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LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Manipulagdo dos arcabougos de PLGA+HA. A —
Arcaboucos prontos apdés a evaporacdo dos solventes e remocdo da
sacarose, inicialmente com o formato dos moldes cilindricos de 5 mm de
diametro por 2 cm de comprimento; B — Arcabougos seccionados por
discos diamantados em peca de mao, sob refrigeracdo constante para
evitar aquecimento; C — Arcabouco pronto para ser embalado e
esterilizado por radiacdo gama.

Figura 2 — Preparo da sinvastatina. Eppendorf direito contendo
solucdo “mae” de sinvastatina solubilizada a 6 mg/ml em solugdo 1:1 de
alcool etilico e, eppendorf esquerdo contendo a solugdo de trabalho a 4
mg/ml.

Figura 3 - Distribuicdo dos grupos em relacdo aos periodos
experimentais e as metodologias realizadas.

Figura 4 - Intervencdo cirdrgica experimental. A — Mesa de
estereotaxia; B — Animais com a parte dorsal do cranio tricotomizada e
posicionados sobre a mesa cirlirgica, em decubito ventral, com a cabeca
imobilizada em trés pontos fixos, com o auxilio da mesa de estereotaxia;
C — Area operatoria preparada assepticamente; D e E — Incisdo cutanea e
muscular; F — Tecidos adjacentes divulsionados; G — Incisdo e
descolamento do periésteo permitindo a exposi¢éo dos 0ssos parietais. O
grupo naive recebeu apenas este procedimento cirtrgico, seguindo para
a sutura dos tecidos; H e | — Nos demais grupos, sob irrigacdo constante
com solugdo salina, foram realizados dois defeitos 6sseos, um em cada
0ss0 parietal, laterais a sutura sagital. Os defeitos foram realizados com
0 auxilio de uma broca trefina de 5 mm de diametro externo; J — Tecidos
06sseos internos a trefina removidos. Pode-se visualizar parte do crénio,
Seus vasos sanguineos e a dura-mater expostas pelo defeito 6sseo. Esta
imagem também ilustra o tratamento realizado no grupo sham; K —
Fragmentos circulares dos tecidos 6sseos removidos; L — Aplicacdo de
sinvastatina (grupo sinvastatina isolado) sobre o defeito realizado no
lado direito da calota craniana. Da mesma maneira foi aplicado o
veiculo sobre o defeito; M — Adaptagdo do arcabougo sobre o defeito
realizado no lado direito. No grupo sinvastatina + arcabouco a
sinvastatina foi aplicada ao arcabouco sobre uma placa de Petri e, em
seguida, posicionados sobre o defeito 6sseo; N — Sutura do peridsteo. E
possivel observar, por transparéncia, a adaptacdo do arcabougo apos esta



sutura; O — Sutura dos tecidos subcutaneos e cutaneos. A ferida
cirtrgica foi limpa e o iodopovidine foi aplicado novamente.

Figura 5 — Remocdo das amostras dos tecidos moles adjacentes ao
defeito 6sseo. A — Primeiro dia de pos-operatorio do grupo sham; B —
Tecido incisado. E possivel observar a presenca de liquido do exsudato
inflamatdrio apds a incisdo; C — Remogao dos tecidos moles adjacentes
ao defeito dsseo; D — Fragmento removido.

Figura 6 — Teste imunoenzimatico para dosagem de citocinas. A —
Os tecidos foram transportados e mantidos constantemente em
recipiente contendo gelo; B — Fragmentacéo dos tecidos para facilitar a
homogeneizacdo; C - Os tecidos foram homogeneizados em
processador de tecidos Ultra-Turrax IKA T18 basic; D — As amostras
foram homogeneizadas em 1,6 ml de solucdo tampéo para citocinas; E —
Amostras imersas em solucdo tampéo; F e G — Homogeneizacdo dos
tecidos imersos em cuba contendo gelo; H — Homogenato pronto; | —
Homogenatos acondicionados em eppendorfs de 1,5 ml; J e K —
Centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min, a 4°C; L — O sobrenadante
obtido para as analises foi armazenado a -80°C; M e N — Leitura da
densidade optica utilizando-se filtros de 450 e 550 nm.

Figura 7 — Remocao das amostras para analise radiografica. A —
Primeiro dia de pos-operatorio do grupo sham; B — Calota craniana
exposta (grupo sham); C — Posicionamento da trefina; D — Calota
craniana exposta (grupo arcabouco 1 dia); E — Amostra removida; F —
Calota craniana exposta (grupo sinvastatina 60 dias); G — Calota
craniana exposta (grupo sinvastatina + PLGA+HA 60 dias); H —
Amostra removida, vista superior; I — Amostra removida, vista inferior.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos em relacdo aos periodos
experimentais e as metodologias realizadas.
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FDA — Food and Drug Administration
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min — Minuto(s)

ml — Mililitro(s)
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Naive — Controle positivo

NFxp — Fator Nuclear kappa beta (Nuclear Factor kappa beta)
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PA — Pureza absoluta

PBS — Tampdo salina-fosfato (Phosphate Buffered Saline)

pH — Potencial hidrogeni6nico

PLGA — Acido polilatico coglicélico
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TGFB1 — Fator de crescimento transformador beta 1 (Transforming
Growth Factor beta 1)

TNFao — Fator de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha)
UFSC — Universidade Federal de Santa Catarina

VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular  (Vascular
Endothelial Growth Factor)
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ENCARNACAO, 1. C. Analise do uso de sinvastatina e arcaboucos
de PLGA+HA no reparo 0sseo de defeitos criados na calota
craniana de ratos. 2012. 127p. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia
— Area de Concentragéo: Implantodontia) — Programa de Pés-Graduagéo
em Odontologia - Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

RESUMO

Este estudo avaliou a resposta tecidual e inflamatéria do uso de
sinvastatina e arcabougos de PLGA+HA no reparo ésseo de defeitos
produzidos na calota craniana de ratos. Um defeito de 5 mm de didmetro
foi criado em cada osso parietal de 180 animais, divididos em 6 grupos:
naive, sham, veiculo, arcabouco de PLGA+HA, sinvastatina (4 mg/ml) e
a combinagdo de arcabouco e sinvastatina. As intervencdes foram
realizadas somente no lado direito e o lado esquerdo serviu como
controle. Seis animais de cada grupo foram sacrificados nos 1, 7, 15, 30
e 60 dias pos-operatdrios para coleta das amostras teciduais. A analise
estatistica foi realizada por meio de andlise de variancia ANOVA,
seguida pelos testes de Tukey e Bonferroni para multiplas comparacdes
(p<0,05). A atividade inflamatoria foi avaliada nos dias 1, 7 e 15 por
meio da dosagem das citocinas TNFa e IL1P. A sinvastatina aumentou,
significativamente, os niveis de TNFa no periodo de 1 dia quando
comparado ao grupo naive (p<0,05). A presenca do arcabouco aumentou,
significativamente, os niveis de IL1J no periodo de 1 dia quando
comparado aos grupos naive (p<0,001), sham (p<0,001), veiculo
(p<0,001), sinvastatina + arcabouco (p<0,001) e, sinvastatina (p<0,01).
As analises de 7 e 15 dias mostraram queda nos niveis destas citocinas
em todos os grupos. O reparo ésseo foi avaliado por densitometria nas
radiografias das amostras de tecido dsseo, observando-se atraso na
mineralizagdo nos grupos veiculo e sinvastatina nas analises de 15 e 30
dias (p<0,01). Nos demais grupos ocorreu mineralizacdo progressiva a
partir do sétimo dia €, aos 60 dias, todos 0s grupos apresentaram valores
de densitometria estatisticamente semelhantes. N&o houve diferenca
estatistica em relacdo a mineralizacdo dos lados direito e esquerdo,
exceto entre o grupo sinvastatina + arcabouco do lado direito, com
densitometria superior ao lado esquerdo (p<0,001). Conclui-se que 0 uso
da sinvastatina e arcabougos de PLGA+HA, isolados ou associados, ndo
permitiram um melhor reparo ésseo quando comparados aos controles.
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ENCARNACAO, Isis Carvalho. Assessment of the association of
simvastatin and PLGA+HA scaffolds on bone repair in defects
created in rat calvaria. 2012. 127p. Dissertation (Master’s Degree in
Dentistry — Concentration Area in Implant Dentistry) — Post-Graduate
Program in Dentistry, Federal University of Santa Catarina -
Floriandpolis.

ABSTRACT

To evaluate tissue repair and inflammatory responses promoted by
simvastatin and PLGA+HA scaffolds in bone defects created in rat
calvaria. A 5-mm-diameter defect was created in each parietal bone of
180 animals, divided into 6 groups: naive, sham, vehicle, PLGA+HA
scaffold, simvastatin (4 mg/ml) and the combination of simvastatin and
scaffold. All the interventions were done only on the right parietal bone
while the left side served as control. Tissue sample collection was
performed on postoperative days 1, 7, 15, 30, and 60. Data were
statistically analyzed using ANOVA followed by post-hoc tests (p<0.05).
Tissue levels of TNFa and IL1B were evaluated on days 1, 7 and 15 in
order to assess the inflammation status. Simvastatin significantly
increased levels of TNFo on day 1 compared to the naive group (p
<0.05). The scaffold group significantly increased the levels of IL1j on
day 1 compared to naive (p <0.001), sham (p <0.001), vehicle (p
<0.001), simvastatin + scaffold (p <0.001), and simvastatin alone (p
<0.01) groups. In all groups, at 7 and 15 days, these cytokines showed a
decrease in levels. Bone healing was evaluated by densitometry on
radiographs of the bone tissue samples, indicating that there was a delay
in mineralization in vehicle and simvastatin groups until the 15" and
30" days (p <0.01). From the seventh day on, a progressive
mineralization was observed in all other groups while, within 60 days,
all groups showed statistically similar values of density. There was no
statistical difference between the sides, except between the right side of
simvastatin + scaffold, with higher density than the left (p<0.001). It
may be concluded that the use of simvastatin and scaffolds of PLGA +
HA, alone or in association, did not allow a better bone repair when
compared to controls.

KEY-WORDS: Bone repair, simvastatin, scaffold, PLGA+HA, TNFa,
IL1pB, osteogenesis.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Na odontologia, procedimentos de reconstrucdo Ossea Sdo
necessarios para reabilitacdo de pacientes edéntulos com rebordos
alveolares atroficos (CHIAPASCO et al., 2009). A exigéncia de uma
area doadora para essas reconstrucdes permanece como um desafio nos
dias atuais, pois embora 0 uso de enxerto 6sseo autdgeno seja o padrao-
ouro, as dificuldades relacionadas a quantidade limitada de material
0sse0 autdgeno disponivel nas areas doadoras intra e extraorais e as
frequentes morbidades e complicagcBes locais ainda sdo grandes
obstaculos (MCALLISTER; HAGHIGHAT, 2007). Tal fato tem
fomentado pesquisas na area de engenharia tecidual com base no
desenvolvimento de alternativas promissoras ao enxerto autogeno, como
0 uso de arcaboucos, fatores de crescimento e células-tronco
(HAMMERLE & KARRING 1998; BUSER et al., 2000; CORDEIRO,
et al., 2008; SAKAI, et al., 2010).

O papel dos arcaboucos no reparo Gsseo é servir como meio
para a osteoconducdo. Dessa maneira, devem apresentar resisténcia
mecanica para impedir compressdo e movimentacdo sobre a area,
biocompatibilidade para serem reabsorvidos pelo organismo sem
provocar qualquer tipo de alteragdo funcional ou estrutural, porosidade
capaz de permitir migracdo, adesao e proliferacdo celular, além de serem
capazes de carrear fatores de crescimento (EBERLLI, et al., 2009; SAITO,
et al., 2010). A hidroxiapatita (HA) é o principal componente inorgénico
da matriz dssea humana (DORAIRAJAN, et al., 2005), sendo a HA
sintética utilizada para reparar defeitos 0sseos devido a sua excelente
biocompatibilidade, propriedades osteocondutoras (ISHIHARA, et
al.,1992) e lenta degradacdo (BOULER, et al.,1993), apesar de ser um
material fragil e de baixa estabilidade mecanica (LOPES, et al., 1999).
Por outro lado, polimeros como o &cido polildtico coglicolico (PLGA)
produzem arcabougos muito estudados na engenharia de tecidos em
decorréncia de suas excelentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
biocompatibilidade, facil absor¢do, controle de sua macro e
microestrutura, e incorporacdo e liberacdo de proteinas com
substantividade (LANSMAN, et al., 2006; GOMEZ, et al., 2006). De
acordo com SUI et al. em 2007, e MESSIAS et al. em 2009, a adicéo de
HA ao polimero (PLGA+HA), associando as caracteristicas fisicas do
polimero as quimicas da HA, possibilitou maior crescimento de
osteoblastos, adesdo celular e sintese de coldgeno quando comparado
aos arcaboucos de PLGA sem HA. Essa diferenca parece estar
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relacionada ao tipo celular, jA que a HA é um componente do tecido
0sseo e, por isso, tem maior afinidade a osteoblastos (SUI, et al., 2007).

Em direcdo a osteogénese, as proteinas 6sseas morfogénicas
(BMPs), presentes na matriz extracelular, sdo a familia mais importante
de fatores de crescimento para o reparo 0sseo e possuem uma grande
variedade de atividades biolégicas incluindo a inducdo de tecidos
cartilaginoso e désseo, diferenciacdo, proliferacdo celular e apoptose
(JANSEN, et al., 2005). A utilizacdo de uma dosagem Unica de rhBMP-
2 exoOgena tem sido questionada por ndo induzir o estimulo adequado
para a osteoinducdo devido a sua rapida meia vida, principalmente
guando a situacdo clinica é de grandes defeitos Gsseos, ou quando o
potencial bioldgico do hospedeiro estd comprometido de alguma forma
(DRAGOO, et al., 2003). Portanto, a associacdo de fatores de
crescimento a biomateriais como carreadores, para promover a liberagéo
lenta e gradual desses fatores de crescimento, tém sido o alvo de muitas
pesquisas com resultados favoraveis a osteoinducdo (JANSEN, et al.,
2005; KAO, et al., 2009; LING-LING, et al., 2010; NEVINS; LIN, et al.,
2011; REYNOLDS, et al., 2011).

Associado a isso, estudos na area de engenharia genética tém
mostrado que a BMP-2 pode promover a diferenciagdo osteogénica das
células-tronco mesenquimais e melhorar a produgdo de matriz
extracelular no processo de reparo 6sseo por transfecgdo de genes de
BMP-2 (ASAHARA, et al., 2000; ZHENG, et al., 2004; SUGIYAMA,
et al., 2005; PHILLIPS, et al., 2007). No entanto, devido aos riscos e
altos custos das terapias génicas e fatores de crescimento, como a falta
de controle de atuacdo desses fatores (devido a cinética de liberacdo
complexa, uso de dosagens ndo fisioldgicas, duracdo da expressdo dos
genes, imunogenicidade e seguranca a longo prazo), deve-se assumir
maior cautela para o seu emprego (BODEN, 1999; DOLL, et al., 2001,
RIOS, et al., 2011; CASAGRANDE, et al., 2011). Por esses motivos,
existe ainda a tentativa de encontrar outros compostos farmacoldgicos
que possam regular favoravelmente os fatores de crescimento
intrinsecos, para estimular a osteogénese e associa-los a substitutos
osteocondutores, reduzindo os riscos e 0s custos dessas terapias, sem
prejuizo da efetividade para a regeneracao 6ssea.

Neste contexto, devemos considerar 0 uso da sinvastatina.
Assim como a rhBMP-2, as estatinas sdo aprovadas pelo Food and Drug
Administration. No entanto, os niveis requeridos de rhBMP-2 para a
regeneracdo 0ssea sdo mais de 6 vezes maiores que a quantidade de
BMP enddgena (SERVICE, 2000). As estatinas sdéo moléculas menores,
estaveis, ndo susceptiveis a degradacdo proteolitica e facilmente
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sintetizadas, o que faz com que seu custo seja 16.000 vezes menor que a
producdo de rhBMP-2 (MUNDY, et al., 1999). As estatinas sdo potentes
redutores da sintese do colesterol, amplamente utilizadas devido a sua
capacidade de inibir a coenzima A hidroxi-metilglutaril (HMG-CoA)
redutase que estd envolvida na sintese do colesterol enddgeno,
bloqueando a conversdo do HMG-CoA em mevalonato (ZHANG, et al.,
1997) e, portanto, Uteis no tratamento de hipercolesterolemia, um fator
de risco essencial para a aterosclerose. Por essa e outras vias de a¢do, a
sinvastatina apresenta inimeros efeitos pleiotrpicos, que sdo
acompanhados por numerosos outros efeitos cardioprotetores, afetando
guase todo o processo de aterogénese, desde a injdria endotelial inicial
até a progressao e reparo das lesdes de aterosclerose, além de influenciar
a agregacdo plaquetaria e a deposicdo de trombos (LACOSTE, et al.,
1995; DUBUC, et al., 2004). Destaca-se ainda sua a¢do anti-inflamatoria
e antioxidante (SAKODA, et al., 2006; NAKA, et al., 2008), estimulo a
angiogénese (KUREISHI, et al., 2000), reducédo dos peptidios amildides
relacionados ao mal de Alzheimer (FASSBENDER, et al., 2001,
KOJRO, et al., 2001) e supressdo da ativacdo de linfécitos T (KWAK, et
al., 2000).

A atuacdo da sinvastatina sobre o tecido 6sseo foi
primeiramente descrita por Mundy et al. em 1999, que demonstraram
gue as estatinas estimulam a formag&o dssea in vivo em roedores e sdo
capazes de aumentar o volume de novo 0sso em cultura de células
derivadas da calvaria de camundongos. Seu efeito foi descrito como
aumento do nivel de expressio de BMPs nas células osseas e
estimulacdo da formacdo éssea (MUNDY, et al., 1999; SUGIYAMA, et
al., 2000; OHNAKA, et al., 2001; MAEDA, et al., 2001 e 2004;
MACIEL-OLIVEIRA, et al., 2011). A sinvastatina induz a diferencia¢éo
dos osteoblastos antagonizando a ativacdo da proteina quinase pelo
TNFa, revertendo seus efeitos supressores ¢ prevenindo a inibigdo de
BMP-2 mediada pela fosforilacdo das Smads 1/5/8, ativando a cascata
de BMP, resultando na expressdo de Runx2 e na atividade de fosfatase
alcalina (YAMASHITA, et al., 2008). Além disso, as estatinas também
aumentaram acentuadamente a expressdo de genes para VEGF em
células da linhagem osteoblastica. Dessa forma, BMPs e VEGF
interagem para estimular a formacg&o 6ssea pelos osteoblastos (MAEDA,
et al., 2001; DECKERS, et al., 2002). LIU et al., em 2008, também
observaram aumento na expressdo de TGFp1, BMP-2 e VEGF ap6s a
administracdo local de sinvastatina, uma semana apds a extracdo de
dentes, associados ao aumento temporal na expressdo de marcadores
osteogénicos como fosfatase alcalina e mineralizagcdo, assim como
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aumentou a expressao de sialoproteina déssea, osteocalcina e colageno
tipo 1. O aumento da expressdo desses fatores de crescimento é
semelhante ao que ocorre no processo de reparo. As células endoteliais
produzem BMP-2 para a diferenciagdo de células osteoprogenitoras e 0s
osteoblastos produzem altos niveis de VEGF estimulando o processo de
diferenciacdo endotelial e angiogénese, fundamentais para a
neovascularizagdo da area afetada. Essa interacdo de fatores de
crescimento é benéfica, pois regula o processo de reparo e também tem
sido objeto de estudos em engenharia tecidual, e apontam que a
associacdo de fatores de crescimento mimetiza os eventos moleculares
enddgenos (MAEDA, et al., 2003; TAKENAKA, et al., 2003; WALTER,
et al., 2004; UNGER, et al., 2010). Entretanto, seu efeito pro-
angiogénico ocorre em baixas dosagens administradas em experimentos
in vitro e in vivo, correspondendo aos niveis fisiol6gicos encontrados na
pratica clinica. Em contrapartida, efeitos antiangiogénicos foram
observados em altas dosagens e niveis toxicos de sinvastatina (WEITZ-
SCHMIDT, 2002).

A administracdo de sinvastatina inclui geralmente a via oral,
injecdes maltiplas em lesdes e a aplicacdo local em materiais especificos.
A concentracdo de estatina disponivel nos tecidos quando se utiliza
administragdo oral € menor que 2,4% (SERVICE, 2000), sendo
insuficiente para a estimulagdo de formagdo Gssea em defeitos peri-
implantares (JADHAV; JAIN, 2006; MA, et al., 2008). Entretanto, ja foi
observada associagdo do uso de sinvastatina em pacientes idosos com
melhora na densidade dssea e reducgdo do risco a fraturas de quadril
(WANG, et al., 2000; MAEDA, et al., 2001; WU, et al., 2008). Uma
opcao é injetar sinvastatina diretamente no local de agéo, em fraturas ou
defeitos, porém, sdo ineficientes devido a rapida difusdo de sua
molécula de baixo peso molecular, requerendo injecdes repetidas para
obter o efeito desejado. Além disso, altas concentracdes locais de
estatina podem ser tdxicas devido a reducdo dréstica da producdo de
colesterol, substancia importante para manter a integridade das
membranas celulares (WHANG, et al.,, 2005). Estudos prévios
mostraram que injecdes multiplas de estatina ndo séo condutoras para o
tratamento de defeitos de furca classe Il e defeitos intradsseos em cées
(MORRIS, et al., 2008).

A sinvastatina, assim como os fatores de crescimento, requer
um meio adequado para controlar a sua liberagdo local para permitir a
formacdo 6ssea. Estudos recentes testaram o efeito da aplicacdo local de
sinvastatina associada a diferentes carreadores, como a gelatina (OZEC,
et al., 2008), é&cido polilactico coglicdlico (WU, et al., 2008),
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nanoparticulas adicionadas ao PLGA (HO, et al., 2011), sulfato de
célcio (NYAN, et al., 2007) e beta tricélcio fosfato (NYAN, et al., 2009),
e tém demonstrado potencial em aumentar a formacdo 6ssea (PARK,
2009). Apesar disso, ndo ha um consenso do carreador ideal para a
sinvastatina nos defeitos 6sseos e mais estudos s&o necessarios.

Em estudo histologico, foi observada baixa atividade de
fosfatase 4&cida tartrato-resistente ap6s uso oral de sinvastatina,
indicando diminuicdo de atividade osteoclastica (MUNDY, et al., 1999).
MACIEL-OLIVEIRA et al., em 2011, avaliando o uso de sinvastatina
em gel em defeitos criados no processo alveolar de ratos, além de
observarem formacao éssea mais rapidamente nos defeitos tratados com
sinvastatina, mostraram também a auséncia de osteoclastos nestas
amostras. As estatinas inibiram, in vitro, a reabsorcdo 6ssea por meio da
supressdo da cascata do mevalonato, bloqueando a prenilagdo de
moléculas sinalizadoras essenciais para a atividade osteoclastica
(STAAL et al.,, 2003). MOON et al.,, em 2011, mostraram que a
sinvastatina inibe a osteoclastogénese induzida pela cascata de RANKL,
por meio da inibi¢do da sinalizacéo induzida pelo ROS (MOON, et al.,
2011). Além disso, a sinvastatina parece inibir também a inducdo de
metaloproteinase-9 que esta relacionada a reabsorcdo 6ssea (KIM, et al.,
2009).

A maior limitacdo & aplicacdo clinica de sinvastatina para a
regeneracdo dssea € 0 meio apropriado de entrega e liberacdo. Baixas
doses ndo tém impacto na formacao 6ssea, enquanto que altas dosagens
estdo associadas a uma alta citotoxicidade e estimulo de processo
inflamatdrio, atrasando o reparo. Inflamacé&o significante do tecido mole
foi observada quando utilizadas altas concentra¢bes (THYLIN, et al.,
2002; STEIN, et al., 2005; NYAN, et al., 2007). A liberagdo pelo
carreador da droga também tem papel importante na concentracéo local
e na efetividade da sinvastatina (LIMA, et al., 2011). STEIN et al., em
2005, utilizando 0,1 mg de sinvastatina em gel de metil-celulose néo
observaram a estimulacdo de formacdo dssea, enquanto que NYAN et
al., em 2009, utilizaram a mesma quantidade de sinvastatina combinada
com beta tricdlcio fosfato e reportaram formacdo de tecido dsseo,
resultados melhores do que com as dosagens de 0,25 e 0,5 mg de
sinvastatina. Quando utilizadas dosagens superiores a 2,2 mg houve
exacerbacdo do processo inflamatério e inibigdo da formacéo 6ssea.

A incorporacdo de substancias aos arcaboucos de PLGA
permite que, durante a sua degradacdo em acido latico, sejam liberadas
moléculas de sinvastatina por até 6 semanas, in vitro (WHANG, et al.,
2005). A administracdo local de 1,2 mg de sinvastatina, carregada por
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PLGA, promoveu a formagao de novo 0sso e reparo de alvéolos de ratos
e manteve a altura residual do rebordo alveolar (WU, et al., 2008). Da
mesma maneira, resultados favoraveis a formacao de tecido 6sseo foram
demonstrados em outros estudos (NYAN, et al., 2007 e 2009; OZEC, et
al., 2008; WU, et al., 2008; PARK, et al., 2009; HO, et al., 2011).

Frente aos resultados promissores da associagdo da sinvastatina
aos arcaboucos poliméricos no reparo 6sseo como alternativa aos
enxertos 6sseos autdgenos, foi questionado se a presenca de HA no
arcabougo poderia melhorar a eficacia deste material, acelerando o
processo de reparo, uma vez que suas propriedades osteocondutoras
podem amplificar os beneficios dos arcaboucos de PLGA. Além disso, 0
efeito da sinvastatina ainda permanece controverso frente & exacerbagéo
do processo inflamatério.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, a
capacidade osteoindutora da sinvastatina em arcabougos de PLGA+HA
e reacdes inflamatdrias associadas ao seu uso.

Obijetivos Especificos:

a) Awvaliar comparativamente, pela densitometria visualizada por
radiografias, a mineralizacdo éssea nos tempos de 1, 7, 15, 30 e
60 dias de pds-operatério (PO) presente nos grupos
experimentais.

b) Avaliar comparativamente, por meio de método ELISA, a
concentracdo de citocinas presentes nos tecidos moles de
revestimento da calvaria, nos periodos de 1, 7 e 15 dias ap6s a
implantacdo dos arcabougos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual e inflamatéria do
uso da sinvastatina e arcaboucos de PLGA+HA no reparo 6sseo. Para
tanto, foram confeccionados dois defeitos de 5 mm de didmetro na
calota craniana de 180 ratos, divididos em 6 grupos: naive, sham,
veiculo, arcabougco de PLGA+HA, sinvastatina (4 mg/ml) e a
combinacdo de arcabouco e sinvastatina. As amostras teciduais foram
coletadas nos periodos de 1, 7, 15, 30 e 60 dias pds-operatérios. Os
achados foram submetidos a analise estatistica usando ANOVA seguido
de testes post-hoc (p<0,05). A atividade inflamatéria foi avaliada por
meio da dosagem de IL1B e TNFa. No periodo de 1 dia houve maior
expressdo dessas citocinas nos grupos arcabougo e sinvastatina (p<0,001
e p<0,05, respectivamente). O reparo Osseo foi avaliado pela
densitometria nas amostras de tecido dsseo e apontou que no periodo de
60 dias todos o0s grupos apresentaram valores de densitometria
semelhantes entre si, apesar de ter ocorrido atraso no inicio da formacao
0ssea no grupo sinvastatina (p<0,01). Pode-se concluir que o uso da
sinvastatina e arcaboucos de PLGA+HA, isolados ou associados, ndo
promoveram um melhor reparo 6sseo quando comparados aos controles.
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RELEVANCIA CLINICA

Tem sido investigado o efeito osteogénico do uso local de sinvastatina
em reparos 0sseos. As associagdes de arcabougos e sinvastatina
apresentaram grande potencial para aumentar a formacdo 6ssea, porém
ndo ha estudos avaliando a associacao dessa substancia a arcaboucgos de
PLGA e hidroxiapatita, um componente do tecido 6sseo. Neste estudo,
ndo se observou melhora na formacdo dssea quando empregados
sinvastatina e arcabouco, associados ou ndo, em relacdo aos controles e,
ainda, verificou-se aumento da expressdo de citocinas inflamatérias no
periodo inicial de reparo. Esses achados indicam a importancia de
avaliarmos o processo de reparo do seu inicio até a mineralizacéo final e
que ainda ha fatores a serem controlados para otimizar os efeitos
osteogénicos da sinvastatina nesses arcaboucos.
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INTRODUCAO

Na odontologia, procedimentos de reconstrucdo Ossea Sdo
necessarios para a reabilitagdo de pacientes edéntulos com rebordos
alveolares atroficos (Chiapasco et al. 2009). A exigéncia de uma area
doadora para essas reconstru¢es permanece como um desafio nos dias
atuais, pois embora o0 uso de enxerto ésseo autdégeno seja o padrdo-ouro,
as dificuldades relacionadas a quantidade limitada de material Gsseo
autogeno disponivel, e as frequentes morbidades e complicacGes locais,
ainda sdo grandes obstaculos (McAllister & Haghighat 2007). Tal fato
tem fomentado pesquisas na area de engenharia tecidual com base no
desenvolvimento de alternativas promissoras ao enxerto autogeno, como
0 uso de arcaboucos, fatores de crescimento e células-tronco (Hammerle
& Karring 1998; Buser et al. 2000; Cordeiro et al. 2008; Sakai et al.
2010).

A sinvastatina ¢ uma estatina sintética e apresenta, dentre seus
diversos efeitos pleiotrépicos, um efeito osteogénico, comprovado pelo
aumento da expressio de TGFB1, BMP-2 e VEGF apds sua
administracdo local e consequente aumento na expressdo de marcadores
osteogénicos como colageno tipo |, osteocalcina, sialoproteina 6ssea,
fosfatase alcalina e mineralizacdo (Mundy et al. 1999; Deckers et al.
2000; Sugiyama et al. 2000; Ohnaka et al. 2001; Maeda et al. 2001 e
2004; Liu et al. 2008; Yamashita et al. 2008; Maciel-Oliveira et al.
2011), adequando-se a busca de compostos farmacol6gicos capazes de
regular favoravelmente os fatores de crescimento intrinsecos para
estimular a osteogénese e associa-los a substitutos osteocondutores.
Além disso, seu uso requer menores custos que as terapias génicas ou
com fatores de crescimento, 0s riscos sdo menores e nao ha prejuizo da
efetividade para a regeneracdo éssea.

Estudos recentes testaram o efeito da aplicacdo local de
sinvastatina associada a diferentes carreadores e tém demonstrado seu
potencial para estimular a formacdo 6ssea (Ozec et al. 2008, Wu et al.
2008, Nyan et al. 2007 e 2009, Ho et al. 2011). Entretanto, ndo ha um
consenso em relagcdo ao carreador ideal para a sinvastatina e mais
estudos sdo necessarios. Os polimeros, como 0 PLGA, sdo arcabougos
muito estudados na engenharia de tecidos em decorréncia de suas
excelentes propriedades fisico-quimicas e biolégicas,
biocompatibilidade, taxas diferentes de degradagdo, facil absorgdo,
controle de sua macro e microestrutura, e incorporacdo e liberacdo de
proteinas com substantividade (Gomez et al. 2006; Lansman et al. 2006).
De acordo com Sui et al. em 2007, e Messias et al. em 2009, a adigéo de
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HA ao polimero (PLGA+HA), associando as caracteristicas fisicas do
polimero a&s quimicas da HA, possibilitou maior crescimento de
osteoblastos, adesdo celular e sintese de coldgeno quando comparado
aos arcaboucos de PLGA sem HA. Essa diferenca parece estar
relacionada ao tipo celular, ja que a HA é um componente do tecido
0sseo e, por isso, tem maior afinidade a osteoblastos (SUI, et al., 2007).
Apesar disso, a literatura ndo apresenta estudos que avaliem a
associagdo de sinvastatina a arcaboucos de PLGA+HA.

Frente aos resultados promissores da associacdo da sinvastatina
aos arcaboucos poliméricos no reparo 6ésseo como alternativa aos
enxertos 6sseos autogenos, foi questionado se a presenca de HA no
arcabouco poderia melhorar a eficacia deste material, acelerando o
processo de reparo, uma vez que suas propriedades osteocondutoras
podem amplificar os beneficios dos arcaboucos de PLGA. Além disso, 0
efeito da sinvastatina ainda permanece controverso frente & exacerbagéo
do processo inflamatério. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar, in
vivo, a capacidade osteoindutora da sinvastatina em arcaboucos de
PLGA+HA e reacdes inflamatdrias associadas ao seu uso.

MATERIAIS E METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
sob o numero de protocolo PP00689.

Foram utilizados 180 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar)
adultos (20 - 24 semanas) pesando aproximadamente 180g,
considerando 6 animais para cada grupo: naive, sham, veiculo,
arcabouco, sinvastatina e sinvastatina + arcabougo, e 0s tempos
experimentais de 1, 7, 15, 30 e 60 dias, para avaliar inicialmente a
resposta inflamatéria aguda e cronica, bem como o inicio até a
maturacdo da mineralizacdo dssea. Os animais foram mantidos sob
condices similares, em sala com 22°C +/- 2°C, 60% +/- 5% de umidade
e em ciclo claro/escuro de 12/12h. Os ratos foram alimentados (ad
libitum) com dieta sélida padrdo e Aagua. Os experimentos foram
realizados apds um periodo de 3 dias de aclimatag&o.

Obtencao e preparo do arcabougo de PLGA+HA

Os arcabougos foram produzidos com copolimero de &cido
polilatico coglicélico associado a hidroxiapatita (PLGA+HA), e obtidos
pela técnica de evaporacgdo de solvente. O copolimero de &cido polilatico
coglicélico (PLGA) (Resomer, Evonik Ind., Essen - Alemanha), na
proporcao 82:18 (m:m), foi dissolvido em cloroférmio PA (ChCl; —
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Synth — LabSynth, Diadema, Sdo Paulo - Brasil) (10% m/v), em
temperatura ambiente. Apos a dissolucdo completa do polimero, foram
adicionados particulas de sacarose (Microbiology — Merck, Darmstadt
Alemanha) (75% m/v) com granulagdo inferior a 500 pm, bem como
particulas de 50 pum de hidroxiapatita (30% m/v) (Genphos Genius,
Baumer, Mogi Mirin, Brasil). Essa solugdo foi vertida em moldes
cilindricos de 5 mm de diametro. Apos a evaporacdo de solvente, a
sacarose foi removida usando-se &lcool polivinilico PS ((C,H4O)n,
Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro). A peca foi seccionada com
disco diamantado para obtencdo de amostras com espessura de 1 mm
para adaptacdo no defeito Gsseo criado na calvaria dos ratos. Os
arcaboucos foram esterilizados por radia¢do gama.

Preparo da sinvastatina

A sinvastina foi solubilizada em uma concentracéo de 6 mg/ml,
com solucdo 1:1 de alcool etilico (Alcool Etilico PA, Vetec Quimica
Fina Itda, Rio de Janeiro) e PBS (pH7,4). Desta solugdo “mae” foram
removidos 33 pl e adicionados 17 pl de PBS para obter em 50 pl, 0,2 mg
de sinvastatina (4 mg/ml), que foram aplicados durante o experimento
aos arcaboucos de PLGA+HA previamente a sua implantacdo, ou
diretamente sobre o defeito 6sseo no grupo em que foi testada
isoladamente. Um grupo recebeu somente o veiculo para avaliar
possiveis interferéncias do alcool etilico a 33% na solugdo tamponada.

Intervencao cirdrgica

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma
combinagdo de 90 mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (Cetamin,
Syntec, Cotia — Sdo Paulo) e 10 mg/kg cloridrato de xilazina 2%
( Xilazin, Syntec, Cotia — S&o Paulo). A parte dorsal do cranio foi
tricotomizada e preparada assepticamente com algoddo embebido em
solugdo de iodopovidine (Povidine, Johnson & Johnson, S&o José dos
Campos, Sédo Paulo), com o animal posicionado sobre a mesa cirlrgica
em decubito ventral e com a cabeca imobilizada em trés pontos fixos
com o auxilio de uma mesa para estereotaxia.

Foi utilizada técnica cirdrgica descrita previamente (Thylin et al.
2002; Nyan et al. 2007 e 2009; Calixtro et al. 2011; Lima et al. 2011).
Uma incisdo cutdnea e muscular de 15 a 20 mm de comprimento foi
realizada na porcéo posterior da calvéria ao longo da sutura sagital, com
auxilio de bisturi e lamina n° 15 (Swann-Morton® Surgical Blades,
Inglaterra). A pele e o tecido subcutaneo foram refletidos e, em seguida,
os tecidos subjacentes foram divulsionados com o auxilio de uma
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tesoura pequena com extremidade romba e pinga de disseccdo até a
exposicdo do peridsteo, que foi incisado permitindo a exposi¢do do 0sso
parietal.

Dois defeitos 6sseos foram realizados, um em cada 0sso parietal,
laterais a sutura sagital (lado direito e lado esquerdo). Os defeitos foram
realizados com o auxilio de uma broca trefina de 5 mm de diametro
(Neodent®, Curitiba - Parand) sob irrigacdo constante com solucéo
salina para prevenir o superaquecimento das paredes ésseas. Esse
procedimento foi realizado delicadamente para evitar danos a dura-
mater. Em todos os animais, os grupos experimentais (PLGA+HAJ/SIN,
PLGA+HA ou SIN) foram implantados no defeito do lado direito e o
lado esquerdo serviu como controle interno para observar se a
sinvastatina utilizada no preenchimento do defeito influenciou o reparo
do lado contralateral. O grupo naive serviu de pardmetro para
comparagdo, por ser a condicdo natural. O peridsteo e o tecido
subcutaneo foram reposicionados e suturados com fio de sutura Vicril
4.0 (Ethicon, Johnson&Johnson Company, SP, Brasil) e o tecido
cutaneo com fio Nylon 5.0 (Ethicon, Johnson&Johnson Company, SP,
Brasil). Os animais foram monitorados diariamente para observagdo e
tratamento de qualquer intercorréncia.

Remocéao das amostras

Para avaliar os defeitos imediatamente ap6s a cirurgia, bem
como a formagdo 6ssea e a remodelacéo do defeito, decorridos 1, 7, 15,
30 ou 60 dias pos-operatorios, as amostras do tecido mole sobre a area
do defeito Osseo foram removidas para andlise de citocinas.
Imediatamente apds, a regido sobre os o0ssos parietais foi dissecada e
permitiu a coleta das amostras 6sseas com brocas trefinas de 10 mm de
diametro para analise por raios-X.

Quantificacio dos niveis de citocina tecidual pelo teste ELISA

Para investigar a dosagem de citocinas pro-inflamatdrias
presentes na area adjacente ao defeito 6sseo, o tecido mole localizado
sobre a regido dos defeitos foi removido, pesado, congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para posterior utiliza¢&o.

O tecido foi cortado em partes menores e homogeneizados em
processador de tecidos (Ultra-Turrax IKA T18 basic, IKA®, Alemanha)
em volume fixo de 1,6 ml de solucdo tampdo para citocinas de PBS
(solugdo tampdo salina-fosfato) contendo Tween 20 (0,05%), EDTA 10
mM, cloreto de benzamet6nio 0,1 mM , 0,5% de BSA (albumina de soro
bovino), 0,4 M de NaCl, aprotinina 2 ng/ml, e fluoreto de
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fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,1 mM. O homogenato foi transferido para
eppendorfs, centrifugado a 10.000 rpm por 10 min, a 4°C, e o0
sobrenadante obtido foi coletado e armazenado a -80°C para as analises.
A proteina total foi quantificada pelo método de Bradford (1976).
Aliquotas de 100 pl das amostras foram utilizadas para mensurar 0s
niveis de TNFa e IL1p utilizando kits de ensaio imunoenzimatico para
citocinas anti-rato (ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN), conforme
as instrucBes do fabricante. A absorbancia de todas as citocinas foi
mensurada em leitor de microplacas nos comprimentos de onda de 450 e
550 nm.

Processamento e andlise radiografica

Para a avaliacdo radiografica, foram realizadas radiografias
digitais das amostras apds a sua remocdo com trefina de 10 mm de
diametro (Neodent®, Curitiba - Parand) e fixacdo para anélises
posteriores. Foi utilizado um sensor radiografico digital (Digora Optime,
Soredex, Alemanha) paralelamente as amostras. As radiografias foram
realizadas em equipamento de raios X (Gendex 765DC, Gendex Dental
Systems, Inglaterra) sob as seguintes condigdes: 8mA; 70KVp; distancia
focal de 30cm; 0,32s de exposicao.

A densitometria 6ssea no local das amostras foi determinada
pela andlise dos tons de cinza, calculada com o auxilio do software
ImageJ64 (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) que
forneceu a média e o desvio padrdo dos tons de cinza nessas regides pré-
determinadas por meio da linha de histograma. As imagens foram
analisadas duas vezes pelo mesmo observador, previamente calibrado.

Analise estatistica

Uma andlise descritiva das observacdes foi realizada para todas
as amostras e para todos os grupos estudados. Os resultados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). A comparagéo
entre 0s grupos e a andlise estatistica de possiveis dados obtidos das
observacOes foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias
(ANOVAZ2) e 3 vias (ANOVABR), seguida pelos Tukey e Bonferroni para
multiplas comparagdes. O nivel de significancia foi estabelecido como
p<0,05.

RESULTADOS
Avaliacao dos niveis de citocinas pré-inflamatérias no tecido mole



50

O teste Anova2 comparando grupos e periodos revelou uma
diferenca significante entre os valores de TNFa das amostras coletadas
observadas pelo efeito de interagdo (F=12,9; p<0,05). Considerando 0s
efeitos principais, houve interacdo entre os periodos (F=8,11; p<0,001),
mas ndo entre os grupos (F=0,3; p>0,05).

A figura 1A apresenta os resultados das dosagens de TNFa no
tecido mole adjacente. Pode-se observar que a presenca de sinvastatina
no defeito dsseo aumentou, significativamente, os niveis de TNFa no
periodo de 1 dia quando comparado ao grupo naive (p<0,05). Ja nos
periodos de 7 e 15 dias observou-se uma queda nos niveis desta citocina
em todos os grupos, com diferenca significante apenas no grupo
arcabouco entre os periodos de 1 dia quando comparado a 7 e 15 dias
(p<0,05). A sinvastatina, quando associada ao arcabouco, apresentou
niveis de TNFa semelhantes ao naive.

Da mesma maneira que para o TNFa, o teste Anovaz,
comparando grupos e periodos, revelou uma diferenca significante entre
as concentracdes de IL1pB das amostras coletadas observadas pelo efeito
de interacdo (F=14,65; p<0,05). Considerando os efeitos principais,
houve interacdo entre os grupos (F=2,1; p<0,05) e os periodos (F=27,06;
p<0,001).

A figura 1B apresenta os achados da avaliacdo dos niveis de
IL1B no tecido mole. A presenca do arcabougo sozinho aumentou,
significativamente, os niveis desta citocina no periodo de 1 dia quando
comparado com 0s grupos naive (p<0,001), sham (p<0,001), veiculo
(p<0,001), sinvastatina + arcabougo (p<0,001) e sinvastatina (p<0,01).
Da mesma maneira, observou-se uma reducgdo nos niveis de IL1P nos
tempos de 7 e 15 dias, entretanto, foi observada diferenca significante
nos grupos veiculo e arcabougo entre os periodos de 1 dia quando
comparados com 7 e 15 dias (p<0,05), e no grupo sinvastatina quando
comparados 1 dia com 15 dias.

Densitometria dssea

Para analise da mineralizacdo dssea, obtida por densitometria,
os dados foram submetidos a estatistica descritiva, média e erro padrdo
da média (Tabela 1). Na comparacdo individual entre os grupos pelo
teste de Tukey, o grupo tratado apenas com sinvastatina obteve resultado
significativamente inferior ao naive e arcabouco (p<0,001). O grupo
com arcabouco foi equivalente ao naive e ambos significativamente
superiores a todos os grupos (p<0,001). As demais comparacGes foram
equivalentes (Figura 2A). O periodo de 60 dias foi significativamente
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superior a todos os periodos, enquanto que todos os demais foram
equivalentes (Figura 2B).

O teste Anova2, comparando grupos e periodos, revelou uma
diferenca significante entre os valores de densidade das amostras
coletadas observadas pelo efeito de interagdo (F=2,01; p<0,001).
Considerando os efeitos principais, houve interacdo entre 0s grupos
(F=6,57; p<0,001) e os periodos (F=8,95; p<0,001), mostrando que
esses efeitos ndo podem ser analisados separadamente.

Os valores de densitometria, expressos em graus de cinza,
foram superiores e equivalentes entre si nos grupos: naive, nos periodos
de 1, 15, 30 e 60 dias; sinvastatina + arcabouco, no periodo de 60 dias;
veiculo, no periodo de 30 e 60 dias; arcabouco em todos os periodos;
sham, no periodo de 1, 15, 30 e 60 dias; e Sinvastatina, no periodo de 1
dia. Os grupos sinvastatina 15 e 30 dias e o veiculo 7 dias sdo
equivalentes entre si e significativamente inferiores aos demais grupos e
periodos. Outras comparagdes entre as médias ndo mostraram diferencas
significantes (Figura 3A).

Devido & possivel difusdo da sinvastativa, além das
comparagdes citadas anteriormente, foi aplicado o teste ANOVA3 para
realizar a comparacgdo entre grupos, periodos e a localizacdo do defeito,
uma vez que o lado direito recebeu o tratamento e o lado esquerdo
serviu apenas como controle para observar esta interacdo. Neste caso,
foram comparados apenas 0s grupos com presenca de sinvastatina
(sinvastatina + arcabougo e sinvastatina sozinha) e os grupos sham e
naive. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca estatistica entre
os lados, enquanto que as demais caracteristicas repetiram os achados
demonstrados no teste ANOVAZ2, exceto com a interacdo entre grupos
vs lados, em que houve significancia estatistica (F=8,24; p<0,0001).
Nesse caso, 0s dados podem ser mais bem observados nas comparagdes
pelo teste de Tukey e pela figura apresentada (Figura 3B).

DISCUSSAO

A descoberta do potencial da sinvastatina como estimulador do
processo de osteogénese e formacdo de novo 0sso (Mundy et al. 1999)
chamou a atencdo para a busca de compostos farmacolégicos que
poderiam regular favoravelmente os fatores de crescimento intrinsecos,
como TGFB1 (Liu et al. 2008), BMP-2 (Mundy et al. 1999; Sugiyama
et al. 2000; Maeda et al. 2001 e 2004; Ohnaka et al. 2001) e VEGF
(Maeda et al. 2001), e associa-los a substitutos osteocondutores para
promover a formagdo de novo 0sso; pois, até entdo, a maioria das drogas
disponiveis e utilizadas para o tratamento de doencas do tecido 6sseo
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como os bifosfonatos, estrogénio e calcitonina atuavam inibindo o
processo de reabsorcdo dssea pela reducdo do turnover dsseo (Cremers
& Papoulos 2011). Deste modo, o propésito deste estudo foi associar a
sinvastatina ao arcabouco de PLGA+HA para combinar suas
propriedades osteoindutoras e osteocondutoras.

A mineralizacdo dos defeitos 6sseos foi avaliada e, quando as
densitometrias dos grupos entre 1 e 60 dias foram comparadas, 0
tratamento com arcaboucgos foi semelhante ao naive, indicando que o
arcabouco de PLGA+HA atuou efetivamente como osteocondutor para a
formacdo dssea, confirmando estudos prévios que apontam o potencial
dos arcaboucos de PLGA isoladamente (Gémez et al. 2006; Lansman et
al. 2006) ou associados a HA (Sui et al. 2007). Entretanto, a
densitometria, neste caso, possivelmente é influenciada pela
radiopacidade da HA presente no arcabouco que é lentamente
reabsorvida (Legeros & Craig 1993). Neste caso, uma analise
histologica daria a formag&o qualitativa do tecido presente neste grupo.

O uso de sinvastatina sozinha ou associada ao arcabouco
mostrou resultados semelhantes ao sham, ou seja, a sinvastatina nao
estimulou a formacdo 6ssea. Da mesma maneira, Stein et al. em 2005,
mostraram maior crescimento 6sseo na associacdo a um carreador de
PLGA, além da presenga de um processo inflamatério exacerbado. Os
autores avaliaram diferentes dosagens de sinvastatina (0,1, 0,5, 1,0, 1,5,
ou 2,2 mg) em gel de metilcelulose, injetada sob o peridsteo de
mandibulas de ratos, e mostraram que, reduzindo a dose de 2,2 mg para
0,5 mg, o processo inflamatério ndo afetou o potencial de crescimento
0sse0 apos 24 dias. Thylin et al. em 2002, aplicaram gel de metilcelulose
contendo o0 2,2 mg de sinvastatina sob o peridsteo da calota craniana de
camundongos e relataram aposicdo Ossea ap6s 44 dias, mesmo na
presenca de inflamacdo e feridas sobre a pele. Nyan et al. em 2007,
utilizaram 1,0 mg de sinvastatina combinada a sulfato de calcio em
defeitos produzidos na calvéria de ratos e observaram inflamacdo dos
tecidos sobre a area do defeito da 1% a 5* semana apds o tratamento, sem
formacdo oOssea significativa durante este periodo. Porém, com a
resolugdo da inflamacdo, houve formagdo Ossea significativamente
superior no grupo sinvastatina associada ao sulfato de célcio ap6s 8
semanas. E importante salientar que a resolutividade do processo
inflamatdrio da inicio ao reparo, portanto, nos resultados desses estudos,
devemos observar o comportamento dos grupos conforme os periodos
analisados, principalmente quando se inicia a formacdo GOssea e ndo
somente sua formag&o no periodo final de 60 dias.
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O processo de reparo inicia-se com uma fase de reagédo
inflamat6ria aguda evoluindo para a cura por proliferacdo celular,
deposicdo de matriz extracelular, mineralizacdo e remodelacdo dssea
(Ho et al. 2011). No periodo de 1 dia ap6s a cirurgia, 0S grupos naive,
sham, arcabouco e sinvastatina foram equivalentes e superiores aos
grupos sinvastatina + arcabouco e ao veiculo, verificando-se o reflexo
imediato da cirurgia e da presenca de inflamacdo aguda. Na anéalise da
densitometria entre os periodos de 1 e 7 dias, observamos uma queda
geral na densidade Gssea, e esta, mesmo ndo sendo significativa, € um
reflexo da atuacdo das células clasticas, uma vez que este periodo é
caracterizado pela presenca de infiltrado inflamatério cronico que
promove a limpeza do local e a quimiotaxia de células osteogénicas pela
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e fatores de crescimento, os
quais irdo promover a revascularizacdo e formacdo dssea da area que
sofreu a injuria tecidual. Este mesmo achado foi observado também no
grupo naive, no qual nenhum defeito 6sseo foi realizado, mostrando que
uma injuria ao tecido mole e o estresse cirlrgico provocam, no animal,
uma queda na mineralizagdo 6ssea adjacente ao trauma. Com 15 dias,
houve aumento da densidade 6ssea nos grupos arcabouco, naive e sham
de maneira equivalente e significativamente superior aos demais grupos,
refletindo o inicio da mineralizacdo dssea sendo que 0 grupo
sinvastatina foi significativamente inferior aos grupos sinvastatina +
arcabouco e veiculo, ocorrendo um atraso no inicio da mineralizacdo
Ossea. Nos periodos de 15 dias em diante, exceto pela sinvastatina com
30 dias, todos os grupos exibiram crescimento 0sse0 progressivo na
regido dos defeitos. No periodo de 30 dias, os grupos naive, sham,
veiculo e arcabouco, que nesta fase ja estid parcialmente degradado,
foram equivalentes e significativamente superiores aos grupos
sinvastatina sozinha e associada ao arcabouco. Entretanto, no periodo de
60 dias, a mineraliza¢do continuou em todos 0s grupos e, neste momento,
foram estatisticamente equivalentes entre si e superiores ao periodo de
30 dias. Esses achados sdo semelhantes ao estudo de Nyan et al. em
2007, que observaram um atraso na formacdo 0Ossea do grupo com
sinvastatina, resultado de um intenso processo inflamatério que obteve
resolucdo com 5 semanas e, com 8 semanas, 0 crescimento 4sseo no
biomaterial associado a sinvastatina foi, significativamente, superior ao
biomaterial isolado no mesmo periodo.

Neste estudo foi possivel observar que no grupo sham houve
uma diminuicdo na densidade 6ssea entre 30 e 60 dias que, mesmo nao
sendo significativa, pode ser um indicador do processo de remodelagdo
6ssea que ocorre apos o reparo e a formacdo do calo dsseo. Este
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resultado é esperado pela mineralizagdo que tem inicio
aproximadamente com 15 dias de reparo 0sseo e que atinge um pico
maximo na formacé&o do calo 6sseo e posterior remodelagdo dssea.

Um dos efeitos pleiotropicos da sinvastatina é a sua a¢do anti-
inflamatoria verificada em varios estudos in vitro e in vivo. Essa acao
pode ser dependente da inibicdo da cascata do mevalonato (reduzindo
além da producdo do colesterol, a sintese de isoprendides) e,
consequente inibi¢do sobre a cascata de adesdo leucocitaria as células
endoteliais e interferéncia na expressdo de TNFa e IL1pB nessas células
(Inoue et al. 2000; Romano et al. 2000, Weitz-Schmidt 2002), na sintese
de NO, NF«p e proteina C-reativa (Zelvyte et al. 2002). Também foram
propostos efeitos independentes desta cascata, pela inibicdo da ligacéo
de receptores LFA-1 (associada a funcao dos linfdcitos) que é altamente
especifica para ICAM-1 (molécula de adesédo intercelular), inibindo a
adesdo celular necessaria a leucodiapedese (Weitz-Schmidt 2001).
Dessa forma, Yamashita et al. em 2008, mostraram que a sinvastatina
bloqueou este efeito supressor do TNFa, permitindo o processo
osteogénico. Entretanto, uma alta dosagem de sinvastatina induz
processo inflamat6rio ao redor do local da aplicagdo. A justificativa para
este comportamento da sinvastiva é decorrente de sua citotoxicidade
devido & reducéo drastica da producdo de colesterol na regido aplicada,
substancia importante para manter a integridade das membranas
celulares (Whang et al. 2005). Para avaliar, neste estudo, se a
intensidade e duracdo do processo inflamatorio influenciaria o reparo
0sseo, foram coletadas amostras dos tecidos adjacentes a regido do
defeito 6sseo e realizada dosagem de TNFo e IL1B. A sinvastatina e o
arcabouco induziram maior expressdo dessas citocinas. Os niveis de
TNFa aumentaram na presenca de sinvastatina em relacdo ao naive,
entretanto, no grupo onde a sinvastatina estava associada ao arcabouco,
a quantidade de TNFa foi semelhante ao naive. J& a expresséo de IL1B
foi significativamente superior no grupo do arcabougo quando
comparado com os demais grupos no periodo de 1 dia, inclusive quando
0 arcabouco estava associado a sinvastatina. A tendéncia é de que essas
citocinas diminuam com o avango do reparo, o que foi corroborado.
Com base nesses achados, sugere-se que o arcabougo pode ter atuado
modulando a solubilizacdo da sinvastatina gradativamente, reduzindo o
processo inflamatério associado & mesma. Esses resultados associados
aos da densitometria, justificam o atraso no inicio da mineralizagdo no
grupo da sinvastatina que sé ocorreu com 30 dias. Mukai et al. em 2007,
mostraram que 0 TNFa suprime a expressdo de BMP-2 e de marcadores
osteogénicos como Runx2, osteocalcina e fosfatase alcalina.



55

A sinvastatina, ap6s administracdo oral, sofre amplo
metabolismo na primeira passagem pelo figado, principal local para sua
acdo, com subsequente excrecdo na bile, por isso a disponibilidade da
droga a circulagdo geral é baixa, menor que 5%. Essa caracteristica
farmacocinética leva a sua pouca disponibilidade nos tecidos (Wu et al.
2008). Ja na administracdo local, a sinvastatina esta em contato direto
com os tecidos, sendo parte difundida entre os tecidos adjacentes e parte
absorvida pela circulacdo sanguinea. Nyan et al. em 2009, sugeriram um
possivel efeito paracrino da sinvastatina ao observarem formacéo dssea
consideravel no defeito ésseo contralateral ao defeito preenchido com
0,1 mg de sinvastatina e beta tricdlcio fosfato. Dessa forma, foi
questionado se sua aplicacao local apresentaria algum efeito osteogénico
nos tecidos adjacentes ao reparo e, para encontrar esta resposta, foram
comparados os grupos e periodos com o lado direito, que recebeu o
tratamento, contra o lado esquerdo, que recebeu apenas a confecgdo do
defeito 6sseo e foi observado que ndo houve diferenca significativa na
densitometria entre 0s grupos e o controle negativo, exceto pelo grupo
sinvastatina associada ao arcabouco, com o lado direito
significativamente superior ao lado esquerdo. Esses resultados sugerem
gue o arcabougo absorveu maior parte da sinvastatina (em contraste ao
grupo sinvastatina isolada), reduzindo a quantidade de droga livre para
difusdo ao defeito contralateral e absor¢ao sistémica.

A sinvastatina, assim como outros fatores de crescimento,
necessita de um carreador para promover sua liberagdo lenta e gradual
(Park 2009), permitindo a inducéo do estimulo osteogénico local durante
periodos prolongados, modulando o processo inflamatério de maneira
favoravel. Neste estudo, é provavel que tenha acontecido uma alta
difusdo inicial da sinvastatina aos tecidos, que foi desfavoravel ao
processo de reparo por exacerbar a resposta inflamatoria. 1sso pode ser
devido a concentracdo da droga ou a sua incorporacdo ao carreador.
Uma avaliagdo histologica dos tecidos pode contribuir para a
confirmacdo dos testes realizados, avaliando qualitativamente & area de
reparo.

Esse estudo mostrou que sinvastatina e arcabouco de
PLGA+HA, associados ou ndo, quando empregados em defeitos de 5
mm produzidos na calota craniana de rato promoveram formacao dssea
semelhante aos controles com 60 dias de reparo e aumento da expressao
de citocinas inflamatérias nos tecidos adjacentes.
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Figura 1: Avaliacdo dos niveis de TNFa e IL1p nos tecidos moles nos
grupos naive, sham, veiculo, arcabouco, sinvastatina e sinvastatina +
arcabouco, nos tempos de 1, 7 e 15 dias. Valores representados pelas
médias de 6 animais por grupo; linhas verticais indicando o desvio
padrdo. (A) Os niveis de TNFo apresentaram diferenca entre 0s grupos
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sinvastatina e naive, # p<0,05. Na comparacdo entre os periodos,
observou-se diferenca entre os grupos arcabouc¢o 1 dia vs arcabouco 15
dias, b p<0,05; e entre arcaboucgo 1 dia vs arcaboucgo 7 dias, bb p<0,01.
(B) Ja& os niveis de ILIB, apresentaram diferenca entre o grupo
arcabouco vs todos 0s outros, ** p<0,01 e *** p<0,001. Na comparacéo
entre os periodos, apresentou diferenca entre arcabougo 1 dia vs
arcaboucgo 7/15 dias, bbb p<0,001; entre veiculo 1 dia vs veiculo 7/15
dias, aa p<0,01; e, entre sinvastatina+arcabouco 1 dia vs
sinvastatina+arcabouco 15 dias, ¢ p<0,05.

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos em relacdo aos periodos
experimentais e as metodologias realizadas.

Grupo Materiais ldia 7dias 15dias 30dias 60 dias
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
A PLGA+HA/SIN Al A2 A3 A4 A5
B SIN B1 B2 B3 B4 B5
C PLGA+HA C1 Cc2 C3 c4 C5
D Veiculo D1 D2 D3 D4 D5
E “Falso Operado” E1 E2 E3 E4 ES5
(Sham)
F “Controle” F1 F2 F3 F4 F5

(Naive)
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Figura 2
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Figura 2: Analise da densitometria. Em A e B, sdo mostrados os
graficos para as comparacdes individuais da densitometria pelo teste de
Tukey. Das diferengas entre 0s grupos, em A: 0 grupo sinvastatina
apresentou resultado, significativamente inferior a naive e arcabouco
(*p<0,0001); naive equivalente a arcabouco e superior a todos 0s grupos
(*p<0,0001); as demais comparagdes sdo equivalentes. Das diferencas
entre os periodos, em B: o periodo de 60 dias foi, significativamente,
superior a todos os periodos (*p<0,0001), os demais sdo equivalentes.
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Figura 3
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Figura 3 — Andlise da densitometria. Em A, encontra-se a analise de
comparagao entre 0s grupos experimentais, de acordo com 0s grupos e
periodos analisados, ANOVA 2. Nesta compara¢do, observamos no
periodo de 1 dia que os grupos naive, sham, arcabouco e sinvastatina
foram equivalentes e superiores aos grupos sinvastatina + arcabouco e
ao veiculo (*p<0,01); no periodo de 7 dias, o grupo arcabouco foi
significativamente superior a todos os grupos (#p<0,01) e o grupo
veiculo, inferior aos demais (a p<0,01). Com 15 dias, 0s grupos
arcabougo, naive e sham foram equivalentes e, significativamente,
superiores aos demais grupos (b p<0,01), e, a sinvastatina foi,
significativamente, inferior aos demais grupos (c p<0,01). No periodo de
30 dias, os grupos naive, veiculo, sham e arcabouco (d p<0,01), foram
equivalentes e significativamente superiores aos grupos sinvastatina
sozinha e associada ao arcabouco. J& no periodo de 60 dias, todos os
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grupos foram estatisticamente equivalentes entre si. Em B, os resultados
do teste de andlise de variancia a trés critérios (ANOVAZ3), para
comparacgao entre 0s grupos experimentais, de acordo com 0S grupos,
periodos e lados analisados. Nesta comparagdo, 0 grupo sinvastatina +
arcabouco do lado direito foi, significativamente, superior ao
sinvastatina + arcabougo esquerdo (* p<0,01).
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the tissue and inflammatory
responses to the use of simvastatin combined with PLGA+HA scaffold
for bone repair. Two defects of 5mm in diameter were made in the
calvaria of 180 rats, which were divided into 6 groups: naive, sham,
vehicle, HA+PLGA scaffold, simvastatin (4 mg/ml), and a combination
of simvastatin with scaffold. Tissue samples were collected at intervals
of 1, 7, 15, 30, and 60 days following surgery. Data were statistically
analyzed using ANOVA followed by post-hoc tests (p<0.05).
Inflammatory activity was evaluated by IL1p and TNFa quantification.
There was an increased cytokine expression in the scaffold and
simvastatin groups (p<0,001 and p<0,05, respectively) one day after
surgery. Bone repair was evaluated using densitometry on the bone
tissue samples and it was found that 60 days after surgery all groups
presented similar densitometry values, despite the occurrence of bone
formation delay in the simvastatin group (p<0.01). It can be concluded
that the use of simvastatin and PLGA+HA scaffold, isolated or
combined, did not lead to improvement in bone repair compared to
controls.
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CLINICAL RELEVANCE

The osteogenic effect of local use of simvastatin on bone repair has been
previously investigated. Although the combination of simvastatin with
scaffolds possesses considerable potential for enhancing bone formation,
there are no studies evaluating the association of this substance with
PLGA and hydroxyapatite, a component of bone tissue. In the present
study, improvement in bone formation was not observed when using
simvastatin and scaffold, either combined or not, in comparison to
controls and, furthermore, an increase in inflammatory cytokine
expression was verified in the initial repair periods. These findings
indicate the importance of evaluating the repair process from the
beginning until the final stage of mineralization, and also that there are
factors that may be manipulated in order to optimize the osteogenic
effects of simvastatin on these scaffolds.
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INTRODUCTION

In dentistry, bone reconstruction procedures are necessary for the
rehabilitation of edentulous patients with atrophic alveolar ridges
(Chiapasco et al. 2009). The need of a donating area for such
reconstruction remains a challenge even today, since though the use of
autogeneous bone graft would be ideal, the limited quantity of
autogeneous material available associated with high morbidity rates and
local complications represent considerable obstacles (McAllister &
Haghighat 2007). This fact has encouraged research in the field of tissue
engineering, based on the development of alternative solutions to
autogeneous bone graft, such as the use of scaffolds, growth factors and
stem cells (Hammerle & Karring 1998; Buser et al. 2000; Cordeiro et al.
2008; Sakai et al. 2010).

Simvastatin is a statin that possesses, among several pleiotropic effects,
an osteogenic effect, demonstrated by up-regulation of TGFp1, BMP-2,
and VEGF expressions, when administered locally and subsequently,
leading to an increase in the expression of osteogenic markers such as
type | collagen, osteocalcin, bone sialoprotein, and alkaline
phosphatase (Mundy et al. 1999; Deckers et al. 2000; Sugiyama et al.
2000; Ohnaka et al. 2001; Maeda et al. 2001 and 2004; Liu et al. 2008;
Yamashita et al. 2008; Maciel-Oliveira et al. 2011), serving to the search
for pharmacological compounds capable of favorably regulating
intrinsic growth factors to stimulate osteogenesis and associating to
osteoconductive substitutes. Additionally, its use requires lower costs
than gene therapy or using growth factors, the risks are lower, while the
effectiveness of bone regeneration is not compromised.

Recent studies have tested the effect of local application of simvastatin
combined with different carriers, and have demonstrated its potential in
stimulating bone formation (Ozec et al. 2008, Wu et al. 2008, Nyan et al.
2007 and 2009, Ho et al. 2011). However, consensus regarding the ideal
carrier for simvastatin has not been reached and as such further studies
are necessary. Polymers, such as PLGA, are scaffolds that have been
considerably studied in tissue engineering as a result of their excellent
physiochemical and biological properties, biocompatibility, varying
rates of degradation, easy absorption, control of macro and
microstructure, and incorporation and substantive liberation of proteins
(Gomez et al. 2006; Lansman et al. 2006). According to Sui et al., in
2007, and Messias et al., in 2009, the addition of HA to the polymer
(PLGA+HA), combining the physical characteristics of the polymer
with the chemical characteristics of HA, allowed for increased
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osteoplastic growth, cell adhesion, and collagen synthesis when
compared to PLGA scaffolds without HA. This difference appears to be
related to cell type, as HA is a component of bone tissue, and,
accordingly, possesses greater affinity with osteoblasts (SUI, et al.,
2007). Despite this, there is a lack of studies evaluating the association
between simvastatin and PLGA+HA scaffold.

Compared to the promising results presented by the association of
simvastatin with polymeric scaffolds in bone repair as an alternative to
autogenous bone graft, it is questioned if the presence of HA in the
scaffold could improve the effectiveness of the material, accelerating
repair process, as its osteoconductive properties may increase the
benefits of the PLGA scaffold. Additionally, the effect of simvastatin
remains controversial due to the exacerbation of the inflammatory
process. Therefore, the objective of this study was to evaluate, in vivo,
the osteoinductive capacity of simvastatin in PLGA+HA scaffolds and
the inflammatory reactions associated with its use.

MATERIALS AND METHODS

This research project was approved by the Ethics Committee on the Use
of Animals of the Federal University of Santa Catarina (UFSC), protocol
number PP00689.

A total of 180 adult (aged between 20 and 24 weeks) rats (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), weighing approximately 180g, were used in
the study. The animals were divided into six groups: naive, sham,
vehicle, scaffold, simvastatin and simvastatin with scaffold, using
experiment measurement points of one, seven, 15, 30 and 60 days, to
evaluate the initial acute and chronic inflammatory response, and also
from the beginning until maturation of the bone mineralization process.
The animals were kept under similar conditions, in a room with a
controlled temperature of 22°C +/- 2°C, humidity of 60% +/- 5%, and a
light/dark cycle of 12/12h. The rats were fed (ad libitum) with a standard
solid diet and water. Experiments were performed following a three day
acclimatization period.

Obtainment and preparation of PLGA+HA scaffold

The scaffolds were produced with copolymer of polylactic co-
glycolic acid associated with hydroxyapatite (HA + PLGA), and then
obtained using the solvent evaporation technique. The copolymer of
polylactic co-glycolic acid (PLGA) (Resomer, Evonik Ind., Essen -
Germany), in a proportion of 82:18 (m:m), was dissolved in PA
chloroform (ChCl; — Synth — LabSynth, Diadema, Sao Paulo - Brazil)



73

(10% m/v), at room temperature. Once the polymer was completely
dissolved, saccharose particles were added (Microbiology — Merck,
Darmstadt, Germany) (75% m/v) with granulation inferior to 500 pm, in
addition to 50 um of hydroxyapatite particles (30% m/v) (Genphos
Genius, Baumer, Mogi Mirin, Brazil). This solution was poured into
5mm diameter cylindrical molds. Following the evaporation of the
solvent, the saccharose was removed using polyvinyl alcohol PS
((C,H40)N, Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro). The material was
sectioned using a blade to obtain samples with a thickness of 1mm to be
placed on the bone defects created in the calvaria of the rats. The
scaffolds were sterilized using gamma radiation.

Simvastatin Preparation

The simvastatin was solubilized in a concentration of 6 mg/ml,
with 1:1 solution of ethanol alcohol (Alcool Etilico PA, Vetec Quimica
Fina Itda, Rio de Janeiro) and PBS (pH7.4). From this “mother” solution
33 ul were removed and 17 pl of PBS was added to obtain in 50 ul, 0.2
mg of simvastatin (4 mg/ml), which were applied to the PLGA+HA
scaffolds prior to their insertion, or directly upon the bone defect in
groups which were tested in isolation. One group received only vehicle,
to evaluate possible ethanol interference (33% buffered solution).

Surgical intervention

The animals were anaesthetized through intraperitoneal
injection of a combination of 90 mg/kg of ketamine hydrochloride 10%
(Ketamine, Syntec, Cotia — Sao Paulo) and 10 mg/kg hydrochloride of
xylazine 2% (Xilazine, Syntec, Cotia — Sao Paulo). The dorsal part of
the cranium was shaved and aseptically prepared with cotton dipped in
iodopovidine solution (Povidine, Johnson & Johnson, Sdo José dos
Campos, Sao Paulo), with the animal positioned prone on the surgical
table and attached to three fixed points with the help of a stereotactic
table.

The surgical technique previously described in literature was
performed (Thylin et al. 2002; Nyan et al. 2007 and 2009; Calixtro et al.
2011; Lima et al. 2011). A cutaneous muscular incision of 15 to 20 mm
in length was made in the superior part of the skull along the sagittal
suture, using a scalpel and blade n® 15 (Swann-Morton® Surgical Blades,
England). The skin and the subcutaneous tissues were reflected and the
underlying tissue divulsed using small blunt scissors and dissecting
calipers until the periosteum was exposed, which was incised, allowing
the exposure of the parietal bones.
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The bone defects were performed, one in each parietal bone, alongside
the sagittal suture (right and left side), using a 5mm trephine drill
(Neodent®, Curitiba - Parana) with constant irrigation with a saline
solution to avoid overheating of the bone walls. This procedure was
performed with considerable delicacy to avoid dura-mater damage. In all
the animals, the experimental groups (PLGA+HA/SIN, PLGA+HA or
SIN) were implanted in the defect on the right side and the left side
served as an internal control to observe if the simvastatin used to fill the
defect influenced the repair contra laterally. The naive group served as a
parameter for comparison, being of normal condition. The periosteum
and the subcutaneous tissue were repositioned and stitched with
stitching thread Vicril 4.0 (Ethicon, Johnson&Johnson Company, SP,
Brazil) and the cutaneous tissue with Nylon 5.0 thread (Ethicon,
Johnson&Johnson Company, SP, Brazil). The animals were monitored
daily for surgery follow-up and treatment of complications.

Sample retrieval

To evaluate the bone defects immediately after surgery,
together with bone formation and defect remodeling, and then again one,
seven, 15, 30 or 60 days following surgery, samples of soft tissue around
the area of the bone defect were removed to analyze cytokines.
Immediately afterwards, the region of the parietal bones was dissected,
permitting the collection of bone samples with a 10mm diameter
trephine drill, for analysis by X-ray.

Cytokine quantification by ELISA

To investigate the level of pro-inflammatory cytokine expression present
in the soft tissue adjacent to the bone defect, this tissue was removed,
weighed, frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C for later use.

The collected tissue was cut into smaller pieces and homogenized in a
tissue processor (Ultra-Turrax IKA T18 basic, IKA®, Germany) in a
fixed volume of 1.6 ml of PBS cytokine buffer solution (saline-
phosphate buffer solution) containing Tween 20 (0.05%), EDTA 10 mM,
0.1 mM of benzethonium chloride, 0.5% of BSA (bovine serum
albumin), 0.4 M of NaCl, 2 ng/ml of aprotinin, and 0.1 mM of
fluoride phenylmethylsulfonyl  (PMSF). The homogenate was
transferred to an eppendorf tube, centrifuged at 10,000 rpm for 10 min,
at 4°C, and the ensuing supernatant collected and stored at -80°C for
analysis. Total protein was quantified using the Bradford (1976) method.
Aliquots of 100 pl of the samples were used to measure levels of TNFa
and IL1B using Enzyme-linked immunosorbent assay Kits for anti-rat
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cytokines (ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN), in accordance
with the manufacturer’s instructions. The absorbance of the cytokines
was measured in a microplate reader at a wavelength of 450 and 550 nm.

Processing and radiographic analysis

To perform radiographic evaluation, digital radiographs of the samples
were taken following their removal with a 10mm diameter trephine
(Neodent®, Curitiba - Parand) and fixation. A radiographic digital sensor
was used (Digora Optime, Soredex, Germany) parallel to the samples.
The radiographs were performed using X ray equipment (Gendex
765DC, Gendex Dental Systems, England) under the following
conditions: 8mA; 70KVp; 30cm focal distance 30cm; 0.32s of exposure.
Bone densitometry in the area of the samples was determined for
analysis by grayscale, calculated using software ImagelJ64 (National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA) which supplied the average
and standard deviance of grayscale in pre-determined regions through
line histogram. The images were analyzed twice by the same calibrated
observer.

Statistical Analysis

A descriptive analysis of the observations was performed for all samples
and study groups. The results were presented as mean + standard error
of mean (SEM). Comparison between groups and statistical analysis of
possible data obtained from the observations was performed using 2-
way analysis of variance (ANOVA2) and 3-way analysis of variance
(ANOVA3), followed by Tukey and Bonferroni tests for multiple
comparisons. Level of significance was established as p<0.05.

RESULTS

Evaluation of pro-inflammatory cytokine levels in soft tissue

Anova2 test comparing groups and periods revealed significant
difference between the TNFo values of the samples, observed by
interaction effect (F=12.9; p<0.05). When the principal effects were
considered there was interaction between periods (F=8.11; p<0.001), but
not between groups (F=0.3; p>0.05).

Figure 1A shows the results of TNFa dosages on the adjacent soft tissue.
It can be observed that the presence of simvastatin significantly
increased the levels of TNFa after one day following surgery when
compared to the naive group (p<0.05). After seven and 15 days there
was a fall in cytokine levels in all groups, with significant difference
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only in the scaffold group between the one day period and the seven and
15 day periods (p<0.05). Simvastatin, when combined with scaffold, had
TNFa levels similar to the naive group.

Similarly to TNFa, the Anova2 test comparing groups and periods
revealed significant difference between TIL1[ expression levels, observed
by interaction effect (F=14.65; p<0.05). Considering the principal
effects, there was interaction between groups (F=2.1; p<0.05) and
periods (F=27.06; p<0.001).

Figure 1B shows the results of an evaluation of levels of IL1f in soft
tissue. The presence of scaffold only increased, significantly, the levels
of this cytokine during the one day period when compared to naive
(p<0.001), sham (p<0001), vehicle (p<0.001), simvastatin + scaffold
(p<0.001) and simvastatin (p<0.01). In the same way, a reduction in
IL1p levels was observed after seven and 15 days, however, a significant
difference was observed in the vehicle and scaffold groups after one day
when compared to the seven and 15 day periods (p<0.05), and the
simvastatin group when the results after one day and 15 days were
compared.

Bone densitometry

To analyze bone mineralization, obtained by densitometry, data
was submitted to descriptive statistics, mean and standard error of mean
(Table 1). In an individual comparison of groups using Tukey’s test, the
group treated with simvastatin only obtained a result significantly
inferior to the naive and scaffold groups (p<0.001). The scaffold group
was equivalent to the naive and both of these were significantly superior
to all other groups (p<0.001). The other groups were equivalent (Figure
2A). The 60 day period was significantly superior to all other periods,
while the other time points were equivalent (Figure 2E).
The Anova2 test, comparing groups and periods, revealed a significant
difference between density values of the collected samples by
interaction effect (F=2.01; p<0.001). Considering the principal effects,
there was interaction between groups (F=6.57; p<0.001) and periods
(F=8.95; p<0.001), demonstrating that these effects cannot be analyzed
separately.
Densitometry values, expressed in grayscale, were superior and
equivalent among each other in the following groups: naive, after one,
15, 30 and 60 days; simvastatin + scaffold, after 60 days; vehicle, after
30 and 60 days; scaffold during all periods; sham, after one, 15, 30 and
60 days; and simvastatin, after one day. The simvastatin groups after 15
and 30 days and the vehicle group after seven days were equivalent and
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significantly inferior to other groups and periods. Other comparisons
between means did not find significant differences (Figure 3A).

Due to possible simvastatin diffusion, in addition to the aforementioned
comparisons, ANOVAS testing was performed between groups, periods
and defect location, since the right side had received treatment while the
left side served only as a control to observe interaction. In this case, only
groups with the presence of simvastatin (simvastatin + scaffold and
simvastatin only) and the sham and naive groups were compared. The
results found that there was no significant difference between the two
sides, while the remaining characteristics repeated the findings revealed
during ANOVAZ testing, except for the interaction between groups vs.
sides, in which there was statistical significance (F=8.24; p<0.0001). In
this case, the data can be observed more clearly using Tukey’s test
(Figure 3B).

DISCUSSION

The discovery of the potential of simvastatin as a stimulant in the
osteogenic process and the formation of new bone (Mundy et al. 1999)
highlighted the importance of the search for pharmacological
composites that could favorably regulate intrinsic growth factors, such
as TGFp1 (Liu et al. 2008), BMP-2 (Mundy et al. 1999; Sugiyama et al.
2000; Maeda et al. 2001 and 2004; Ohnaka et al. 2001) and VEGF
(Maeda et al. 2001), and combined them with substitute osteoconductors
to promote the formation of new bone; as, until then, the majority of
drugs available and utilized for the treatment of bone tissue disease,
such as bisphosphonates, estrogen and calcitonin inhibited the process of
bone reabsorption by reducing bone turnover (Cremers & Papoulos
2011). Therefore, the objective of this study was to combine simvastatin
with a PLGA+HA scaffold to blend their osteocinductor and
osteoconductor properties.

Mineralization of bone defects was evaluated and, when the
densitometry of the groups during the period from one to 60 days was
compared, the treatment with scaffold was similar to the naive group,
indicating that the PLGA+HA scaffold performs effectively as an
osteoconductor for bone formation, confirming previous studies that
pointed to the potential of PLGA scaffolds either acting singly (Gémez
et al. 2006; Lansman et al. 2006) or together with HA (Sui et al. 2007).
However, densitometry, in this case, is possibly influenced by the
radiopacity of HA present in the scaffold, which is slowly resorbed
(Legeros & Craig 1993). In this case, a histological analysis would
provide the qualitative formation of tissue present in this group.
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The use of simvastatin, either alone or combined with the scaffold,
provided results that were similar to the sham group, or in other words,
simvastatin did not stimulate bone formation. Similarly, Stein et al., in
2005, found that increased bone growth was associated with a PLGA
carrier, as well as revealing exacerbated inflammatory presence. The
authors evaluated varying dosages of simvastatin (0.1, 0.5, 1.0, 1.5, or
2.2 mg) in methylcellulose gel, injected under the periosteum of the jaw
of rats, and found that when the dose was reduced from 2.2mg to 0.5mg,
the inflammatory process did not affect bone growth potential after 24
days. Thylin et al., in 2002, applied methylcellulose gel containing
2.2mg of simvastatin under the periosteum of the skullcap of mice and
revealed apposition after 44 days, as well as the presence of
inflammation and skin lesions. Nyan et al. in 2007, used 1.0 mg of
simvastatin combined with calcium sulfate in produced defects in the
skullcap of rats and observed tissue inflammation around the defect area
from the 1% to the 5" week after treatment, without significant bone
formation during this period. However, when the inflammation was
concluded, there was significant bone formation in the simvastatin
associated with calcium sulfate after eight weeks. It is important to
remember that the resolvability of the inflammatory process represents
the beginning of the repair, however, in the results of these studies, it
was decided to observe the behavior of the animal groups during bone
formation, and particularly when bone formation began, and not only
during its formation in the final 60 day period.

The repair process begins with a phase of acute inflammatory reaction to
heal cell proliferation, deposition of extracellular matrix, mineralization
and bone remodeling (Ho et al. 2011). One day following surgery, the
naive, sham, scaffold and simvastatin groups were equivalent, and
superior to the simvastatin + scaffold and vehicle groups, verifying the
immediate reflex to the surgery and the presence of acute inflammation.
In the densitometry analysis during the period of between one and seven
days, a general reduction in bone density was observed. This, while not
being significant, is a reflex of the action of the clastic cells, as this
period is characterized by the presence of chronic infiltrated
inflammation which leads to cleaning of the area and the chemotaxis of
osteogenic cells through the liberation of pro-inflammatory cytokines
and growth factors, which encourage revascularization and bone
formation of the area which suffered tissue injury. This same finding
was observed in the naive group, in which no bone defect had been
created, showing that an injury to soft tissue and surgical stress led to, in
the animal, a reduction in bone mineralization around the trauma. After
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15 days, there was an equivalent increase in bone density in the scaffold,
naive and sham groups that was significantly superior to the other
groups, reflecting the beginning of bone mineralization, as the
simvastatin group was significantly inferior to the simvastatin + scaffold
and vehicle groups, as a result of a delay to the commencement of bone
mineralization. During the periods of 15 days and after, other than for
the simvastatin after 30 days, all of the groups exhibited progressive
bone growth in the defect region. In the 30 day period, the naive, sham,
vehicle and scaffold groups, which were already partially degraded by
this phase, were equivalent, and significantly superior to the solely
simvastatin and simvastatin combined with scaffold groups. However, in
the 60 day period, mineralization continued in all groups which, at this
time, were statistically equivalent among themselves and superior to the
30 day period. These findings are similar to the study by Nyan et al. in
2007, which observed a delay in bone formation in the simvastatin
group, the result of an intense inflammatory process which was resolved
after 5 weeks, and after 8 weeks, bone growth in biomaterial associated
to simvastatin was, significantly, superior to isolated biomaterial in the
same period.

In this study it could be seen that the sham group presented a reduction
in bone density between 30 and 60 days which, while not being
significant, could be an indicator of the bone remodeling process that
occurred after repair and formation of bone callus. This result is
predicted by the mineralization process which begins with
approximately 15 days of bone repair, reaching its peak with the
formation of bone calo and posterior bone remodeling.

One of the pleiotropic effects of simvastatin is its anti-inflammatory
action, which has been verified by a number of in vitro and in vivo
studies. This action is dependent on the inhibition of the mevalonate
cascade (reducing not just cholesterol production but also the synthesis
of isoprenoids) and, consequently, inhibition of cascade of leukocyte
adhesion to endothelial cells and interference in the expression of TNFa
and IL1p in these cells (Inoue et al. 2000; Romano et al. 2000, Weitz-
Schmidt 2002), and in the synthesis of NO, NF«f and C-reactive protein
(Zelvyte et al. 2002). There were also proposed independent effects
associated with this cascade, by the inhibition of receptor binding LFA-1
(associated with lymphocyte function), which is highly specific for
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), inhibiting cell adhesion
necessary for leucodiapedesis (Weitz-Schmidt 2001). Similarly,
Yamashita et al. in 2008, observed that simvastatin blocked the
suppressor effect of TNFa, allowing the osteogenic process to proceed.
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However, a high dosage of simvastatin induces an inflammatory process
around the area of application. The justification for this behavior by the
simvastatin is a result of its cytotoxicity due to the drastic reduction in
cholesterol production in the region, which is an important substance for
maintaining the integrity of the cell membranes (Whang et al. 2005). In
the present study, in order to evaluate if the intensity and duration of the
inflammatory process influenced bone repair, samples were taken of
tissue adjacent to the bone defect region and TNFo and IL1J dosage was
performed. The simvastatin and the scaffold resulted in increased
expression of these cytokines. The levels of TNFa increased in the
presence of simvastatin in relation to the naive group, however, in the
group where simvastatin was associated with scaffold, the quantity of
TNFo was similar to naive. The expression of ILIp was significantly
higher in the scaffold group when compared with other groups in the 1
day period, including when the scaffold was combined with simvastatin.
The tendency that these cytokines diminish with the advance of the
repair was corroborated. Based on these findings, it is suggested that the
scaffold may gradually modulate the solubilization of the simvastatin,
reducing the associated inflammatory process. These results, combined
with densitometry, justify the delay in the mineralization of the
simvastatin group, which does not occur until 30 days after surgery.
Mukai et al. in 2007, found that TNFa suppresses the expression of
BMP-2 and of osteogenic markers such as Runx2, osteocalcin and
alkaline phosphatase.

Simvastatin, following oral administration, undergoes extensive
metabolism on its first passage through the liver, the main location for
its activity, with subsequent excretion in bile. For this reason the
availability of the drug in general circulation is low (less than 5%). This
pharmacokinetic characteristic leads to the drug’s limited availability in
the tissues (Wu et al. 2008). When administered locally, simvastatin is
in direct contact with tissues, being partly spread between the adjacent
tissues and partly absorbed by blood circulation. Nyan et al. in 2009,
suggested the possible paracrine effect of simvastatin, observing
considerable bone formation in the bone defect contralateral to a defect
filled with 0.1 mg of simvastatin and beta tricalcium phosphate. In this
way, it was questioned whether its local application had an osteogenic
effect on tissue adjacent to the repair and, to obtain an answer, groups
and time periods from the right side, which received treatment, were
compared with groups and time periods from the left side, which
received only the produced bone defect. It was observed that there was
no significant difference between the densitometry of the groups and the
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negative control, except for the simvastatin combined with scaffold
group, where the right side was significantly superior to the left side.
These results suggest that the scaffold absorbs the majority of the
simvastatin (in contrast to the isolated simvastatin group), reducing the
quantity of the drug free for diffusion in the contralateral defect and
systemic absorption.

Simvastatin, similar to other growth factors, requires a carrier to

control its slow, gradual liberation (Park 2009), permitting the induction
of osteogenic stimulation over prolonged periods, modulating the
inflammatory process in a favorable manner. In this study, it is likely
that a high initial diffusion of simvastatin among tissue occurred, which
was unfavorable to the repair process as it exacerbated the inflammatory
reaction. This may be due to the concentration of the drug or its
incorporation in the carrier. A histological evaluation of tissue may
contribute to the confirmation of tests carried out, qualitatively
evaluating the repair area.
This study found that simvastatin and PLGA+HA scaffolds, combined
or not, when employed in manufactured 5mm bone defects in the
skullcaps of rats led to bone formation similar to control groups up to 60
days following repair and caused an increase in the expression of
inflammatory cytokines in adjacent tissue.
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FIGURES

Figure 1
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Figure 1: Evaluation of the levels of TNFa and IL1p in soft tissue in
naive, sham, vehicle, scaffold, simvastatin and simvastatin + scaffold,
after one, seven and 15 days. Values represented by mean of 6 animals
per group; vertical lines indicate standard deviation. (A) There was
significant difference between the simvastatin and naive groups for



88

TNFa, # p<0.05. In comparison between time periods, there was
significant difference between the scaffold group after one day vs. the
scaffold group after 15 days, b p<0.05; and between the scaffold group
after one day vs. the scaffold group after seven days, bb p<0.01. (B) For
IL1P levels, there was significant difference between the scaffold group
and all the other groups, ** p<0.01 and *** p<0.001. In comparison
between periods, there was significant difference between the scaffold
group after one day vs. the scaffold group after seven/15 days, bbb
p<0.001; between vehicle after one day vs. vehicle after seven/15 days,
aa p<0.01; and, between simvastatin+scaffold after one day vs.
simvastatin+scaffold after 15 days, ¢ p<0.05.

Table 1 — Distribution of groups in relation to experimental periods and
methodologies.

Group Materials 1 7days 15 30 60
day (n=6) days days days
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

A PLGA+HA/SIN Al A2 A3 Ad A5

B SIN Bl B2 B3 B4 B5

C PLGA+HA C1 c2 C3 Cc4 C5

D Vehicle D1 D2 D3 D4 D5

E “False Operated” E1 E2 E3 E4 ES5

(Sham)
F “Control” F1 F2 F3 F4 F5

(Naive)
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Figure 2
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Figure 2: Densitometry analysis. Graphs A and B, show individual
densitometry comparisons by Tukey test. Of the differences between the
groups, in A: the simvastatin group displayed a significantly inferior
result to the naive and scaffold groups (*p<0.0001); naive was
equivalent to scaffold and superior to all other groups (*p<0.0001); the
other comparisons were equivalent. Of the differences between time
periods, in B: the period of 60 days was, significantly superior to other
time periods (*p<0.0001), which were equivalent.
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Figure 3
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Figure 3 — Densitometry analysis. Graph A shows an analysis of the
comparison between the experimental groups, in accordance with groups
and time periods analyzed using ANOVA 2 testing. In this comparison,
it was observed after one day that the naive, sham, scaffold and
simvastatin groups were equivalent and superior to the simvastatin +
scaffold and the vehicle group (*p<0.01); after seven days, the scaffold
group was significantly superior to all the other groups (#p<0.01) while
the vehicle group was inferior to the other groups (a p<0.01). After 15
days, the scaffold, naive and sham groups were equivalent and,
significantly, superior to the other groups (b p<0.01), and, simvastatin
was, significantly, inferior to the other groups (c p<0.01). After 30 days,
the naive, vehicle, sham and scaffold groups (d p<0.01), were equivalent
and significantly superior to the simvastatin only and the simvastatin
combined with scaffold groups. After 60 days, all the groups were
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statistically equivalent among themselves. Graph B shows the results of
the three criteria variance analysis test (ANOVAR), for comparison
between experimental groups, in accordance with groups, periods and
sides analyzed. In this comparison, the simvastatin + scaffold on the
right side group was significantly superior to the simvastatin + scaffold
on the left side group (* p<0.01).
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APENDICES
APENDICE A — Metodologia Expandida

Consideracdes éticas

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
sob 0 nimero de protocolo PP00689 que pode ser visualizado no
Apéndice C.

A necessidade do uso dos animais nesse protocolo foi
imprescindivel por ndo haver alternativas para a avaliacdo de reacdo
inflamatdria e reparo dsseo, tornando-se crucial a necessidade do uso
dos animais para o objetivo cientifico deste protocolo. Somente apds
serem identificados os mecanismos basicos da fisiopatologia da
inflamacdo e do reparo 0sse0 em animais de laboratério, torna-se
possivel o estudo de outras espécies em seu habitat natural e seres
humanos, ressaltando-se o fato de que havera maior variabilidade de
resposta & inflamag&o e ao reparo.

A escolha do rato como modelo experimental deve-se ao fato
deste ser um mamifero cuja morfofisiologia estd bem estudada, bem
como exibe comportamento caracteristico conforme descrito na
literatura, semelhante & de outros mamiferos. Portanto, ndo existem
recursos alternativos para responder as relevantes questdes propostas na
dissertacdo, sendo imprescindivel a utilizagio dos animais. E importante
ressaltar que sempre que possivel tentamos minimizar o ndmero de
animais a serem utilizados.

A realizacdo dos procedimentos para a inducdo do defeito dsseo
e 0 tratamento com o arcabougo associado & sinvastatina, bem como as
avaliacOes seguintes foram realizadas por pesquisadores bem treinados e,
desta forma, atentos a qualquer sinal de alteracdo comportamental e ou
sofrimento dos animais durante o periodo de experimentacdo. As gaiolas
foram mantidas limpas, os animais bem alimentados e a manipulagéo foi
realizada de forma rapida e precisa, a fim de evitar estresse adicional. O
estado geral de alimentacdo, limpeza e locomogcdo dos animais foi
controlado diariamente. A utilizagdo de anti-inflamatérios nestes
modelos ndo é recomendada tendo em vista que pode interferir na
resposta ao tratamento testado e, deste modo, prejudicar a interpretacdo
de dados.

Selecdo da amostra
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Neste estudo foram utilizados 180 ratos (Rattus norvegicus
albinus, Wistar) adultos (20 — 24 semanas) pesando aproximadamente
180g, considerando o planejamento estatistico para determinacdo do
tamanho da amostra (Tabela 1). Todos os animais foram provenientes do
Biotério Central da UFSC e os experimentos foram realizados no
Biotério Setorial do Laboratério de Neurobiologia da Dor e da
Inflamacdo (LANDI) da UFSC e mantidos em gaiolas coletivas para
quatro ratos, sob condicdes similares, em sala com 22°C +/- 2°C, 60%
+/- 5% de umidade e em ciclo claro/escuro de 12/12h, sendo que suas
gaiolas foram identificadas pelo nome do pesquisador responsavel,
massa corporal do animal, data da cirurgia e do sacrificio, conforme o
grupo e o periodo. Os ratos foram alimentados (ad libitum) com dieta
solida padrdo e agua. Os experimentos foram realizados apds um
periodo de 3 dias de aclimatac&o.

Tabela 1 - Distribuicio dos grupos em relacdo aos periodos
experimentais e as metodologias realizadas.

Grupo Materiais ldia 7dias 15dias 30dias 60 dias
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

A PLGA+HA/SIN Al A2 A3 A4 A5

B SIN B1 B2 B3 B4 B5

C PLGA+HA C1 c2 C3 c4 C5

D Veiculo D1 D2 D3 D4 D5

E “Falso Operado” E1 E2 E3 E4 ES5
(Sham)

F “Controle” F1 F2 F3 F4 F5
(Naive)

Obtencéo e preparo do arcabougo de PLGA+HA

Os arcaboucos foram produzidos com copolimero de Aacido
polilatico coglicélico associado a hidroxiapatita (PLGA+HA), obtidos
pela técnica de evaporagéo de solvente. O copolimero de &cido polilatico
coglicélico (PLGA) (Resomer, Evonik Ind., Essen - Alemanha), na
proporcdo 82:18 (m:m), foi dissolvido em cloroférmio PA (ChCl; —
Synth — LabSynth, Diadema, Brasil) (10% m/v) em temperatura
ambiente. Apds a dissolugdo completa do polimero, foram adicionadas
particulas de sacarose (Microbiology — Merck, Darmstadt Alemanha)
(75% m/v) com granulacdo inferior a 500 pm, bem como as particulas
50 um de hidroxiapatita (30% m/v) (Genphos Genius, Baumer, Mogi
Mirim, Brasil). Essa solugdo foi vertida em moldes cilindricos de 5 mm
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de didmetro. Ap6s a evaporacdo de solvente a temperatura ambiente, a
sacarose foi removida usando-se &lcool polivinilico PS ((C,H4O)n,
Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil). A peca foi seccionada
com disco diamantado para obtencdo de amostras com espessura de 1
mm para adaptacdo no defeito 6sseo criado na calvéria dos ratos (Figura
1 A-C). Depois de prontos, foram embalados e submetidos a
esterilizacdo com radiagdo gama.

Preparo da sinvastatina

A sinvastina foi solubilizada na concentragdo de 6 mg/ml numa
solucio 1:1 de &lcool etilico (Alcool Etilico P.A., Vetec Quimica Fina
Itda, Rio de Janeiro) ¢ PBS (pH7,4), e desta solugdo “mae” foram
removidos 33 pl e adicionados 17 pl de PBS para obter em 50 pl da
solucdo 0,2 mg de sinvastatina (4 mg/ml) que foram aplicados durante o
experimento aos arcabougos de PLGA+HA previamente a sua
implantacdo, ou diretamente em solugdo no grupo em que foi testada
isoladamente sobre o defeito 6sseo (Figura 2). A solucdo aquosa foi
utilizada no prazo de 24h ap6s a sua preparagdo, pois ndo é
recomendado armazenar a solu¢do aquosa por mais de um dia. Um
grupo recebeu somente o veiculo para avaliar possiveis interferéncias da
solucdo tamponada.

Intervencao cirdrgica

Para a realizacdo da intervengdo cirlrgica, os ratos foram
distribuidos aleatoriamente segundo o periodo experimental e o0s
materiais a serem implantados (Tabela 1 e Figura 3).

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma
combinagdo 90 mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (Cetamin, Syntec,
Cotia —SP, Brasil) e 20 mg/kg cloridrato de xilazina 2% (Xilazin, Syntec,
Cotia —SP, Brasil). A parte dorsal do cranio foi tricotomizada e
preparada assepticamente com algoddo embebido em solugdo de
iodopovidine (Povidine, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos —SP,
Brasil), com o animal posicionado sobre a mesa cirlrgica em decubito
ventral e com a cabega imobilizada em trés pontos fixos com o auxilio
de uma mesa de estereotaxia (Figuras 4 A-C).

Foi utilizada técnica cirdrgica descrita previamente (THYLIN,
et al., 2002; NYAN, et al., 2007 e 2009; CALIXTRO, et al., 2011,
LIMA, et al., 2011), que consistiu de uma incisdo cutnea e muscular de
15 a 20 mm de comprimento na porcao posterior da calvaria ao longo da
sutura sagital com auxilio de cabo de bisturi e l[amina n® 15 (Swann-
Morton® Surgical Blades, Inglaterra), e a pele e o tecido subcutaneo
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foram refletidos (Figuras 4D-E). Em seguida os tecidos subjacentes
foram divulsionados com o auxilio de uma tesoura pequena com
extremidade romba e pin¢a de disseccdo até a exposi¢do do peridsteo
(Figura 4F), que foi incisado e permitiu a exposi¢do do o0sso parietal
(Figura 4G).

Dois defeitos 6sseos foram realizados, um em cada 0sso parietal,
laterais a sutura sagital (lado direito e lado esquerdo) (Figuras 4H-I). Os
defeitos foram realizados com o auxilio de uma broca trefina de 5 mm
externo de diametro (Neodent®, Curitiba - Parana) montada em contra-
angulo com reducgéo de 20:1 (W&H, Alemanha), acoplado em motor
para implante com 500 rpm (W&H, Alemanha), sob irrigacéo constante
de solucdo salina para prevenir o superaquecimento das paredes 0sseas.
Esse procedimento foi realizado cuidadosamente para evitar danos a
dura-mater (Figuras 4J-K). Em todos 0s animais, 0S grupos
experimentais (PLGA+HA/SIN, PLGA+HA, SIN, e Veiculo) foram
implantados no defeito do lado direito e o lado esquerdo serviu como
controle interno (“Falso Operado”) para observar se a sinvastatina
utilizada no preenchimento do defeito no lado direito influenciou o
reparo do lado contralateral (Figuras 4L-M). O grupo naive serviu de
pardmetro para comparacdo, por ser a condicdo natural (Figura 3). O
peridsteo e o tecido subcutaneo foram reposicionados e suturados com
fio de sutura Vicril 4.0 (Ethicon, Johnson&Johnson, SP, Brasil) e o
tecido cutdneo com fio Nylon 5.0 (Ethicon, Johnson&Johnson, SP,
Brasil) (Figuras 4N-O).

Todos os animais receberam analgésico dipirona 50 mg/kg apés
0 procedimento cirlrgico e diariamente, por trés dias consecutivos, no
periodo matutino. Os animais foram também avaliados diariamente para
a observacdo do estado de salde e do processo de reparo verificando
qualquer sinal clinico de inflamacé&o e ou infeccdo (vermelhiddo, edema,
crosta).

Remocao das amostras

Decorridos 1, 7, 15, 30, 60 dias de p6s-operatério amostras do
tecido sobre a &rea do defeito 6sseo foram removidas para analise de
citocinas. Imediatamente apds, a regido sobre os 0ssos parietais foi
dissecada e foram coletadas as amostras ésseas, com brocas trefinas de
10 mm de diametro.

Quantificacdo dos niveis de citocina tecidual pelo teste
imunoenzimaético (ELISA)



110

Para investigar a concentragdo de citocinas pro-inflamatérias
presente na area adjacente ao defeito Osseo, o tecido mole localizado
sobre a regido dos defeitos foi removido, pesado, congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para posterior utilizacdo
(Figura 5A-D).

Os tecidos, transportados e mantidos constantemente em gelo
(Figura 6A), foram cortados em por¢fes menores (Figura 6B) e foram
homogeneizados em processador de tecidos (Figura 6C) (Ultra-Turrax
IKA T18 basic, IKA®, Alemanha), em volume fixo de 1,6 ml de
solucdo tampdo para citocinas de PBS contendo Tween 20 (0,05%),
EDTA 10 mM, cloreto de benzametbnio 0,1 mM , 0,5% de BSA, 0,4 M
de NaCl, aprotinina 2 ng/ml, e PMSF 0,1 mM (Figuras 6D-H). O
homogenato foi transferido para eppendorfs de 2 ml, centrifugados a
10.000 rpm por 10min, a 4°C, e o sobrenadante obtido foi armazenado a
-80°C para as andlises (Figuras 61-L). A quantificacdo das proteinas
totais nos tecidos avaliados foi determinada por meio do método
colorimétrico descrito por Bradford, em 1976, utilizando-se o corante
Coomassie Brilliant Blue G250. As concentragBes de proteina foram
determinadas a partir da curva padrdo de albumina (0,05 — 1 pg/uL). Em
seguida, as amostras foram diluidas a uma mesma concentracdo protéica
e 0s pontos da curva plaqueados em duplicata, com 10 pL por pogo.
Apds este procedimento, foram acrescentados 190 puL de Coomassie
Brilliant Blue G250, diluido em 10 vezes, e a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 595 nm, obtendo-se, entdo, a concentragdo de
proteina tecidual. Aliquotas de 100 pl das amostras foram utilizadas para
mensurar 0s niveis de TNFo e IL1B, utilizando kits de ensaio
imunoenzimatico para citocina antirato (R&D System, Inc., Minneapolis,
USA), de acordo com as instru¢des do produto.

Este ensaio foi realizado nas amostras previamente
homogeneizadas, provenientes dos diferentes grupos experimentais.
Placas com 96 pocos foram sensibilizadas com 100 pL de anticorpo
monoclonal antirato TNFa e IL1B (anticorpo de captura diluido a 4
ng/ml em reagente diluente, solucdo de PBS com 1% de BSA, pH 7,2-
7,4) e incubadas overnight em temperatura ambiente. Apds este periodo,
0s pocos foram lavados por 3 vezes com tampdo para lavagem (Wash
Buffer 0,05% Tween® 20 em PBS, pH 7,2 — 7,4). Posteriormente, para
evitar ligagdes inespecificas, a placa foi bloqueada com 300 pL de
solugéo de blogueio (1% BSA em PBS, pH 7,2 — 7 4; filtrado 4 0,2 pum)
e incubada por 1h em temperatura ambiente. Findo este prazo, 0s pocos
foram lavados novamente como descrito acima. Em seguida, foram
adicionados 100 pL por pogo dos padrdes diluidos previamente em
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reagente de diluicdo (1% BSA em PBS, pH 7,2 — 7,4, filtrado a 0,2 um)
e as aliquotas das amostras, enquanto que em dois pocos foi colocado
somente o reagente de diluigdo para caracterizacdo do branco. As placas
foram cobertas com papel laminado para proteger da luz e incubadas por
2h em temperatura ambiente. Apos este periodo, os pogos foram lavados
por 3 vezes com tampdo de lavagem (0,05% Tween 20 em PBS, pH 7,2
— 7,4). Ap6s as lavagens, foram adicionados 100 pL do anticorpo de
deteccdo (Anticorpo antirato IL1B e ou TNFa Biotinilados) diluidos
previamente em reagente de diluicdo (1% BSA em PBS, pH 7,2 — 7,4,
filtrado a 0,2 um) na concentra¢do estabelecida, cobertos com papel
laminado e incubados por 2h em temperatura ambiente. Os pogos foram
lavados novamente como descrito acima. Posteriormente, foram
adicionados 100 pL de Streptoavidina-HRP (1:250) por poco, e as
placas foram cobertas com papel laminado e incubadas por 30 min, a
temperatura ambiente. Em seguida, os pogos foram lavados novamente e,
a solucdo de substrato (mistura dos reagentes de cores A - H,0, e B -
Tetrametilbenzidina) foi adicionada na diluigdo de 1:1 por pocgo, seguido
de incubagdo por 30 min a temperatura ambiente, evitando-se contato
direto da placa com a luz. A reagdo foi interrompida com 50 pL de
H,S0O,4 30% por poco sob agitacdo lenta. A leitura da densidade 6tica foi
feita em leitor de ELISA (Apollo LB 912; Berthold Technologies, EUA),
utilizando-se filtro de 450 nm e posteriormente de 550 nm, sendo este
resultado subtraido do primeiro (Figuras 6M-N).

Processamento e andlise radiografica

Ap0s a remogdo das amostras de tecido mole, os tecidos foram
dissecados para permitir a exposi¢do dos 0ssos parietais. As amostras de
tecido dsseo foram removidas com o auxilio de uma trefina de 10 mm de
diametro (Neodent®, Curitiba-PR, Brasil), e fixadas em solucdo de
glutaraldeido 10% para analises posteriores (Figura 7 A-I).

Para a avaliacdo radiogréfica, as amostras foram posicionadas
paralelamente a superficie do sensor radiografico digital (Digora Optime,
Soredex, Alemanha) de maneira padronizada para todas as amostras. As
radiografias foram realizadas em equipamento de raios X (Gendex
765DC -Gendex Dental Systems, Inglaterra) sob as seguintes condices:
8mA; 70KVp; distancia focal de 30cm; 0,32s de exposi¢do. As imagens
radiogréficas foram obtidas e salvas sob a extensdo BMP, utilizando o
préprio software fornecido pelo Digora Optime.

A densitometria 6ssea no local das amostras foi determinada
pela andlise dos tons de cinza, variando de 0 a 255 em toda a area da
amostra, calculada utilizando o software ImageJ64 (National Institute of
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Health, Bethesda, MD, USA) que forneceu a média e o desvio padréo
dos tons de cinza nessas regides pré-determinadas por meio da linha de
histograma. As imagens foram analisadas duas vezes pelo mesmo
observador, previamente calibrado.

Andlise estatistica

Uma andlise descritiva das observacdes foi realizada para todas
as amostras e para todos os grupos estudados, apresentados como média
e desvio padrdo para cada grupo. A comparagao entre 0S grupos e a
andlise estatistica dos dados obtidos das observacfes foram realizadas
por meio da andlise de variancia de 2 vias (ANOVA2) e 3 vias
(ANOVA3), seguida pelos de Tukey e Benferroni. Os niveis de
significAncia foram determinados em 5% (p < 0.05).
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APENDICE B - Figuras da metodologia expandida

Figural

Figura 1 — Manipulacdo dos arcaboucos de PLGA+HA.

A — Arcaboucos prontos apds a evaporacdo dos solventes e remocgéo da
sacarose, inicialmente com o formato dos moldes cilindricos de 5 mm de
didmetro por 2 cm de comprimento;

B — Arcaboucos seccionados por discos diamantados em peca de mao,
sob refrigeracdo constante para evitar aquecimento;

C — Arcabouco pronto para ser embalado e esterilizado por radiacéo
gama.

Figura 2

Figura 2 — Eppendorf direito contendo solugdo “méde” de sinvastatina
solubilizada a 6 mg/ml em solucdo 1:1 de alcool etilico e, eppendorf
esquerdo contendo a solucédo de trabalho a 4 mg/ml.
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Figura 3

Grupo A (n=30) Grupo B (n=30) Grupo C (n=30)  Grupo D (n=30) Grupo E (n=30) Grupo F (n=30)

Falso Operado Controle

PLGA+HA/SIN SIN PLGA+HA . Veiculo “Sham" “Naive"

Lado Direito - Grupos Teste Lado Esquerdo - Controle Interno

' ! ! ! l

Subgrupo 1d Subgrupo 7d Subgrupo 15d Subgrupo 30d Subgrupo 60d

RE RE RE
(n=6) (n=6) (n=6)

RHM = Andlise Radiogréfica e ELISA

Figura 3 — Distribuicdo dos grupos em relacdo aos periodos
experimentais e as metodologias realizadas.
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Figura 4

Figura 4 — Intervencdo cirurgica experimental.

A — Mesa de estereotaxia;

B — Animais com a parte dorsal do crénio tricotomizada e posicionados
sobre a mesa cirdrgica, em decubito ventral, com a cabeca imobilizada
em trés pontos fixos, com o auxilio da mesa de estereotaxia;

C — Area operatoria preparada assepticamente;

D e E —Inciséo cutanea e muscular;

F — Tecidos adjacentes divulsionados;
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G — Incisdo e descolamento do peri6steo permitindo a exposicdo dos
0ss0s parietais. O grupo naive recebeu apenas este procedimento
cirlrgico, seguindo para a sutura dos tecidos;

H e I — Nos demais grupos, sob irrigacdo constante com solucdo salina,
foram realizados dois defeitos 6sseos, um em cada 0sso parietal, laterais
a sutura sagital. Os defeitos foram realizados com o auxilio de uma
broca trefina de 5 mm de didmetro externo;

J — Tecidos dsseos internos a trefina removidos. Pode-se visualizar parte
do crénio, seus vasos sanguineos e a duramater expostas pelo defeito
0sse0. Esta imagem também ilustra o tratamento realizado no grupo
sham;

K — Fragmentos circulares dos tecidos 6sseos removidos;

L — Aplicacdo de sinvastatina (grupo sinvastatina isolado), sobre o
defeito realizado no lado direito da calota craniana. Da mesma maneira
foi aplicado o veiculo sobre o defeito;

M — Adaptacdo do arcabouco sobre o defeito realizado no lado direito.
No grupo sinvastatina + arcabougco a sinvastatina foi aplicada ao
arcabouco sobre uma placa de Petri e, em seguida, posicionados sobre o
defeito 6sseo;

N — Sutura do peri6steo. E possivel observar, por transparéncia, a
adaptacdo do arcabouco apds esta sutura;

O — Sutura dos tecidos subcutaneos e cutaneos. A ferida cirdrgica foi
limpa e o iodopovidine foi aplicado novamente.
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FIGURA 5
A

FIGURA 5 — Remocdo das amostras dos tecidos moles adjacentes ao
defeito 6sseo.

A — Primeiro dia de p6s-operatério do grupo sham;

B — Tecido incisado. E possivel observar a presenca de liquido do
exudato inflamatério ap6s a inciséo;

C — Remocdo dos tecidos moles adjacentes ao defeito dsseo;

D — Fragmento removido.
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Figura 6

T

Figura 6 — Ensaio imunoenzimatico para dosagem de citocinas.

A — Os tecidos foram transportados e mantidos, constantemente, em
recipiente contendo gelo;

B — Fragmentac&o dos tecidos, para facilitar a homogeneizacéo;

C — Os tecidos foram homogeneizados em processador de tecidos Ultra-
Turrax IKA T18 basic;

D — As amostras foram homogeneizadas em 1,6 ml de solu¢do tampéo
para citocinas;

E — Amostras imersas em solucao tampéo;

F e G — Homogeneizacao dos tecidos imersos em cuba contendo gelo;
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H — Homogenato pronto;

I — Homogenatos acondicionados em eppendorfs de 1,5 ml;

J e K- Centrifugagdo a 10.000 rpm, por 10 min, a 4°C;

L — O sobrenadante obtido foi armazenado a -80°C para as analises;

M e N — Leitura da densidade éptica utilizando-se filtros de 450 e 550
nm.

FIGURA7

FIGURA 7 — Remocédo das amostras para analise radiografica.

A — Primeiro dia de p6s-operatério do grupo sham;

B — Calota craniana exposta (grupo sham);

C — Posicionamento da trefina;

D — Calota craniana exposta (grupo arcabouco 1 dia);

E — Amostra removida;

F — Calota craniana exposta (grupo sinvastatina 60 dias);

G — Calota craniana exposta (grupo sinvastatina + PLGA+HA 60 dias);
H — Amostra removida, vista superior;

| — Amostra removida, vista inferior.
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APENDICE C - Parecer do Comité de Etica UFSC

OFsc
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

Florianépolis, 04 de Novembro de 2011.

Trata o presente parecer da avaliagédo dos protocolos PP00689, para utilizagdo de animais em pesquisa
a serem desenvolvidos sob a Coordenagédo da Professora Dra Mabel Mariela Rodriguez Cordeiro,
Departamento de Ciéncias Morfolégicas, CCB-UFSC.

PP00689- ANALISE DO USO DE SINVASTATINA E DE ARCABOUCOS DE PLGA+HA NO REPARO
OSSEO EM DEFEITOS CRIADOS NA CALOTA CRANIANA DE RATOS.

Modelo experimental: o modelo induz experimentalmente defeito dsseo sobre o osso parietal de ratos,
visando avaliar a capacidade osteoindutora da sinvastatina introduzida em arcabougos produzidos de
copolimero de poli(&cido lactico-co-glicélico; PLGA) associado a hidroxiapatita (HA) que s&o implantados
na drea defeituosa. Além disso, sdo determinados parametros reagdes inflamatorias e alteracdes
sistémicas associadas aos implantes.

Equipe: Dra Eliane Maria Goldfeder (pesquisadora) — Professora do Departamento de Ciéncias
Morfolégicas, CCB-UFSC; Isis Carvalho Encarnagéo - aluna do Programa de Pds-Graduagédo em
Odontologia da UFSC.
Animais: 300 ratos Wistar adultos (14 semanas) pesando aproximadamente 180g.
Protocolo Experimental:
1) Inducéo do defeito 6sseo: os animais serdo anestesiados por via intraperitoneal com uma
combinacédo de cetamina e cloridrato de xilazina (100 e 20mg/kg), respectivamente. A parte dorsal do
cranio sera tricotomizada e preparada assepticamente. Uma incisdo de 10 a 20 mm de comprimento
sera realizada no tecido mole do cranio ao longo da sutura sagital expondo o osso parietal. Dois defeitos
osseos serdo realizados, um em cada osso parietal, laterais a sutura sagital (lado direito e lado
esquerdo). Os defeitos serédo realizados com o uso de uma broca trefina de 5 mm de diametro. Esse
procedimento sera realizado cuidadosamente para evitar danos a dura-mater. Em todos os animais, os
grupos experimentais (PLGA+HA/SIN, PLGA+HA ou SIN; com n=12 por grupo) serdo implantados no
defeito do lado direito e o lado esquerdo servird como controle interno (“Falso Operado”; com n=12). O
grupo “Controle” servird de parametro para comparagéo, por ser a condigao natural (n=12). A distancia
da linha de inciséo aos defeitos sera de no minimo 3 mm. O periésteo e o tecido subcutaneo serdo
recolocados em posigao com fio de sutura Vicril 4-0 e o tecido cutaneo com fio seda 4-0.
2) Pds-operatério: todos os animais receberao analgésico dipirona 50mg/kg e antibioticoterapia com
tetraciclina 400mg/kg intraperitoniais, ap6s o procedimento cirdrgico e diariamente, por trés dias
consecutivos, no periodo matutino. Os animais serdo também avaliados diariamente para a observagéo
do estado de saude e do processo de reparo para avaliar qualquer sinal clinico de inflamag&o
(vermelhiddo, edema, crosta), e serdo também fotografados e os dados armazenados.
3) Remocéo das amostras: decorridos 12h e 7, 15, 30, 60 dias os animais serdo anestesiados e
receberdo perfusao de 0,9% de solugdo salina seguida de solucéo de paraformaldeido a 4% (pH 7.4)
através da aorta ascendente. A pele sera dissecada e os locais com os defeitos serdo removidos com o
tecido 6sseo circundante e com o tecido mole adjacente.
Nestes mesmos tempos, serdo coletados via arterial caudal 1 ml de sangue dos animais antes do
procedimento de remog&o das amostras, para a realizagédo de hemograma completo.
4) Andlises: exame de raios X do tecido 6sseo da regido operada; analise histoldgica e
imunoistoquimica da regido operada; andlise por microscopia eletronica; analise de citocinas teciduais
por ELISA.
Eutanasia: dessangramento sob anestesia.

Observa-se que o protocolo sera executado de modo adequado e cuidadoso. O nimero de
animais por grupo (N=12) é adequado e respaldado por célculo estatistico. O estudo proposto tem
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relevancia cientifica e os protocolos atendem as normas de utilizagéo de animais para pesquisa.
Portanto, sou de parecer FAVORAVEL a aprovagéo do protocolo CEUA/PP00689.
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Pagina 1 de 1

Resultado de Solicitagéo de Protocolo
Protocolo
PP00689
Titulo ,
ANALISE DO USO DE SINVASTATINA E DE ARCABOUCOS DE PLGA+HA NO REPARO OSSEO EM DEFEITOS CRIADOS NA
CALOTA CRANIANA DE RATOS
Data de Entrada
22/06/2011

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
04/11/2011

Consideracdes

Oficio n° 177/CEUA/PRPE/2011

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Mabel Mariela Rodriguez Cordeiro, Departamento de Ciéncias Morfologicas -
CCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relagdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO com modificagdes, por 24 meses para a utilizagdo de trezentos ratos (Rattus
Norvegicus).

- Esta comisséo considerou a dose anestésica muito alta e determina que seja modificada para 90 mg
de cetamina e 10 mg de xilazina, por kilo de peso animal.

- Procedéncia do animal: Biotério Central.

Por ocasido do término do periodo de credenciamento, DEVERA SER APRESENTADO
RELATORIO detalhado relacionando o uso de animais com estas metodologias aos resultados
obtidos, conforme formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do protocolo ou no momento da apresentacio de
um novo protocolo)
Data 10/02/2014

Data 10/11/2011
Parecer(es):
) )
( W Qoo
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

Abrir Solicitagdo Criar Relatério |

Parecer_1_PP00689.pdf

http://notes.ufsc.br/aplic/ceua.nsf/275304¢c2473aaf908325703d00475¢75/£5120c05¢2...  10/11/2011
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Documents: Sample Manuscript, Copyright Transfer
Agreement  Useful Websites: Submission Site, Articles published in
Journal of Clinical Periodontology, Author Services, Wiley-Blackwell’s
Ethical Guidelines, Guidelines for Figures

The journal to which you are submitting your manuscript employs a
plagiarism detection system. By submitting your manuscript to this
journal you accept that your manuscript may be screened for plagiarism
against previously published works.

1. GENERAL Journal of Clinical Periodontology publishes original
contributions of high scientific merit in the fields of periodontology and
implant dentistry. Its scope encompasses the physiology and pathology
of the periodontium, the tissue integration of dental implants, the
biology and the modulation of periodontal and alveolar bone healing and
regeneration, diagnosis, epidemiology, prevention and therapy of
periodontal disease, the clinical aspects of tooth replacement with dental
implants, and the comprehensive rehabilitation of the periodontal patient.
Review articles by experts on new developments in basic and applied
periodontal science and associated dental disciplines, advances in
periodontal or implant techniques and procedures, and case reports
which illustrate important new information are also welcome.  Please
read the instructions below carefully for details on the submission of
manuscripts, the journal's requirements and standards as well as
information concerning the procedure after a manuscript has been
accepted for publication in Journal of Clinical Periodontology. Authors
are encouraged to visit Wiley-Blackwell's Author Services for further
information on the preparation and submission of articles and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES

Journal of Clinical Periodontology adheres to the below ethical
guidelines for publication and research. 2.1. Authorship and
Acknowledgements Authors submitting a paper do so on the
understanding that the manuscript have been read and approved by all
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authors and that all authors agree to the submission of the manuscript to
the Journal.  Journal of Clinical Periodontology adheres to the
definition of authorship set up by The International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE authorship
criteria should be based on 1) substantial contributions to conception
and design of, or acquisiation of data or analysis and interpretation of
data, 2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content and 3) final approval of the version to be published.
Authors should meet conditions 1, 2 and 3. It is a requirement that all
authors have been accredited as appropriate upon submission of the
manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be
mentioned under Acknowledgements. Please note that it is a
requirement to include email addresses for all co-authors at submission.
If any of the email-addresses supplied are incorrect the corresponding
author will be contacted by the journal
administrator. Acknowledgements:  Under  acknowledgements
please specify contributors to the article other than the authors
accredited.

2.2. Ethical Approvals Experimentation involving human subjects
will only be published if such research has been conducted in full
accordance with ethical principles, including the World Medical
Association Declaration of Helsinki (version 2008) and the additional
requirements, if any, of the country where the research has been carried
out. Manuscripts must be accompanied by a statement that the
experiments were undertaken with the understanding and written
consent of each subject and according to the above mentioned principles.
A statement regarding the fact that the study has been independently
reviewed and approved by an ethical board should also be
included.  When experimental animals are used the methods section
must clearly indicate that adequate measures were taken to minimize
pain or discomfort. Experiments should be carried out in accordance
with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH)
in the USA regarding the care and use of animals for experimental
procedures or with the European Communities Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws and
regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit
statement in the Material and Methods section identifying the review
and ethics committee approval for each study, if applicable. Editors
reserve the right to reject papers if there is doubt as to whether
appropriate procedures have been used. 2.3 Clinical Trials Clinical
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trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be
included in the submission material. Journal of Clinical
Periodontology encourages authors submitting manuscripts reporting
from a clinical trial to register the trials in any of the following free,
public clinical trials registries: www.clinicaltrials.gov,
http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/, http://isrctn.org/. The
clinical trial registration number and name of the trial register will then
be published with the paper. 24 DNA Sequences and
Crystallographic Structure Determinations Papers reporting protein
or DNA sequences and crystallographic structure determinations will
not be accepted without a Genbank or Brookhaven accession number,
respectively. Other supporting data sets must be made available on the
publication date from the authors directly. 2.5 Conflict of Interest
and Sources of Funding Authors are required to disclose all sources
of institutional, private and corporate financial support for their study.
Suppliers of materials (for free or at a discount from current rates)
should be named in the source of funding and their location (town,
state/county, country) included. Other suppliers will be identified in the
text. If no funding has been available other than that of the author’s
institution, this should be specified upon submission. Authors are also
required to disclose any potential conflict of interest. These include
financial interests (for example patent, ownership, stock ownership,
consultancies, speaker’s fee,) or provision of study materials by their
manufacturer for free or at a discount from current rates. Author’s
conflict of interest (or information specifying the absence of conflicts of
interest) and the sources of funding for the research will be published
under a separate heading entitled “Conflict of Interest and Sources of
Funding Statement”. See Editor-in-Chief Maurizio Tonetti’s Editorial
on Conflict of Interest and Sources of Funding and
www.icmije.org/#conflicts for generally accepted definitions.

2.6 Appeal of Decision Under exception circumstances, authors may
appeal the editorial decision. Authors who wish to appeal the decision
on their submitted paper may do so by e-mailing the editorial office at
cpeedoffice@wiley.com with a detailed explanation for why they find
reasons to appeal the decision. 2.7 Permissions If all or parts of
previously published illustrations are used, permission must be obtained
from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to
obtain these in writing and provide copies to the Publishers. 2.8
Copyright Assignment Authors submitting a paper do so on the
understanding that the work and its essential substance have not been
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published before and is not being considered for publication elsewhere.
The submission of the manuscript by the authors means that the authors
automatically agree to assign exclusive copyright to Wiley-Blackwell if
and when the manuscript is accepted for publication. The work shall not
be published elsewhere in any language without the written consent of
the publisher. The articles published in this journal are protected by
copyright, which covers translation rights and the exclusive right to
reproduce and distribute all of the articles printed in the journal. No
material published in the journal may be stored on microfilm or
videocassettes or in electronic database and the like or reproduced
photographically without the prior written permission of the publisher.
Correspondence to the journal is accepted on the understanding that the
contributing author licences the publisher to publish the letter as part of
the journal or separately from it, in the exercise of any subsidiary rights
relating to the journal and its contents.
Upon acceptance of a paper, authors are required to assign the exclusive
licence to publish their paper to Wiley-Blackwell. Assignment of the
exclusive licence is a condition of publication and papers will not be
passed to the publisher for production unless licence has been assigned.
(Papers subject to government or Crown copyright are exempt from this
requirement; however, the form still has to be signed). A completed
Copyright Transfer Agreement (CTA) must be sent to the Editorial
Office before any manuscript can be published. Authors must send the
completed CTA upon receiving notice of manuscript acceptance, i.e., do
not send the CTA at submission.
The CTA should be sent to:
Journal of Clinical Periodontology Editorial Office Wiley-
Blackwell John Wiley & Sons Ltd 9600 Garsington
Road Oxford OX42DQ UK
Or by email to: cpeedoffice@wiley.com

For questions concerning copyright, please visit Wiley-Blackwell’s
Copyright FAQ.
2.9 OnlineOpen OnlineOpen is available to authors of primary
research articles who wish to make their article available to non-
subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to
archive the final version of their article. With OnlineOpen, the author,
the author's funding agency, or the author's institution pays a fee to
ensure that the article is made available to non-subscribers upon
publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the
funding agency's preferred archive. For the full list of terms and
conditions,
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see http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen_Terms An
y authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to
complete the payment form available from our website at:
https://onlinelibrary.wiley.com/onlineOpenOrder Prior to acceptance
there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to
publish your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen
articles are treated in the same way as any other article. They go through
the journal's standard peer-review process and will be accepted or
rejected based on their own merit.

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online
submission site http://mc.manuscriptcentral.com/jcpe. The use of an
online submission and peer review site enables immediate distribution of
manuscripts and consequentially speeds up the review process. It also
allows authors to track the status of their own manuscripts. Complete
instructions for submitting a paper is available online and below. Further
assistance can be obtained from the Journal Admin, Rosie Ledger, at
cpeedoffice@wiley.com.  3.1. Getting Started Launch your web
browser (supported browsers include Internet Explorer 5.5 or
higher, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4 or higher) and go to the journal's
online Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/jcpe < Log-in
or, if you are a new user, click on 'register here'. < If you are registering
as a new user. - After clicking on 'register here', enter your name and e-
mail information and click 'Next. Your e-mail information is very
important. - Enter your institution and address information as
appropriate, and then click ‘Next." - Enter a user ID and password of
your choice (we recommend using your e-mail address as your user ID),
and then select your areas of expertise. Click 'Finish'. «If you are
registered, but have forgotten your log in details, enter your e-
mail address under 'Password Help'. The system will automatically send
you your user ID and a new temporary password. < Log-in and select
'Corresponding ~ Author  Center”.  3.2. Submitting  Your
Manuscript < After you have logged into your ‘Corresponding Author
Center', submit your manuscript by clicking the submission link under
'Author Resources'. < Enter data and answer questions as appropriate.
You may copy and paste directly from your manuscript and you may
upload your pre-prepared covering letter. < Click the 'Next' button on
each screen to save your work and advance to the next screen. < You
are required to upload your files. - Click on the 'Browse' button and
locate the file on your computer. - Upload your manuscript main
document complete with title page, statement concerning source(s) of



http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html
https://onlinelibrary.wiley.com/onlineOpenOrder
http://mc.manuscriptcentral.com/jcpe
mailto:cpeedoffice@wiley.com
http://mc.manuscriptcentral.com/jcpe

128

funding and conflict(s) of interest, abstract, clinical relevance section,
references, tables and figure legends as “main document”. Upload
figures as ‘figures’. For clinical trials a Consort Checklist will be
required, and it should be uploaded as “supplementary file for review”.
If any unpublished papers are referenced in the reference list, a digital
version of the referenced paper should also be uploaded as
“supplementary file for review”. - Select the designation of each file in
the drop down next to the Browse button. - When you have selected all
files you wish to upload, click the 'Upload Files' button. < Review your
submission (in HTML and PDF format). Notice that all documents
uploaded as supplementary files for review will not be viewable in the
HTML and PDF format. Click the 'Submit' button when you are finished
reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted Manuscripts should be uploaded as
Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-protected) plus
separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for
printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF
on upload and will be used for the review process. The text file must
contain the entire manuscript including title page, abstract, clinical
reference, main text, references, acknowledgement, statement of source
of funding and any potential conflict of interest, tables, and figure
legends, but no embedded figures. In the text, please reference any
figures as for instance 'Figure 1', 'Figure 2' etc to match the tag name
you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should
be formatted as described in the Author Guidelines below. Please note
that any manuscripts uploaded as Word 2007 (.docx) will be
automatically rejected. Please save any .docx file as .doc before
uploading. 3.4. Blinded Review AIll manuscripts submitted to
Journal of Clinical Periodontology will be reviewed by two or more
experts in the field. Papers that do not conform to the general aims and
scope of the journal will, however, be returned immediately without
review. Journal of Clinical Periodontology uses single blinded review.
The names of the reviewers will thus not be disclosed to the author
submitting a paper.  3.5. Suggest a Reviewer Journal of Clinical
Periodontology attempts to keep the review process as short as possible
to enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate
this process, please suggest the name and current email address of one
potential international reviewer whom you consider capable of
reviewing your manuscript. In addition to your choice the editor will
choose one or two reviewers as well.  3.6. Suspension of Submission
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Mid-way in the Submission Process You may suspend a submission
at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to submit
later. The manuscript can then be located under ‘Unsubmitted
Manuscripts' and you can click on 'Continue Submission' to continue
your submission when you choose to.  3.7. E-mail Confirmation of
Submission After submission you will receive an e-mail to confirm
receipt of your manuscript. If you do not receive the confirmation e-mail
after 24 hours, please check your e-mail address carefully in the system.
If the e-mail address is correct please contact your IT department. The
error may be caused by some sort of spam filtering on your e-mail server.
Also, the e-mails should be received if the IT department adds our e-
mail server (uranus.scholarone.com) to their whitelist.  3.8.
Manuscript Status You can access ScholarOne Manuscripts (formerly
known as Manuscript Central) any time to check your 'Author Centre'
for the status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail
once a decision has been made. 3.9. Submission of Revised
Manuscripts To submit a revised manuscript, locate your manuscript
under 'Manuscripts with Decisions' and click on 'Submit a Revision'.
Please remember to delete any old files uploaded when you upload your
revised manuscript.  3.10 Resubmissions If your manuscript was
given the decision of reject and resubmit, you might choose to submit an
amended version of your manuscript. This should be submitted as a new
submission following the guidelines above under 3.2. In addition you
should upload comments to the previous review as “supplementary files
for review”.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Journal of Clinical Periodontology publishes original research articles,
reviews, clinical innovation reports and case reports. The latter will be
published only if they provide new fundamental knowledge and if they
use language understandable to the clinician. It is expected that any
manuscript submitted represents unpublished original
research.  Original Research Articles must describe significant and
original experimental observations and provide sufficient detail so that
the observations can be critically evaluated and, if necessary, repeated.
Original articles will be published under the heading of clinical
periodontology, implant dentistry or pre-clinical sciences and must
conform to the highest international standards in the field.  Clinical
Innovation Reports are suited to describe significant improvements in
clinical practice such as the report of a novel surgical technique, a
breakthrough in technology or practical approaches to recognized
clinical challenges. They should conform to the highest scientific and



130

clinical practice standards.  Case Reports illustrating unusual and
clinically relevant observations are acceptable but their merit needs to
provide high priority for publication in the Journal. On rare occasions,
completed cases displaying non-obvious solutions to significant clinical
challenges will be considered. = Reviews are selected for their broad
general interest; all are refereed by experts in the field who are asked to
comment on issues such as timeliness, general interest and balanced
treatment of controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews
should take a broad view of the field rather than merely summarizing the
authors” own previous work, so extensive citation of the authors” own
publications is discouraged. The use of state-of-the-art evidence-based
systematic approaches is expected. Reviews are frequently
commissioned by the editors and, as such, authors are encouraged to
submit a proposal to the Journal. Review proposals should include a
full-page summary of the proposed contents with key references.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Format Language: The language of publication is English.
Authors for whom English is a second language may choose to have
their manuscript professionally edited before submission to improve the
English. It is preferred that manuscript is professionally edited. A list of
independent suppliers of editing services can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. Japanese
authors can also find a list of local English improvement services at
http://www.wiley.co.jp/journals/editcontribute.ntml. All services are
paid for and arranged by the author, and use of one of these services
does not guarantee acceptance or preference for publication.
Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Journal of Clinical
Periodontology adheres to the conventions outlined in Units, Symbols
and Abbreviations: A Guide for Medical and Scientific Editors and
Authors. Abbreviations should be kept to a minimum, particularly those
that are not standard. Non-standard abbreviations must be used three or
more times and written out completely in the text when first used.  5.2.
Structure All articles submitted to Journal of Clinical Periodontology
should include Title Page, Abstract, and References. In addition, Journal
of Clinical Periodontology requires that all articles include a section on
Clinical Relevance and disclose Source of Funding and Conflict of
Interests. Figures, Figure Legends and Tables should be included where
appropriate. All manuscripts should emphasize clarity and brevity.
Authors should pay special attention to the presentation of their findings
so that they may be communicated clearly. Technical jargon should be
avoided as much as possible and be clearly explained where its use is
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unavoidable.  Title Page: The title must be concise and contain no
more than 100 characters including spaces. The title page should include
a running title of no more than 40 characters; 5-10 key words, complete
names of institutions for each author, and the name, address, telephone
number, fax number and e-mail address for the corresponding
author.  Conflict of Interest and Source of Funding: Authors are
required to disclose all sources of institutional, private and corporate
financial support for their study. Suppliers of materials (for free or at a
discount from current rates) should be named in the source of funding
and their location (town, state/county, country) included. Other suppliers
will be identified in the text. If no funding has been available other than
that of the author’s institution, this should be specified upon submission.
Authors are also required to disclose any potential conflict of interest.
These include financial interests (for example patent, ownership, stock
ownership, consultancies, speaker’s fee,) or provision of study materials
by their manufacturer for free or at a discount from current rates.
Author’s conflict of interest (or information specifying the absence of
conflicts of interest) and the sources of funding for the research will be
published under a separate heading entitled “Conflict of Interest and
Source of Funding Statement”. See Editor-in-Chief Maurizio Tonetti’s
Editorial on Conflict of Interest and Source of Funding and
www.icmje.org/#conflicts for generally accepted definitions.

Abstract: is limited to 200 words in length and should not contain
abbreviations or references. The abstract should be organized according
to the content of the paper. For Original Research Articles the abstract
should be organized with aim, materials and methods, results and
conclusions. For clinical trials, it is encouraged that the abstract finish
with the clinical trial registration number on a free public database such
as clinicaltrials.gov.  Clinical Relevance: This section is aimed at
giving clinicians a reading light to put the present research in
perspective. It should be no more than 100 words and should not be a
repetition of the abstract. It should provide a clear and concise
explanation of the rationale for the study, of what was known before and
of how the present results advance knowledge of this field. If
appropriate, it may also contain suggestions for clinical practice. It
should be structured with the following headings: scientific rationale for
study, principal findings, and practical implications. Authors should pay
particular attention to this text as it will be published in a highlighted
box within their manuscript; ideally, reading this section should leave
clinicians wishing to learn more about the topic and encourage them to
read the full article. ~ Acknowledgements: Under acknowledgements
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please specify contributors to the article other than the authors
accredited.  5.3. Original Research Articles These must describe
significant and original experimental observations and provide sufficient
detail so that the observations can be critically evaluated and, if
necessary, repeated. Original articles will be published under the
heading of clinical periodontology, implant dentistry or pre-clinical
sciences and must conform to the highest international standards in the
field.  The word limit for original research articles is 3500 words, and
up to 7 items (figures and tables) may be included. Additional items can
be included as supplementary files online (please see 5.9
below). Main Text of Original Research Articles should be
organized with Introduction, Materials and Methods, Results and
Discussion. The background and hypotheses underlying the study, as
well as its main conclusions, should be clearly explained. Please see
Sample Manuscript.

Introduction: should be focused, outlining the historical or logical
origins of the study and not summarize the results; exhaustive literature
reviews are not appropriate. It should close with the explicit statement of
the specific aims of the investigation. Material and Methods: must
contain sufficient detail such that, in combination with the references
cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced.
As a condition of publication, authors are required to make materials
and methods used freely available to academic researchers for their own
use. This includes antibodies and the constructs used to make transgenic
animals, although not the animals themselves. (&) Clinical trials
should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be
included in the submission material. If your study is a randomized
clinical trial, you will need to fill in all sections of the CONSORT
Checklist. If your study is not a randomized trial, not all sections of the
checklist might apply to your manuscript, in which case you simply fill
in N/A. Journal of Clinical Periodontology encourages authors
submitting manuscripts reporting from a clinical trial to register the
trials in any of the following free, public clinical trials registries:
www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/. The
clinical trial registration number and name of the trial register will then
be published with the paper. (b) Statistical Analysis: As papers
frequently provide insufficient detail as to the performed statistical
analyses, please describe with adequate detail. For clinical trials
intention to treat analyses are encouraged (the reasons for choosing
other types of analysis should be highlighted in the submission letter and
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clarified in the manuscript). (c) DNA Sequences and
Crystallographic Structure Determinations: Papers reporting protein or
DNA sequences and crystallographic structure determinations will not
be accepted without a Genbank or Brookhaven accession number,
respectively. Other supporting data sets must be made available on the
publication date from the authors directly. (d) Experimental
Subjects: Experimentation involving human subjects will only be
published if such research has been conducted in full accordance with
ethical principles, including the World Medical Association Declaration
of Helsinki (version 2008) and the additional requirements, if any, of the
country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with
the understanding and written consent of each subject and according to
the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the
study has been independently reviewed and approved by an ethical
board should also be included.  When experimental animals are used
the methods section must clearly indicate that adequate measures were
taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out
in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of
Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for
experimental procedures or with the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with
local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit
statement in the Material and Methods section identifying the review
and ethics committee approval for each study, if applicable. Editors
reserve the right to reject papers if there is doubt as to whether
appropriate procedures have been used.  Results: should present the
observations with minimal reference to earlier literature or to possible
interpretations.  Discussion: may usefully start with a brief summary
of the major findings, but repetition of parts of the abstract or of the
results section should be avoided. The discussion section should end
with a brief conclusion and a comment on the potential clinical
relevance of the findings. Statements and interpretation of the data
should be appropriately supported by original references. The
discussion may usefully be structured with the following points in mind
(modified from the proposal by Richard Horton (2002), The Hidden
Research Paper, The Journal of the American Medical Association, 287,
2775-2778). Not all points will apply to all studies and its use is optional,
but we believe it will improve the discussion section to keep these points
in mind. Summary of key finding * Primary outcome measure(s) *
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Secondary outcome measure(s) * Results as they relate to a prior
hypothesis Strengths and Limitations of the Study * Study
Question * Study Design * Data Collection * Analysis *
Interpretation * Possible effects of bias on outcomes Interpretation
and Implications in the Context of the Totality of Evidence * Is there a
systematic review to refer to? * If not, could one be reasonably done
here and now? * What this study adds to the available evidence *
Effects on patient care and health policy * Possible
mechanisms Controversies Raised by This Study Future Research
Directions * For this particular research collaboration * Underlying
mechanisms * Clinical research

5.4. Clinical Innovation Reports These are suited to describe
significant improvements in clinical practice such as the report of a
novel surgical technique, a breakthrough in technology or practical
approaches to recognized clinical challenges. They should conform to
the highest scientific and clinical practice standards.

The word limit for clinical innovation reports is 3000 words, and up to
12 items (figures and tables) may be included. Additional items can be
included as supplementary files online (please see 5.9 below).

The main text of Clinical Innovation Reports should be organized with
Introduction, Clinical Innovation Report, Discussion and Conclusion.
5.5. Case Reports Case reports illustrating unusual and clinically
relevant observations are acceptable but their merit needs to provide
high priority for publication in the Journal. On rare occasions,
completed cases displaying non-obvious solutions to significant clinical
challenges will be considered.

The main text of Case Reports should be organized with Introduction,
Case report, Discussion and Conclusion.

5.6. Reviews Reviews are selected for their broad general interest; all
are refereed by experts in the field who are asked to comment on issues
such as timeliness, general interest and balanced treatment of
controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews should take a
broad view of the field rather than merely summarizing the authors” own
previous work, so extensive citation of the authors” own publications is
discouraged. The use of state-of-the-art evidence-based systematic
approaches is expected. Reviews are frequently commissioned by the
editors and, as such, authors are encouraged to submit a proposal to the
Journal. Review proposals should include a full-page summary of the
proposed contents with key references.  The word limit for reviews is
4000 words.  The main text of Reviews should be organized with
Introduction, Review of Current Literature, Discussion and Conclusion.
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5.7. References It is the policy of the Journal to encourage reference to
the original papers rather than to literature reviews. Authors should
therefore keep citations of reviews to the absolute minimum. We
recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for
reference management and formatting. EndNote reference styles can be
searched for here: http://www.endnote.com/support/enstyles.asp
Reference Manager reference styles can be searched for here:
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp ~ Please note that all
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