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RESuUMO

PINTO, Leonardo. Efeito da sinvastatina associada a fosfato de
célcio bifasico no reparo de defeitos 6sseos. 2016. Trabalho de
Conclusao de Curso (Graduagdao em Odontologia) -
Departamento de Odontologia da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia.

As estatinas sdo drogas amplamente utilizadas no controle da
colesterolemia. No entanto, tem sido demonstrado que essas
drogas, especificamente a sinvastatina, tém um efeito na
estimulagdo da formagao o6ssea. O objetivo desse estudo foi
analisar a formagao 6ssea pela combinagédo da sinvastatina ao
fosfato de calcio bifasico (FCB), um substituto 6sseo sintético
osseocondutor. Dois defeitos 6sseos foram criados com uma
trefina de 5mm de didmetro na calvaria de 15 ratos Wistar. Os
defeitos foram divididos em 5 grupos de acordo com o material
utilizado para seu preenchimento, resultando em 6 defeitos por
grupo: grupo 1, sem preenchimento; grupo 2, preenchimento com
esponja de colageno; grupo 3, preenchimento com esponja de
colageno combinado a 0,1mg de sinvastatina; grupo 4,
preenchimento com FCB somente; grupo 5, preenchimento com
FCB combinado a 0,1 mg de sinvastatina. Apdés 2 meses, o0s
animais foram sacrificados, as calvarias submetidas a preparo
histolégico convencional, os cortes histologicos foram preparados
e corados com Hematoxilina-Eosina (HE), e as analises
histologica e histomorfométrica foram realizadas. Os defeitos do
grupo 1 se encontravam preenchidos por uma camada fina de
tecido fibroso sem formagao de tecido 6sseo. Nos defeitos dos
grupos 2 e 3 também foi encontrada uma camada de tecido



fibroso, mais espessa que no grupo 1, mas sem significante
formacao de tecido mineralizado. Nos defeitos dos grupos 4 e 5,
observaram-se areas de formacdao de matriz 6ssea,
principalmente ao redor das particulas do FCB, com alta
densidade celular. A analise histométrica demonstrou que a area
de osso formado no grupo 5 foi 1,56 vezes maior do que o grupo
4. Apesar da sinvastatina nao ter potencial significativo de induzir
uma formacao 6ssea sozinho, a combinagao da sinvastatina ao
FCB resultou significativamente em maior formacdo de matriz
O0ssea possivelmente por ter propriedades osseoindutora da
sinvastatina e osseocondutora do substituto 6sseo, quando
comparado a propriedade somente osseocondutora do FCB,
demonstrando uma capacidade promissora de diminuicdo no
tempo de formagao 6ssea em humanos.



ABSTRACT

PINTO, Leonardo. Effect of simvastatin associated with biphasic

calcium phosphate in the regeneration of bone defects. 2016.
Undergraduate Course Final Monograph (Undergraduate Course
in Dentistry) — Department of Dentistry, School of Health
Sciences, University of Brasilia.

Statins are drugs widely used to control the cholesterol levels in
blood. However, it has been demonstrated that drugs, specifically
simvastatin, has an effect in stimulating bone regeneration. The
purpose of this study was to analyze the bone regeneration by
combine the simvastatin with calcium phosphate (CP), which is a
synthetic bone grafting. Two critical-sized bone defects were
created by using trephine bur with 5mm of diameter at the
calvarial bone of 15 Wistar rats. The defects were divided in 5
groups according to the filler material, resulting in 6 defects per
group: group 1, no treatment; group 2, collagen sponge; group 3,
collagen sponge with 0.1mg of simvastatin; group 4, only calcium
phosphate; group 5, calcium phosphate with 0.1mg of
simvastatin. After two months the animals were euthanized, their
calvarial bone was histologically processed. The histological
sections were stained with hematoxylin and eosin (HE), for later
microscopic and histomorphometrical analyses. Group 1 defects
had only a thin layer of fibrous tissue, with no bone formation. At
groups 2 and 3 was also a fibrous tissue, greater than group 1,
but no significant bone formation. Nevertheless, at groups 4 and 5
a newly bone-like tissue was observed in close proximity to the
CP particles, with high cell density. The histomorphometrical
analyses demonstrated that the matrix area of bone formation at



group 5 was 1,56 times greater than that found at group 4.
Despite the simvastatin does not stimulate new bone formation by
itself, the combination of simvastatin and CP resulted in higher
osteogenesis due to combine osseoinductive and
osseoconductive properties, when compared with CP
osseoconductive properties alone, showing a promising capacity
of lower the time for new bone formation in humans.
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Resumo

Efeito da sinvastatina associada a fosfato de calcio bifasico
no reparo de defeitos 6sseos

Resumo

As estatinas sdo drogas amplamente utilizadas no controle da
colesterolemia. No entanto, tem sido demonstrado que essas
drogas, especificamente a sinvastatina, tém um efeito na
estimulagdo da formagédo o6ssea. O objetivo desse estudo foi
analisar a formagao d6ssea pela combinagdo da sinvastatina ao
fosfato de calcio bifasico (FCB), um substituto 6sseo sintético
osseocondutor. Dois defeitos 0sseos foram criados com uma
trefina de 5mm de didmetro na calvaria de 15 ratos Wistar. Os
defeitos foram divididos em 5 grupos de acordo com o material
utilizado para seu preenchimento, resultando em 6 defeitos por
grupo: grupo 1, sem preenchimento; grupo 2, preenchimento com
esponja de colageno; grupo 3 preenchimento com esponja de
colageno combinado a 0,1mg de sinvastatina; grupo 4,
preenchimento com FCB somente; grupo 5, preenchimento com
FCB combinado a 0,1 mg de sinvastatina. Apés 2 meses, 0s
animais foram sacrificados, as calvarias submetidas a preparo
histologico convencional, os cortes histologicos foram preparados
e corados com Hematoxilina-Eosina (HE), e as analises
histologica e histomorfométrica foram realizadas. Os defeitos do
grupo 1 se encontravam preenchidos por uma camada fina de
tecido fibroso, sem formacéo de tecido 6sseo. Nos defeitos dos
grupos 2 e 3 também foi encontrado uma camada de tecido
fibroso, mais espessa que no grupo 1, mas sem significante
formagao de tecido mineralizado. Nos defeitos dos grupos 4 e 5,
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observaram-se areas de formacdo de matriz 6ssea,
principalmente ao redor das particulas do FCB, com alta
densidade celular. A analise histométrica demonstrou que a area
de osso formado no grupo 5 foi 1,56 vezes maior do que o grupo
4. Apesar da sinvastatina n&o ter potencial significativo de induzir
uma formacao 6ssea sozinho, a combinagdo da sinvastatina ao
FCB resultou significativamente em maior formacdo de matriz
O0ssea possivelmente por ter propriedades osseoindutora da
sinvastatina e osseocondutora do substituto 6sseo, quando
comparado a propriedade somente osseocondutora do FCB,
demonstrando uma capacidade promissora de diminuigdo no
tempo de formagao 6ssea em humanos.

Palavras-chave

Sinvastatina; Osteogénese; Fosfato de Calcio; Defeito Osseo.
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Abstract

Effect of simvastatin associated with biphasic calcium phosphate
in the regeneration of bone defects

Abstract

Statins are drugs widely used to control the cholesterol levels in
blood. However, it has been demonstrated that drugs, specifically
simvastatin, has an effect in stimulating bone regeneration. The
purpose of this study was to analyze the bone regeneration by
combine the simvastatin with calcium phosphate (CP), which is a
synthetic bone grafting. Two critical-sized bone defects were
created by using trephine bur with 5mm of diameter at the
calvarial bone of 15 Wistar rats. The defects were divided in 5
groups according to the filler material, resulting in 6 defects per
group: group 1, no treatment; group 2, collagen sponge; group 3,
collagen sponge with 0.1mg of simvastatin; group 4, only calcium
phosphate; group 5, calcium phosphate with 0.1mg of
simvastatin. After two months the animals were euthanized, their
calvarial bone was histologically processed. The histological
sections were stained with hematoxylin and eosin, for later
microscopic and histomorphometrical analyses. Group 1 defects
had only a thin layer of fibrous tissue, with no bone formation. At
groups 2 and 3 was also a fibrous tissue, greater than group 1,
but no significant bone formation. Nevertheless, at groups 4 and 5
a newly bone-like tissue was observed in close proximity to the
CP particles, with high cell density. The histomorphometrical
analyses demonstrated that the matrix area of bone formation at
group 5 was 1,56 times greater than that found at group 4.
Despite the simvastatin does not stimulate new bone formation
alone, the combination of simvastatin and CP resulted in higher
osteogenesis due to combine osseoinductive and
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osseoconductive properties, when compared with CP
osseoconductive properties alone, showing a promising capacity
of lower time for new bone formation in humans.

Keywords

Simvastatin; Osteogenesis; Calcium Phosphates; Bone Defects.
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Introducao

As mudangas estruturais nos ossos da face, em especial maxila
e mandibula, sdo amplamente relatado apés o acometimento
destes a fatores externos como as doencas periodontais,
extragdes dentais, traumas faciais, e outras doengas que tendem
a degenera-los, tanto em altura como em largura (Covani et al.,
2004; Araujo et al., 2005).

Com avango tecnoldgico e cientifico diferentes tipos de
tratamentos foram desenvolvidos com o objetivo de regenerar o
osso perdido em areas de defeitos 6sseos ou periodontais
(Garret et al., 1996; Bartold et al., 2000; Van Steenberghe et al.,
2000). Dentre eles, materiais e/ou drogas osteocondutoras
(permitem a aposigdo de um novo tecido d6sseo na sua
superficie), osteogénicas (capazes de estimular a formacéo de
osso diretamente, a partir de osteoblastos) ou osteoindutoras
(capazes de induzir a diferenciagdo de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, aumentando a
formagao 6ssea no local) (Urist et al., 1965; Urist et al., 1984;
Masters et al., 1988).

O osso autdgeno é ainda o padrdo ouro para material base de
enxerto 0sseo, devido a sua alta capacidade osteogénica, ser
osteocondutor e ainda osteoindutor. Totalmente biocompativel e
rico em proteinas essenciais para diferenciagdo de osteoblastos,
como proteinas Osseas morfogenéticas (BMPs) e fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), que possui propriedade
angiogénica (Khan et al., 2005; Miron et al., 2013). Porém,
apresenta certas desvantagens quanto ao seu potencial de
reabsorgdo, dificuldade de adaptacdo na area receptora e ainda
a necessidade de uma area doadora que aumenta o trauma
cirargico (Nyan et al., 2009; Nyan et al., 2010).

Um substituto 6sseo deve ser biocompativel, apresentar
quimiotaxia para angiogénese, promover osteocondugao, e ser
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substituido em sua grande maioria por osso em quantidade e
qualidade semelhante ao original (Boyne et al., 1980; Artzi et al.,
2005; Jensen et al., 2006).

A literatura identifica varios medicamentos que possuem agao
sobre o metabolismo Osseo, sendo os trés principais: a
calcitonina, os bisfosfonatos e as estatinas, sendo a sinvastatina
a principal delas (Mundy et al., 1999). A sinvastatina atua no
metabolismo 6sseo, principalmente, quando utilizada de forma
local, aumentando a atividade da fosfatase alcalina e também a
expressao de osteocalcina, VEGF, TGF-31 e BMP-2 (maior efeito
anabdlico 6sseo dentre as BMPs), sugerindo, assim, estimular a
formagéo 6ssea com caracteristica osteoindutora (Maeda et al.,
2001; Baek et al., 2005; Ayukawa et al., 2009; Zhang et al.,
2012).

O efeito osteoindutor da sinvastatina esta relacionado com sua
aplicagao local, sendo necessario um carreador que impossibilite
sua dispersdo pela corrente sanguinea, atuando no sitio
aplicado. O seu efeito € mais favoravel ao crescimento 6sseo em
doses reduzidas de 0,5mg, que em tais concentracdes reduz
ainda a inflamagé&o para niveis mais favoraveis (Stein et al., 2005;
Lee et al., 2008). Maiores concentragdes de sinvastatina podem
acarretar efeito contrario ao desejado. Esta droga ndo possui
efeito algum sobre o metabolismo ésseo quando utilizado para o
controle da colesterolemia, pois seriam necessarias doses
altissimas para uma distribuicdo da droga no tecido 6sseo a fim
de um efeito osteoindutor. Tais doses sdo muito mais elevadas do
que as necessarias para reduzir os niveis de colesterol e estdo
associadas a toxicidade sistémica (Sousa et al., 2014).
Carreadores, como o fosfato de calcio bifasico (alfa-tricalcio
fosfato), sdo capazes de liberar a droga gradualmente. Nessas
circunstancias, a dose ideal da sinvastatina para estimular o
maximo de regeneragdo do tecido ésseo, sem induzir uma
inflamagdo em calvaria de ratos, € de 0,1mg (Nyan et al., 2009).
Além disso, esses materiais a base de fosfato de calcio bifasico
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tém sido amplamente utilizados como osteocondutores, devido
sua excelente biocompatibilidade (Saito et al., 2006; Verron et al.,
2010). Entre os materiais mais utilizados o BoneCeramic®
(Straumann) € um material a base de fosfato de calcio bifasico
totalmente sintético, composto 60% por hidroxiapatita (HA) e 40%
por fosfato R-tricalcio (B-TCP). A vantagem dessa composic¢ao é
de que enquanto o R-TCP é reabsorvido de forma mais rapida,
permitindo a aposicdo de tecido 6sseo imaturo, o componente
HA é reabsorvido de forma mais lenta, permitindo a manutengao
prolongada do espago para uma formagao tardia de osso dentro
do defeito dsseo (Jensen et al., 2007). Apesar do BoneCeramic®
ter efeitos positivos quanto sua propriedade osteocontutora, ele
carece de capacidade osteoindutora. Entretanto, o
BoneCeramic® ¢ um bom carreador para ser associado a
substancias com atividade osteoindutoras, melhorando assim o
potencial regenerador do material (Kolk et al., 2012).

Com o objetivo de analisar o efeito da sinvastatina associada ao
fosfato de calcio bifasico BoneCeramic®, no presente estudo,
categorizado como do tipo experimental em animais, foi
questionado o resultado da associagdo entre o BoneCeramic®
com a sinvastatina na formacao de osso em modelos de defeitos
0sseos, localizados na calvaria de ratos (Stavropoulos et al.,
2000), quando comparado com o uso do BoneCeramic®
isoladamente.
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METODOLOGIA

O protocolo experimental UNBDoc 44299/2012 foi aprovado pelo
comité de Etica no Uso Animal (CEUA), da Universidade de
Brasilia. Foram respeitados todos os principios elaborados pela
Declaracao dos Direitos dos Animais proposto por Russel WMS e
Burch RL (Russel et al., 1959). O experimento norteou-se de
acordo com todos os cuidados necessarios para evitar o
sofrimento de cada animal (Zimmermann et al., 1983).

Foram utilizados 15 ratos Wistar (espécie rattus novergicus
albinus), fémeas, com 2 meses de idade, média de 300 gramas
de peso. Os animais foram alojados em grupos de cinco por
caixa, mantidos em condi¢gbes padronizadas com agua e ragao
ad libitum, temperatura ambiente e ciclo de luz claro/escuro de 12
horas, obedecendo aos critérios de acordo com as normas
estabelecidas pelo CEUA. Os experimentos e avaliacbes foram
realizados no Laboratério de Patologia, da Faculdade de
Medicina. Dois diferentes carreadores para Sinvastatina foram
testados: o BoneCeramic® e a esponja de colageno.

Preparo do BoneCeramic®

Trata-se de um substituto dsseo 100% sintético com capacidade
para estimular formacdo de osso ja bem estabelecido. Sua
excelente propriedade humectante e caracteristica estrutural
facilitam a sua manipulacao e aplicagdo, se adequando a forma e
tamanho do defeito 6sseo. Este biomaterial funciona como uma
estrutura de suporte para adesdo ao osso do sitio, e sua boa
estabilidade estrutural € mantida gracas a lenta reabsorcéo da
hidroxiapatita, que mantém o volume proximo ao volume de
material enxertado por um maior periodo, permitindo a aposi¢céo
de tecido dsseo e substituicdo por quase toda sua extenséo.
Oferece ainda um indice de porosidade de 90%, possibilitando
um otimo espaco para angiogénese, migracao celular e adesao
Ossea.
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Esponja de colageno Porosa - CollaTape®

Material que serve como agente hemostatico de colageno de
origem bovina, absorvivel, que promove agregacgao plaquetaria.
Comercialmente é representada pelos nomes CollaTape®, Colla
Cote® e CollaPLug®. Relatado beneficios como otimizacdo da
cicatrizacdo do tecido palatino apds cirurgias periodontais,
hemostasia das areas doadoras de tecido gengival 3. Isto é
consequéncia de sua composi¢do, que cataliza o reparo por
participar diretamente do processo de formagdo do tecido
conjuntivo e promover uma fungdo de protegéo ao sitio cirurgico
(Stein et al., 2005).

Preparacgao da Solugao de Sinvastatina

A solugdo de Sinvastatina foi preparada e aplicada nos defeitos
0sseos. A concentragado ideal para o carreador ceramico em
questao foi de 0,1mg. (Stavropoulos et al., 2015). Uma solugao
contendo 0,1img de sinvastatina diluida em 15ul de etanol
(Farmogral, Brasilia-DF, Brasil) foi aplicada em cada defeito
criado nas calvarias, de forma descrita a seguir. Dois carreadores
diferentes foram utilizados para sinvastatina: Straumann
BoneCeramic® (400-700um - Institut Straumann AG, Basel,
Switzerland) e a esponja de colageno CollaTape® (Zimmer
Dental, Carlsbad, CA, USA).
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Para a definicdo das medidas foi realizado um teste piloto
utilizando um bloco de silicona de condensagao, onde se criou
um defeito com uma trefina de 5mm de didmetro (Neodent®,
Curitiba, PR, Brasil) igual a que se utilizou para se criar os
defeitos 6sseos. A quantidade de BoneCeramic® suficiente para
preencher completamente o espago foi pesado em uma balanga
de semi-precisdo. Com uma micropipeta de 20ul, foi testada a
quantidade exata de agua sobre a membrana de CollaTape®
cortado idealmente e posicionado no defeito, e foi averiguado
qgue eram necessarios 15ul de solugédo para preencher o defeito.
Desta forma, foi solicitada a manipulagdo em farmacia especifica
(Farmogral®, Brasilia, DF, Brasil) de uma solugdo de sinvastatina
contendo 0,1mg em cada 15l de etanol (Nyan et al., 2009).

Os defeitos 0sseos tratados com BoneCeramic® e sinvastatina
receberam 14mg do carreador embebido com 15ul de solugéo de
sinvastatina. Os defeitos 6sseos tratados com CollaTape® e
sinvastatina receberam uma esponja de colageno do didmetro e
altura exatos do defeito 6sseo, embebida com 15pul de solucéo de
sinvastatina.

Procedimentos Cirurgicos

Os animais foram anestesiados com injegdo intramuscular
contendo ketamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg). Uma incisao
linear em pele e peridsteo foi feita no centro da calvaria dos
ratos, no sentido sagital, e apdés o devido descolamento e
exposigcado da calota craniana, foram feitos dois defeitos dsseos
com uma broca tipo trefina de 5mm de didmetro, obtidos
bilateralmente no osso parietal, sob constante irrigagdo com
solucao salina 34. A ferida, ao final do procedimento, foi suturada
com fio de sutura mononylon 5.0 (Etichon®, Cincinnati, OH, USA).
No periodo de 24 horas poés-cirargico, foi administrado acido
acetilsalicilico (Aspirina®) via oral 150mg/kg de 4 em 4 horas,
pela técnica de gavagem, para controle da dor.



29

Um total de 30 defeitos foram criados em 15 animais, e divididos
em 5 grupos, de acordo com o material de preenchimento
escolhido:

Grupo 1 - Grupo Coagulo: Composto por cinco defeitos em
cinco ratos, estes defeitos eram formados e suturados apenas
com o coagulo sanguineo, considerado grupo controle negativo.
(Figura 1-A)

Grupo 2 - Grupo CollaTape®: Composto por cinco defeitos
localizados do lado esquerdo da calvéaria de cinco ratos. Uma
membrana de colageno CollaTape® cortada e adaptada no
formato do defeito, sem efeito para regeneragdo o6ssea. Tido
como principal grupo controle por nédo conter nem osteocondutor
nem sinvastatina. Os defeitos destes grupos localizavam-se
adjacentes aos defeitos do grupo 3. (Figura 1-B)

Grupo 3 - Grupo ColaTape® mais Sinvastatina: Composto por
cinco defeitos localizados no lado direito da calvaria de cinco
ratos. Uma membrana de colageno ColaTape® cortada e
ajustada ao defeito e embebida com 15yl de solugdo de
sinvastatina. Tido como grupo controle positivo contendo apenas
a sinvastatina, porém sem um carreador osteocondutor. (Figura
1-B)

Grupo 4 - Grupo BoneCeramic®: Composto por cinco defeitos,
localizado no lado esquerdo da calvaria de cinco ratos. Os quais
eram preenchidos com 14mg de BoneCeramic® era considerado
o controle positivo contendo o carreador osteocondutor, sem
sinvastatina que ¢é a particula teste. (Figura 1-C)

Grupo 5 - Grupo BoneCeramic® mais Sinvastatina: Composto
por cinco defeitos localizados no lado direito das calvarias de
cinco ratos, sempre adjacentes aos defeitos do grupo 1. Eram
preenchidos com 14mg de BoneCeramic® embebidos com 15yl
de solugdo de sinvastatina, tido como grupo experimental
principal. (Figura 1-D)
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Figura 1 - Cirurgia para confecgao dos defeitos e insergdo dos materiais.
(A) Defeitos bilaterais foram criados. (B) Preenchimento do
defeito esquerdo com CollaTape® e sinvastatina e do defeito
direito com CollaTape®. (C) Preenchimento do defeito
esquerdo com BoneCeramic® e sinvastatina. (D) Calvaria do
rato retirado para confecgao das amostras apds 60 dias do
procedimento cirdrgico.

Preparo Histolégico

Apods 60 dias do ato operatoério, a eutanasia foi realizada por
decaptagao, seguida da secgéo do cranio, divulséo e retirada dos
tecidos moles para preparo das pecgas, para descalcificagao e
preparo das laminas (Figura 2).

Figura 2 - Exposicao e retirada dos tecidos moles para preparo da
amostra.
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Os espécimes foram fixados em formol neutro a 10% durante 24
horas e lavadas em agua corrente por mais 24 horas. Apds a
fixacdo, foram submetidas a descalcificagdo em uma solucéo de
Acido Férmico 50% e Citrato de Sédio 20%, por 30 dias. Depois
de descalcificados, os ossos parietais foram longitudinalmente
divididos na metade, onde cada metade continha um defeito
tratado. Foram incorporados separadamente em parafina de
acordo com o protocolo padrao. Realizou-se cortes
semisseriados com espessura de 5uym no sentido longitudinal das
pecas, com a ressalva de obtengdo dos cortes mais centrais dos
defeitos, objetivando espécimes com 5mm de didmetro para
avaliagado. Todas as secgdes foram coloradas com hematoxilina e
eosina para analise microscopica e histomorfométrica.

Andlise histologica e histomorfométrica

Durante o preparo histolégico, todas as laminas foram
codificadas isoladamente de forma que, durante as analises
histomorfométrica e histoldgica descritiva, o examinador
desconhecesse a qual grupo pertencia o corte histolégico
analisado. Posteriormente, foram submetidas as avaliagdes
microscopicas de luz binocular (Zeiss, Jena, Alemanha) por dois
examinadores calibrados, com ampliagcdes de 20x e 200x. As
secgdes mais centrais de cada defeito foram selecionadas para
analise. Os valores de porcentagem obtidos dos cortes de cada
calvaria foram utilizados para fins estatisticos. Os valores dos
percentuais de osso neoformado (ON), os percentuais de tecido
conjuntivo (TC) e os percentuais do biomaterial (BC) foram
observados e calculados.
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A analise histomorfométrica foi realizada com o software
ImageScope® (Leica Biosystems, Sdo Paulo-SP, Brasil) e a area
de osso neoformado foi calculada de acordo com um método
previamente descrito (Mukozawa et al., 2011) : A area total a ser
analisada corresponde a toda area do defeito cirirgico original e
delimitada, incluindo todo o tecido presente entre as duas
extremidades do defeito dsseo cirargico. A area do novo tecido
osseo foi mensurada em milimetros quadrados e calculada como
uma porcentagem da area total. O resultado dessas
porcentagens foi submetido a andlise estatistica para verificagao
da diferenga entre os grupos.

Apos a delimitagédo da area total do defeito 0sseo, foi delimitado o
tecido 6sseo neoformado e o espago ocupado pelas particulas do
biomaterial ainda presente, utilizando-se o software ImageScope.
A manipulagdo do programa de imagem foi realizada por um
examinador calibrado. Primeiramente, foi realizado o treinamento
do examinador em conjunto com um professor doutor na area de
patologia bucal. Apdés a analise do examinador, uma segunda
analise foi realizada por dois outros examinadores.

Analise estatistica

Os resultados foram reportados em termos de média desvio erro
padrao. Os grupos foram comparados em relagdo aos valores da
area de matriz 6ssea pelo uso de analise de variancia (ANOVA),
utilizando o método de Fisher least significant difference (LSD)
para as comparagdes multiplas post-hoc. O valor p < 0,05 foi
estabelecido como o critério para a significAncia estatistica. A
analise estatistica foi realizada usando-se SAS 9.3.

RESULTADOS

Analises Histolégicas
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A Figura 3 apresenta uma visao geral de todo o defeito apos o
periodo cicatricional de todos os grupos, sob uma ampliacéo
baixa (20x). No grupo 1 (grupo coagulo), ndo ha evidéncia de
osso neoformado (Figura 3-A). O grupo 2, que foi tratado apenas
com esponja de colageno CollaTape®, também ndo teve
evidéncia de osso neoformado, e apresentou uma camada de
tecido fibroso aparentemente mais espesso que aquele
observado no grupo 1 (Figura 3-B), entretanto, o grupo 3, que foi
tratado com esponja de colageno CollaTape® mais sinvastatina,
apresentou a presenga de uma camada de tecido fibroso ainda
mais espessa que nos grupos 1 e 2, mas ainda assim sem
presenga de osso neoformado em volume significativo (Figura 3-
C). No grupo 4, que foi tratado somente com BoneCeramic®, foi
observado um tecido colorado de forma similar ao osso original
das bordas dos defeitos, sugerindo osso neoformado calcificado
(Figura 3-D). O tecido neoformado observado no grupo 5, que foi
tratado com BoneCeramic® embebido em sinvastatina, foi muito
mais evidente quando comparado a todos os outros grupos,
incluindo o grupo 4 (Figura 3-E). No grupo 5, toda a extenséo do
defeito foi preenchida por um tecido com espessura similar do
osso das bordas do defeito. Em ambos os grupos 4 e 5 espagos
deixados pelas particulas de BoneCeramic® de lenta absorgdo
foram deixados apés a descalcificagao (Figura 5 - asteriscos).
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Figura 3 - Imagens obtidas com o escaner Aperio ePathology, para
analise digitalizada com o software ScanScope. Notar
espessura do material de preenchimento. (A) Defeito sem
preenchimento. (B) Defeito preenchido com CollaTape®. (C)
Defeito preenchido com CollaTape® combinado com
sinvastatina. (D) Defeito preenchido com BoneCeramic®. (E)
Defeito preenchido com BoneCeramic® combinado com
sinvastatina.
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No grupo 4, observamos uma série de células cuboidais
localizadas ao redor da superficie das particulas de
BoneCeramic® (espagos deixados pelas particulas apds a
desmineralizagdo), (Figura 5 - asteriscos), com caracteristicas
morfologicas de osteoblastos (Figura 5 - A - setas). Essas células
estavam cercadas por uma matriz 6ssea, e em algumas areas
havia a presenca de varias camadas de células osteoblasticas. A
localizacdo das células na superficie das particulas de
BoneCeramic®, a matriz 6ssea cercando essas células e suas
caracteristicas morfolégicas indicam que essas células sao
osteoblastos em atividade de produgédo de matriz 6ssea. Entre as
ilhas de particulas de BoneCeramic® junto a matriz 6ssea e
camadas de células descritas, também era observado um tecido
conectivo rico em fibroblastos e vasos sanguineos (Figura 5 - A -
circulo azul). No grupo 5, um tecido novo similar a osso foi
observado nas proximidades das particulas de BoneCeramic®
(espagos deixados pelas particulas apos a desmineralizagéo).
Isso também foi encontrado no grupo 4, entretanto, no grupo 5, a
coloragéo deste tecido era mais intensa e a quantidade de tecido
0sseo era visualmente maior que no grupo 4 (Figura 5 - B -
setas). Quando comparado ao grupo 4, um maior numero de
células cuboidais alinhadas as superficies de particulas de
BoneCeramic® era observada no grupo 5, e em varias regides
também era observada a presenga de diversas camadas de
osteoblastos (Figura 5 - B - setas). Camadas mais espessas de
matriz 0ssea ao redor das células osteoblasticas, sugerindo
maior atividade de sintese de matriz. Um tecido conectivo entre
as ilhas de matriz 6ssea neoformada, similar ao grupo 4, foi
encontrada, com presenga de varios fibroblastos e vasos
sanguineos (Figura 5 - B - circulo azul).
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Figura 5 - Aumento em 200x de cortes histolégicos, onde ha lacunas do
BoneCeramic® (asteriscos), desmineralizado com o
processamento histoldgico. (A) Lamina de BoneCeramic® sem
sinvastatina, demonstrando neoformacao de tecido 6sseo ao
redor das particulas do BoneCeramic® (setas) e tecido
conjuntivo (bolas). (B) Lamina de BoneCeramic® com
sinvastatina, demonstrando neoformagdo oOssea em maior
quantidade ao redor das particulas do BoneCeramic® (setas)
e tecido conjuntivo (bolas), que apresenta um aspecto
diferente do tecido conjuntivo da figura A.
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Andlises Histomorfométricas

A area de tecido 6sseo neoformado (AON) foi maior no grupo 5
(BCS), quando comparado com todos os outros grupos. Os
valores de AON foi maior no grupo 5 (BCS), grupo 4 (BC) e grupo
3 (CTS), quando comparado com o grupo 1 (grupo controle). O
valor de AON do grupo 5 (BCS) foi significativamente maior que o
encontrado no grupo 4 (BC), porém o valor de AON do grupo 3
(CTS) nao foi significativamente maior que o grupo 1 (grupo
controle), assim como o valor de AON do grupo 2 (CT) nao foi
significativamente maior que o grupo 1 (grupo controle).
Consequentemente, o valor de AON do grupo 3 (CTS) nao foi
significativamente maior que do grupo 2 (CT) (Figura 6, Tabela
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Figura 6 -Grafico comparando a quantidade de matriz 6ssea formada
entre os grupos em pm quadrados. Estdo representados nas
colunas, da esquerda para a direita, os grupos 4 (Bone
Ceramic®), 5 (BoneCeramic® com sinvastatina), 2

(CollaTape®), 1 (controle) e 3 (CollaTape®).
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Tabela 1 - Valores médios de area de matriz mineralizada e o desvio-
padrao (+) do seu respectivo grupo

Controle CollaTape® Collatape® + BoneCeramic® BoneCeramic® +

1) (2) Sinvastatina (3) (4) Sinvastatina (5)
Parametro (n=16) (n=16) (n=6) (n=6) (n=6)
Matriz 0,00+ 12150,56+  49838,40 + 158602,76 + 275840,50 +
Mineralizada 0,00 9709,67 18327,80 15716,37 43141,86

Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, comparagéao post-hoc usando o
método de Fisher least significant difference (LSD).

DisScussAO

Os estudos que descreveram a aplicagdo da sinvastatina para a
formagdo de osso em diferentes defeitos 6sseos tem sido
encorajantes (Ayukawa et al., 2009; Rojbani et al., 2011; Rosselli
et al., 2014), e seu efeito sobre 0 metabolismo 6sseo deve ter um
grande potencial para a medicina e odontologia.

Ayukawa et al., 2009, identificaram o aumento da expresséo de
fosfatase alcalina (marcador da diferenciagdo de osteoblastos
maduros) e mRNA de proteina 6ssea morfogenética 2 (BMP-2 - é
uma proteina que estimula a proliferagdo de osteoblastos,
maturagcdo e formagdo de nova matriz dssea), enquanto a
expressdo de RANKL estava suprimida. Indicando uma inducéao
de diferenciagdo de células mesenquimais em osteoblastos a
partr do BMP-2 e fosfatase alcalina aumentados, e uma
supressao dos osteoclastos a partir da diminuigdo do RANKL.
Neste estudo, a sinvastatina foi aplicada junto a dois tipos
diferentes de carreadores em defeitos preparados na calvaria de
ratos e o seu impacto na neoformagao d6ssea foi avaliado. Assim
como diversos estudos ja reportados, os resultados
demonstraram que o uso desta droga, de fato, resulta numa
maior neoformagdo 6ssea quando aplicado no defeito 6sseo
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criado nos ossos parietais dos animais utilizados (Figura 6). Os
resultados sugerem que a sinvastatina tem um potencial
osteoindutor, sendo promissor em procedimentos de
reconstrugdo ossea.

Mundy et al. 1999 foram os primeiros a reportarem que a
sinvastatina tem efeito sobre o metabolismo &sseo para a
formacgao de osso. Cerca de 30.000 compostos naturais foram
testados em cultura de células 6sseas com o objetivo de avaliar
aquelas que pudessem aumentar a produgdo de BMP-2.
Observaram que a Lovastatina, a Fluvastatina, a Mevastatina e a
Sinvastatina aumentaram a expressdo de mRNA da BMP-2
resultando numa produgdo de BMP-2 duas vezes maior,
principalmente a sinvastatina. Devido a BMP-2 ter a capacidade
de iniciar todos os mecanismos moleculares requeridos para
indugdo da formagdo Ossea, incluindo a ordem de migragéo
(quimiotaxia), proliferagdao e diferenciagdo das células
mesenquimais em osteoblastos funcionais, € extremamente
importante ter o conhecimento que a sinvastatina pode estimular
sua producao (Pauly et al., 2009).

As estatinas ainda possuem uma capacidade de aumentar a
expressado do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
Verificando em 2009, um estudo in vitro descreveu a capacidade
das estatinas hidrofébicas como atorvastatina, cerivastatina e
sinvastatina de aumentar consideravelmente a expressdo de
VEGF mRNA em células osteoblasticas, estimulando assim a
angiogénese no local, processo desejado para cicatrizagdo de
defeitos 6sseos (Maeda et al., 2009).

Mais recentemente, outros estudos feitos in vitro e in vivo
também demonstraram os efeitos positivos da sinvastatina sobre
o tecido 6sseo, especialmente quando aplicado localmente (Seto
et al.,, 2008; Mukozawa et al., 2011). De acordo com esses
estudos, a sinvastatina pode ser aplicada localmente em
concentragdes ideais para formacgao éssea sem maiores efeitos
colaterais. Portanto, no presente estudo, o efeito osteoindutor da
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sinvastatina também foi avaliado quando aplicada localmente
com um carreador osteocondutor, a base de ceramica
(BoneCeramic®).

Diversos estudos focaram em determinar a concentragao ideal
para seu melhor potencial osteoindutor. Stein et al., em 2005
demonstraram que 0,1mg de sinvastatina em gel de metilcelulose
em uma membrana de acido polilatico resultou em minima
inflamagao local, mas nao estimulou formagao 6ssea (Stein et al.,
2005). Por outro lado, outros estudos demonstraram que a dose
ideal de 0,1mg de sinvastatina induziram em maxima
regeneragao 0ssea com o minimo de inflamagéo, principalmente
quando associados a um biomaterial osteocondutor de natureza
cerdmica por possuir a capacidade de liberar a droga
gradualmente por um longo periodo de tempo, além de potencial
quimiotaxia, promove espagos dentre os quais a células
osteoprogenitoras sao recrutadas e migram (Nyan et al., 2009;
Nyan et al., 2010) Os componetes desta combinagdo de
sinvastatina e um material osteocondutor cerdmico sé&o
biodegradaveis sem gerar resposta imune ou inflamatdria, e sem
producdo de produtos tdxicos, assim permite uma baixa resposta
inflamatéria que nado inibe o processo de reparo (Nyan et al.,
2010; Rojbani et al., 2011). Desta forma, a concentragdo de
0,1fmg de sinvastatina pode ser considerada como a
concentragdo ideal para seu potencial osteoindutor, aplicada
localmente, quando associada com um carreador ceramico.
Portanto, em nosso estudo, definimos essa concentracdo de
sinvastatina e observamos (Figura 6) maior indugédo de formagao
O0ssea quando comparados aos demais grupos. Outros estudos
reportaram que concentragdes maiores de sinvastatina (ex.
2,2mg) acarretaram em niveis inflamatérios maiores dos tecidos
moles adjacentes ao defeito, sem que houvesse maior ganho de
formacao de tecido 6sseo, enquanto que doses bem menores de
sinvastatina (0,01mg) ndo possuem capacidade osteoindutora
alguma (Nyan et al., 2009). Foi verificado também, clinicamente,
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a presencga de resposta inflamatdria leve nos tecidos adjacentes
ao sitio cirdrgico, nos grupos tratados com sinvastatina (grupos 3
e 5), que desapareceu aproximadamente 10 dias apds o trauma
cirargico. Este resultado € coerente ao resultado de outros
estudos, que reportaram resposta inflamatéria similar, sanada
apos 10 dias de recuperagao (Nyan et al., 2009; Rojbani et al.,
2011). Portanto, a inflamagado observada neste estudo foi
considerada de pouca importancia, pois ela ndo afetou de forma
negativa a neoformagao éssea, ao contrario, os defeitos tratados
com sinvastatina na concentracdo de 0,1mg exibiram maior
formacao de tecido 6sseo.

E bem estabelecida e conhecida as boas propriedades
osteocondutoras do material BoneCeramic®, desta forma, ele ja é
amplamente utilizado como material de enxerto para substituto
0sseo, inclusive no meio clinico (Jensen et al., 2007; Cordaro et
al., 2008). Ja a esponja de colageno CollaTape® ndo é o material
ideal para se utilizar como substituto ésseo por ele ndo possuir
propriedades osteocondutoras nem mesmo osteoindutoras ou
osteogénicas. Ela é rapidamente reabsorvida, cerca de 7 dias, e
nao & capaz de manter o espago necessario para formacao de
novo osso, de forma a permitir a invasdo de tecido mole em
defeitos criticos (al-Khateeb et al., 1996). Isto ficou evidente no
presente estudo, uma vez que o grupo 2 foi incapaz de induzir ou
conduzir neoformacéao 6ssea ou até mesmo de induzir tecido com
espessura similar ao das bordas do defeito. Apesar disso, o
CollaTape® foi utilizado como carreador para sinvastatina, para
verificar se a presenga da droga conseguiria superar as
deficiéncias da esponja de colageno, e até mesmo para servir
como um carreador inerte para verificar a capacidade
osteoindutora isolada que a sinvastatina poderia possuir. De
acordo com nossos resultados, um material com capacidade de
lenta absor¢do e manutencao do espago por maior tempo ¢é ideal
para ser utilizado como carreador da sinvastatina, propriedades
nos quais a CollaTape® deixou a desejar. Desta forma, como o
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BoneCeramic® possui essas propriedades, ele se provou ser o
carreador ideal para sinvastatina, além de que sua propriedade
osteocondutora, que, somada com a propriedade osteoindutora
da sinvastatina, obtém melhor resultado para neoformacao
ossea.

Um estudo encontrou uma formagédo Ossea significante num
periodo de oito semanas de regenerag¢do, quando uma esponja
de colageno embebida com 2,5mg de sinvastatina foi colocada
em um defeito 6sseo de 5mm no osso nasal de coelhos
(Mukozawa et al., 2011). Este resultado sugere que a esponja de
colageno pode ser um bom carreador para a sinvastatina,
permitindo-a agir no local, enquanto a propria esponja de
colageno nao for reabsorvida. Porém, no nosso estudo a esponja
de colageno usada resultou numa formagdo Ossea minima,
diferentemente do resultado de Mukozawa et al. Esta diferenca
pode ser atribuida a diversas diferengas metodologicas entre os
estudos, uma vez que Mukozawa tratou os defeitos com
sinvastatina numa concentragdo de 2,5mg dissolvida em agua
(diferentemente ao utilizado pelo presente estudo que foi 0,1mg
dissolvida em etanol). Além disso, as esponjas de colageno
utilizadas nos diferentes estudos possuiam composigdes
diferentes. Enquanto a CollaTape® é composta de colageno tipo
1, obtida do tecido de tenddo bovino, a esponja de colageno
utilizada por estes autores. era composta 85% a 95% de
colageno tipo 1 e 5% a 15% de colageno tipo 3. Apesar de que
os resultados deles demonstraram que essa esponja de colageno
utilizada sozinha ja teria a capacidade de induzir alguma
formacdo ossea, o que ndo €& o caso da CollaTape® como
encontrado em nosso estudo (Ahn et al., 2011). Desta forma,
todas as diferencas mencionadas entre os dois estudos devem
explicar o conflito de resultados encontrados.

Sinvastatina € uma droga hidrofébica, e por isso, assim como em
outro estudo (Rojbani et al., 2011), utilizamos o etanol como
solvente. Por isso dissolver a sinvastatina em etanol facilita sua
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aplicagdo em sitios pequenos, quando comparado com a
metilcelulose contendo sinvastatina (Morris et al., 2008).
Entretanto, Tanigo et al., 2010, discutiram que a incorporagao da
sinvastatina em uma gelatina biodegradavel de hidrogel favorece
sua liberagdo com menor ou nenhuma inflamacdo. De fato, a
solugdo de sinvastatina dissolvida em etanol, utilizada neste
estudo, facilitou a sua combinagcdo com as particulas de
BoneCeramic®, que era, desta forma, melhor embebida com a
solugdo. As propriedades osteocondutoras do BoneCeramic®
foram demonstradas pelos resultados encontrados tanto nos
grupos 4 e 5, onde os defeitos exibiram melhor neoformagao
0ssea e o defeito foi preenchido totalmente por um tecido novo
com espessura similar as das bordas do defeito, o que néo foi
encontrado nos defeitos que nao foram tratados com
BoneCeramic®. A combinagdo de BoneCeramic® com
sinvastatina potencializou a capacidade de formagéo de tecido
osseo do BoneCeramic®, possivelmente pelo carreador possuir
compenentes que permitem a liberagdo da sinvastatina de forma
gradual, e espagos que permitem a quimiotaxia de células
mesenquimais a partir de angiogénese local, combinado com as
propriedades da sinvastatina de aumento da expressao de
BMP-2, fosfatase alcalina e VEGF e supressdo de RANKL. Por
isso, admitimos a hipétese de que a adicdo de 0,1mg de
sinvastatina ao BoneCeramic® resultou em um material de
enxerto 6sseo com propriedades osteocondutoras e
osteoindutoras. Assim, essa combinagao pode ser util como uma
alternativa de material de enxerto para o osso autégeno, quando
0 uso deste é inviavel, e ainda tem um grande potencial de
aplicagdo em varios tipos de defeitos 6sseos no cenario clinico.
Mais estudos sdo necessarios para testar essa combinagdo em
outros tipos de defeitos 6sseos até ser utilizado no meio clinico
em seres humanos. Mais estudos devem ser feitos para avaliar a
qualidade desse novo osso formado, com marcadores
especificos de maturagao do tecido 6sseo em formagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

BoneCeramic® é um carreador adequado para a sinvastatina, e
esta combinagao induziu a maiores quantidades de neoformagao
Ossea estatisticamente significante, quando comparado com
BoneCeramic® isolado ou com carreador a base de esponja
colageno, potencialmente promissor em futuras indicagbes
clinicas no tratamento de defeitos 6sseos em humanos.
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APENDICE

Figuras e Tabelas

Figura 1 - Cirurgia para confecgdo dos defeitos e insergéo dos
materiais. (A) Defeitos bilaterais foram criados. (B)
Preenchimento do defeito esquerdo com CollaTape® e
sinvastatina e do defeito direito com CollaTape®. (C)
Preenchimento do defeito esquerdo com BoneCeramic® e
sinvastatina. (D) Calvaria do rato retirado para confecgdo das
amostras apos 60 dias da primeira cirurgia.



51

Figura 2 - Exposicao e retirada dos tecidos moles para preparo
da amostra.
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Figura 3 - Imagens obtidas com o escaner Aperio ePathology,
para analise digitalizada com o software ScanScope. Notar
espessura do material de preenchimento. (A) Defeito sem
preenchimento. (B) Defeito preenchido com CollaTape®. (C)
Defeito preenchido com CollaTape combinado com sinvastatina.
(D) Defeito preenchido com BoneCeramic®. (E) Defeito
preenchido com BoneCeramic combinado com sinvastatina.
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Figura 4 - Aumento em 200x. (A) Corte histologico do CollaTape®
sem sinvastatina, demonstrando um tecido conjuntivo fibroso
(bolas), sem evidéncias de formagao 6ssea. (B) Corte histolégico
do CollaTape® com sinvastatina, demonstrando ilhotas de
neoformagéo 6ssea (setas) no meio de tecido conjuntivo fibroso
(bolas).
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Figura 5 - Aumento em 200x de cortes histologicos, onde ha
lacunas do BoneCeramic® (asteriscos), desmineralizado com o
processamento histoldgico. (A) Lamina de BoneCeramic® sem
sinvastatina, demonstrando neoformagdo de tecido 6sseo ao
redor das particulas do BoneCeramic® (setas) e tecido conjuntivo
(bolas). (B) Lamina de BoneCeramic® com sinvastatina,
demonstrando neoformagéo éssea em maior quantidade ao redor
das particulas do BoneCeramic® (setas) e tecido conjuntivo
(bolas), que apresenta um aspecto diferente do tecido conjuntivo
da figura A.
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Controle | CollaTape® | Collatape® + | BoneCeramic® | BoneCeramic®
(1) (2) Sinvastatina (3) (4) + Sinv(?_jtatina
Parametro [n=6) [(n=6) (n=6) (n =6) (n=6)
Matriz 0,00 = 12150,56 +  [49838,40 + 158602,76 + |275840,50 +
Mineralizada 0,00 9709,67 18327,80 15716,37 43141,86

Tabela 1 - Valores médios de area de matriz mineralizada + o
desvio padrdo do seu respectivo grupo. Analise estatistica foi
ealizada por ANOVA com comparagao post-hoc usando o método
de Fisher least significant difference (LSD).
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Figura 6 -Grafico comparando a quantidade de matriz éssea
formada entre os grupos em pm quadrados. Estédo representados
nas colunas, da esquerda para a direita, os grupos 4 (Bone
Ceramic®), 5 (BoneCeramic® com sinvastatina), 2 (CollaTape®), 1
(controle) e 3 (CollaTape®)
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Anexos

NORMAS DA REVISTA

Normas gerais

Os artigos para a publicacdo na REVISTA PERIODONTIA da
SOBRAPE deverao ser

inéditos e redigidos em portugués, inglés ou espanhol. Artigos
originais de pesquisa terdo prioridade para apreciacdo, mas,
artigos de revisédo e relatos de casos ou técnicas, de interesse na
Periodontia, também poderdo ser incluidos. A REVISTA
PERIODONTIA reserva todos os direitos autorais do trabalho
publicado. As informagdes contidas nos originais e publicadas na
revista sdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es), nao
refletindo necessariamente, a opinido do Corpo Editorial da
revista ou a posicao da SOBRAPE.

Envio do Material

Os arquivos abaixo indicados deverdao ser submetidos para a
Revista Periodontia pelo site www.sobrape.org.br.

- Artigo (Seguir o item “Apresentacdo do material”’)- Declaragéo
de conflito de interesses (Disponivel no site — Formularios) - Lista
de conferéncia pré-submissao (Disponivel no site — Formularios)

Apresentacao do material

Os artigos deverao ser digitados em Word para Windows, com
fonte Arial, tamanho 12, justificado, em folhas de papel A4


http://www.sobrape.org.br
http://www.sobrape.org.br
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numeradas consecutivamente. Deve ser usado espago duplo
com margem de 2,5 centimetros de todos os lados. As laudas
deverdo ter em média 1.600 toques (26 linhas de toques),
perfazendo no maximo 20 paginas (excluindo graficos, figuras e
tabelas).

Selecao de artigos

A selegéo dos artigos enviados a REVISTA PERIODONTIA sera
realizada pelo Conselho Editorial, que dispbe de autoridade para
decidir sobre sua aceitagdo. No processo de revisdo e
aprovagao, que sera realizado em pares, serdo avaliados:
originalidade, relevancia, metodologia e adequagao as normas de
publicacéo.

Consideracdes Eticas

Estudos que envolvam seres humanos deveréo estar de acordo
com a RESOLUCAO 196/96 do Conselho Nacional de Saude, e
terem sido aprovados pela Comissdo de Etica daUnidade /
Instituicdo em que foram realizados. As mesmas consideragoes
sao feitas para estudos em animais. O numero de aprovacao do
comité devera estar presente no artigo.

Estudos clinicos

A Revista Periodontia estimula que os pesquisadores
responsaveis por estudos clinicos fagam os registros dos
mesmos (www.clinicaltrials.gov).

Relatos de estudos clinicos randomizados devem contemplar os
critérios disponiveis em:

http://www.consort-statement.org/

Estrutura do artigo


http://www.clinicaltrials.gov
http://www.clinicaltrials.gov
http://www.consort-statement.org
http://www.consort-statement.org
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O trabalho devera ser numerado (canto inferior direito) e dividido
conforme os itens abaixo:

Primeira pagina (pagina 1):

- Pagina de titulo (Portugués e Inglés — para artigos redigidos em
portugués; Espanhol e Inglés — para artigos redigidos em
espanhol; Inglés — para artigos redigidos em inglés): devera
conter o titulo do artigo em negrito, o nome dos autores
numerados de acordo com a filiagdo (instituicho de origem,
cidade, pais), a principal titulagdo dos autores de forma resumida
(sem nota de rodapé) e enderegco do autor correspondente
(contendo o enderecgo eletrbnico — e-mail). As demais paginas
devem ser na forma de texto continuo.

Exemplo:Associagdo do PDGF e IGF na Regeneragao
Periodontal — Revisao de Literatura Fernando Hayashit,
Fernando Peixoto1, Chistiane Watanabe Yorioka1, Francisco
Emilio Pustiglioni21 mestrando em Periodontia da FOUSP2
professor titular de Periodontia da FOUSP

Segunda pagina (pagina 2):

- Resumo: deve fornecer uma visdo concisa e objetiva do
trabalho, incluindo objetivos, material e métodos, resultados e as
conclusées. Deve conter no maximo 250 palavras (incluindo
pontos, virgulas etc).- Palavras-chave: sao palavras ou
expressbes que identificam o conteddo do texto. Para sua
escolha, devera ser consultada a lista “Descritores em Ciéncias
de Saude — DECS”, da BIREME. Numero de palavras-chave:
maximo 6.

OBS: Para artigos redigidos em lingua estrangeira, Espanhol ou
Inglés, o item Resumo nao configura item obrigatdrio.
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Terceira pagina (pagina 3):

- Abstract e Keywords: cépia precisa e adequada do resumo e
palavras-chave em Inglés. Devera ser consultada a lista “Medical
subject headings”. Disponivel em www.nlm.nih.gov/mesh/
MBrowser.html. Numero de Keywords: maximo 6.

- Sugere-se para autores nao-nativos que procurem assisténcia
com a sua escrita utilizando instituicdes especializadas como

American Journal Experts (http://www.journalexperts.com)
Quarta e demais paginas (pagina 4 e demais):

- Introdugédo: é o sumario dos objetivos do estudo, de forma
concisa, citando as referéncias mais pertinentes. Também deve
apresentar as hipoteses em estudo e a justificativa do trabalho.-
Material e Métodos: devem ser apresentados com suficientes
detalhes que permitam confirmagdo das observagdes
encontradas, indicando os testes estatisticos utilizados.

- Resultados: as informagdes importantes do trabalho devem ser
enfatizadas e apresentadas em seqliéncia légica no texto, nas
figuras e tabelas, citando os testes estatisticos. As tabelas e
figuras devem ser numeradas (algarismo arabico) e citadas
durante a descricdo do texto. Cada tabela deve conter sua
respectiva legenda, citada acima, em espago duplo, em pagina
separada, no final do artigo depois das referéncias. As figuras
também devem estar localizadas em paginas separadas, no final
do texto, porém, as legendas devem estar localizadas a baixo.

- Discussédo: os resultados devem ser comparados com outros
trabalhos descritos na literatura, onde também podem ser feitas
as consideragdes finais do trabalho.- Conclusao: deve responder:
objetivamente aos questionamentos propostos.- Agradecimentos


http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html
http://www.journalexperts.com
http://www.journalexperts.com
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(quando houver): a assisténcias técnicas, laboratorios, empresas
e colegas participantes.

- Referéncias Bibliograficas: Essa secado sera elaborada de
acordo com as Normas Vancouver (disponiveis em:
www.icmje.org), devendo ser numeradas sequencialmente
conforme aparigdo no texto. E, as abreviagdes das revistas
devem estar em conformidade com o Index Medicus/ MEDLINE.

Todos os autores da obra devem ser mencionados. Exemplos —
Normas Vancouver:

Artigo de Revista:

1. Lima RC, Escobar M, Wanderley Neto J, Torres LD, Elias DO,
Mendongca JT et al. Revascularizacdo do miocardio sem

circulacdo extracorpoérea: resultados imediatos. Rev Bras Cir
Cardiovasc 1993; 8: 171-176.

Instituigdo como Autor:

1. The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical
exercise stress testing. Safety and performance guidelines. Med J
Aust 1996; 116:41-42.Sem indicacdo de autoria:1. Cancer in
South Africa. [editorial]. S Af Med J 1994, 84-85.

Capitulo de Livro:

1. Mylek WY. Endothelium and its properties. In: Clark BL Jr,
editor. New frontiers in surgery. New York: McGraw-Hill; 1998. p.
55-64.Livro:1. Nunes EJ, Gomes SC. Cirurgia das cardiopatias
congénitas. 2a ed. Sao Paulo: Sarvier; 1961. p.701.

Tese:


http://www.icmje.org
http://www.icmje.org
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1. Brasil LA. Uso da metilprednisolona como inibidor da resposta
inflamatéria sistémica induzida pela circulagdo extracorpoérea
[Tese de doutorado]. Sdo Paulo: Universidade Federal de Sao
Paulo, Escola Paulista de Medicina, 1999. 122p.Eventos:

1. Silva JH. Preparo intestinal transoperatério. In: 45° Congresso
Brasileiro de Atualizagdo em Coloproctologia; 1995; Sao Paulo.
Anais. Sdo Paulo: Sociedade Brasileira de Coloproctologia; 1995.
p.27-9.1. Minna JD. Recent advances for potential clinical
importance in the biology of lung cancer. In: Annual Meeting of
the American Medical Association for Cancer Research; 1984
Sep 6- 10. Proceedings. Toronto: AMA; 1984;25:293-4.

Material eletrénico:Artigo de revista:1. Morse SS. Factors in the
emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial online]
1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Disponivel
em: URL: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm

Livros:1. Tichenor WS. Sinusitis: treatment plan that works for
asthma and allergies too [monograph online]. New York: Health
On the Net Foundation; 1996. [cited 1999 May 27]. Disponivel

em : URL: http://www.sinuses.com

Capitulo de livro:

1. Tichenor WS. Persistent sinusitis after surgery. In: Tichenor
WS. Sinusitis: treatment plan that works for asthma and allergies
too [monograph online]. New York: Health On the Net Foundation;
1996. [cited 1999 May 27]. Disponivel em: URL: http://
www.sinuses.com/postsurg.htm

Tese:

1. Lourengo LG. Relagéo entre a contagem de microdensidade
vasal tumoral e o prognéstico do adenocarcinoma gastrico


http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm
http://www.sinuses.com
http://www.sinuses.com
http://www.sinuses.com/postsurg.htm
http://www.sinuses.com/postsurg.htm
http://www.sinuses.com/postsurg.htm
http://www.sinuses.com/postsurg.htm
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operado [tese online]. Sao Paulo: Universidade Federal de Sao
Paulo; 1999. [citado 1999 Jun 10]. Disponivel em: URL:http:/

www.epm.br/cirurgia/gastro/laercio

Eventos:

1. Barata RB. Epidemiologia no século XXI: perspectivas para o
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