdo das lesdes dsseas, sem
necessidade de imobilizagdo 6ssea(OTTO, 1995) e pelas fases de consolidagéo
o0ssea serem facilmente analisadas (LI et al., 1990; MAEBA, 1993). A op¢ao de
trabalhar com ratos machos se deu com o intuito de evitar interferéncias hormonais

que, por ventura, pudessem ocorrer em fémeas nas fases de estro e pro-estro.

O protocolo anestésico utilizado, associagdo dos anestésicos cloridrato de
quetamina 10% (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kQ), aplicados por via
intramuscular mostrou-se efetivo para a realizagéo da osteotomia na por¢éo proximal
da tibia, permitindo todas as intervengdes no animal, com uma boa margem de
segurancga, sedacao e analgesia, ndo havendo perda de nenhum animal no trans e
pds-cirurgico, concordando com Guarniero (1987) que também usou o mesmo

protocolo anestésico.

A técnica utilizada para a realizagdo da osteotomia foi a mesma descrita por
Marino (2003) e Lirani (2004) que promoveu lesdes Osseas esféricas de dimensdes
padronizadas na cortical da tibia de ratos, utilizando uma broca de ago comum, sendo

uma técnica de facil execugao.

Diversos estudos tém confirmado a atuacio das estatinas na remodelagéo e
formacéo do tecido ésseo, sendo uma substancia osteoindutora (VASCONCELOQOS et
al., 2013). Devido a isso, passou-se a acreditar que esses farmacos, se seletivamente
direcionadas ao 0sso, poderiam apresentar beneficios no tratamento de fraturas e de
osteoporose (MUNDY et al., 1999; SUGIYAMA et al., 2000). Baseado nesses dados
0 nosso trabalho teve como intencdo verificar a atuagdo da sinvastatina no reparo
0sseo de fraturas induzidas na tibia, e que embora ndo tenha observado diferenca
estatistica entre os grupos aqui analisados, 0s animais tratados apresentaram

resultados absolutos maiores com relagdo a tensdo maxima e rigidez do 0sso.
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Apesar de nao ter sido observado diferenca estatistica (P<0,05) nas
propriedades mecanicas do 0sso entre os grupos | e Il, os valores absolutos se
mostraram maiores para 0s animais tratados com sinvastatina em todos os periodos
de observacdo. Esses resultados se devem provavelmente ao fato das estatinas
promoverem o aumento da resisténcia e volume 6sseos bem como de atenuar a perda
de densidade mineral 6ssea (MATURITAS, 2009).

No terceiro dia de avaliagdo, os valores de rigidez e tens&do maxima entre os
grupos analisados, apresentaram uma diferenca minima. Este fato se deve
provavelmente a fase de reparo em que o tecido se encontra, pois neste periodo a
lesdo se encontra em reabsorcao, ndo produzindo ainda matriz nova, o que poderia
ser responsavel por maior resisténcia 6ssea. Portanto nesta fase o reparo 4sseo
promovido pela sinvastatina ndo péde ser demonstrado por maior carga maxima
suportada (LIRANI, 2014).

Ja a maior diferenga observada entre os grupos foi nos periodos de 7 e 15 dias,
provavelmente porque na fase inicial do reparo ésseo (trés dias), ocorre a reabsorgao
do tecido morto, evidenciando altos niveis de osteoclastos. Ja na fase mais avangada
do reparo 6sseo sdo encontrados altos niveis de osteoblastos que favorecem a

fixacdo do calcio, dando maior rigidez ao tecido 6sseo (LEITE, 2005).

Logo, a carga e a tensdo maximas s6 sdo boas preditoras da aceleragdo do
reparo 6sseo quando um dos grupos ja se encontra em fase de formacgdo dssea
(LIRANI, 2014). Fato este comprovado nesta pesquisa, onde os valores relativos de
rigidez e de tensdo maxima do grupo tratado apresentaram se maiores quando
comparados ao grupo controle nos periodos de 7 e 15 dias. Isso provavelmente
ocorreu porque a sinvastatina aumenta a atividade da fosfatase alcalina,
mineralizacdo, a expressao de BMP-2, e mRNA para colageno tipo | (MAEDA, 2001)

e consequentemente aumentou a consolidacdo em menor tempo.
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8- CONCLUSAO

O uso da sinvastatina na dose de 20 mg/kg por gavagem promoveu bons
resultados apesar de ndo apresentarem diferenca significativoa das propriedades

mecanicas das lesbes dssea induzida na tibia de ratos.
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