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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, histologicamente e
histometricamente, o efeito do meloxicam, uma droga antiinflamatéria ndo esteroidal
seletiva para a cicloxigenase-2, administrada sistemicamente, sobre o reparo ésseo
de defeitos confeccionados na calvaria de ratos. O experimento foi realizado em 36
ratos machos adultos, Norvegicus albinus, da linhagem Wistar, os quais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos. Em cada animal foram confeccionados dois
defeitos Gsseos bilaterais de 4mm de didmetro nos 0ssos parietais. No grupo tratado
(n=18) foi administrado o meloxicam diariamente, via Subcuténea, na dosagem de 3
mg/kg/dia. No grupo controle (n=18), foi administrada diariamente solugéio fisioldgica
de cloreto de sodio a 0,9% esterilizada, na dosagem de 1ml/Kg/dia, durante os
mesmos periodos pos-operatorios. Foi realizado sacrificioc dos animais em dois
periodos, 15 e 45 dias de pos-operatério. A avaliagdo histoldgica mostrou maior
atividade ostecgénica nos animais que ndo receberam ¢ medicamento. A analise
histormeétrica mostrou que houve diminuigdo estatisticamente significativa no reparo
Osseo nos animais tratados com meloxicam, tanto aos 15 quanto aos 45 dias apos a
administragéo da droga (p<0,05). N&o foi observada diferenga estatistica significativa
no reparo 6sseo entre 15 e 45 dias de experimento, tanto nos animais tratados quanto
nos controle (p>0,05). Os resultados indicam que o meloxicam € capaz de gerar
atraso no reparo 6sseo e que a osteogénese ocorre com maior intensidade nas duas

primeiras semanas do processo de reparo.



1.INTRODUGAO

O tecido Gsseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material intercelular calcificado (matriz Ossea). Sendo um tecido
metabolicamente ativo, & submetido a continuo processo de renovacgao,
denominado remodelagédo dssea. As principais células que regulam a renovagdo do
esqueleto sdo os osteoblastos e osteoclastos, os quais encontram-se em equilibrio
nesse processo por meio de fendmenos de reabsorgdo e neoformacgéio Ossea

(HOROWITZ et al., 2001).

Muitos estudos tém mostrado que os metabélitos do acido araquiddnico e
os AINES estédo envolvidos na regulagéo da formacgdo e reabsorgéo ¢ssea, porém,
os resultados apresentam-se muito variados. Essa variagdo pode ser ocasionada
pelo uso de diferentes drogas, dosagens e dura¢do do tratamento (YAZDI ef al,

1992).

As PGs exercem importante atividade no processo de reparo 6sseo
(SIMON et al., 2002), sendo que a administragdo de PGE, ocasiona aumento na
taxa de reparo das fraturas em muitos modelos animais (KELLER et al., 1993;
KELLER, 1996; NORRDIN ef al, 1988), indicando que os metabllitos da
cicloxigenase podem ser necessarios para que ocorra eficiente reparo 0sseo.

Duas isoenzimas da cicloxigenase tém sido relatadas e caracterizadas
como COX-1, constitutiva ou fisiolégica, e COX-2, induzida. Os agentes
antiinflamatorios convencionais agem tanto sobre a enzima COX-1 como COX-2, no

entanto, geram efeitos colaterais como disturbios gastrintestinais e renais (EMERY,
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1996). Ha antiinflamatérios n&o esteroidais (AINES) que apresentam seletividade
pela inibi¢do da via COX-2, fato que justifica uma melhor tolerabilidade a este tipo
de medicamento, preservando o organismo de reagbes adversas ligadas &
excessiva inibigdo de COX-1. A utilizagéo de novos AINES, que bloqueiam a COX-2
e apresentam baixa toxicidade para o estdmago e rins, podem promover efeitos
sobre ¢ reparo 6sseo por inibir os efeitos das PGE; relacionados aos estimulos

inflamatorios (LARA, 1998; ANDRADE, 2000).

Dentro da area da Periodontia, ¢ muito importante que ocorra adequado
reparo 0sseo em pacientes que se submeteram a alguns tipos de procedimentos
como colocagdo de implantes osseointegraveis ou terapia periodontal cirlrgica
envolvendo ostectomia ou procedimentos regenerativos, associados ou ndo a

enxertos dsseos.

A utilizago de drogas sobre o reparo 6sseo tem sido alvo de diversos
estudos na literatura (GIANNOUDIS et al., 2001; BRAGGER et al., 1997; HO et af,,
1999). Os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) tém sido relatados como
inibidores do reparo e formagao 6ssea. BICHARA et al. (1999}, demonstraram tal
efeito no tratamento de defeitos intra-0sseos apds cirurgia periodontal para

colocagéo de membranas.

Dentro deste contexto, &€ necessario que os AINES, principalmente
aqueles que apresentam seletividade pela COX-2, sejam mais estudados com
relagdo aos seus efeitos sobre a formagdo e o reparo Osseo, a fim de que sua
utilizagdo como coadjuvante no tratamento de pacientes que se submetem ao

processo de reparo Osseo seja aplicada corretamente.

O meloxicam € um novo AINES pertencente ao grupo das oxicanas,

recentemente introduzido no mercado farmacéutico brasileiro, que tem como
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caracteristica inibir seletivamente a enzima COX-2 (LARA, 1998). Frente as
evidéncias mostradas na literatura a respeito do efeito dos AINES, especialmente os
seletivos para a COX-2, sobre o processo de reparo 6sseo, o presente estudo
propds-se a avaliar a influéncia do uso do meloxicam sobre o processo de reparo do

tecido 6sseo.



2.REVISAO DA LITERATURA

2.1. REMODELAGAO OSSEA

Frente & necessidade de reparo, ha tecidos que possuem células
reservas, as quais sdo capazes de se replicarem, substituindo células
parenguimatosas destruidas por alguma agresséo. Afravés desse processo, a
arquitetura e a funcéo dos fecidos perdidos s&o restaurados por completo, levando 3
regeneragdo (COTRAN ef al, 1996). Outros tecidos podem restaurar sua
continuidade anatémica sem, no entanto, subsfituir células funcionantes do
parénquima e realizando tal substituicdo através de um tecido fibrosado néo
especializado ocasionando a cicatrizagdo (MELCHER, 1969). Um desses
mecanismos de reparo ou 0s dois podem ocorrer e isso pode variar de acordo com
a extensdo da lesdo e dependendo da capacidade regenerativa das células

(ROBBINS et af., 1986).

Para que a remodelacdo Ossea se inicie, uma regiao inativa deve tornar-
se ativa, Esse processo envolve proliferagdo de novos vasos sanglineos
responsaveis pela condugdo de osteoclastos, os quais preparam uma cavidade,
sendo posteriormente movidos para um novo sitio de agdo. A cavidade deixada logo
é preenchida por osteoblastos. Nesta fase onde ocorre o fim da reabsorgéo e o
inicio da formacdo dssea, o osso velho é recoberto por uma estreita camada de
substancia composta de colageno e matriz rica em aminoglicosideos, glicoproteinas
e acido fosfatico, afim de que ocorra fixagdo dos osteoblastos (WEINSTEIN et al,,

2000; HOROWITZ et al., 2001). Essa alterndncia mantém o equilibrio 6ssec no



esqueleto, € um desequilibrio pode resultar em maior ou menor quantidade 6ssea

(HOROWITZ et al., 2001).

Numa leséo dssea, a regi&o afetada é preenchida por coagulo ocorrendo
posterior formagdo de tecido de granulagdo (ROBBINS et al, 1986). Ao fim da
primeira semana, surgem ilhotas de cartilagem nesse tecido de granulagdo, quando
a ossificagdo é do tipo endocondal. Na ossificagdo do tipo intramenbranosa, n&o
ocorre a diferenciagdo das celulas osteoprogenitoras em condroblastos, sendo os
osteoblastos derivados diretamente das células mesenquimais indiferenciadas
(EINHORN, 1998). Forma-se, enfdo, um tecido de sustentagdc conhecido como
“calo provisério” ou “pro-calo”. Os osteoblastos comegam a formar ostedide, a matriz
protéica do 0sso, onde €& depositado calcio progressivamente. Ao fim desse
processo, 0 calo 6sseo substitui o calo provisorio. Apds quatro a seis semanas, a
area lesionada apresenta-se firmemente unida, porém ha um excesso dsseo dentro
do espago medular e envolvendo a por¢gdo externa da lesdo. Esse excesso é
lentamente remodelado sendo reabsorvido por osteoclastos ac passo que as
trabéculas sdo reforgadas pela calcificacdo e nec-osteogénese aumentadas dentro
do osso normal. A agéo dos fibroblastos e osteoblastos faz com que o periésteo seja
reformado, sobrando apenas algum tecido conectivo cicatricial dos musculos
adjacentes como sinal da lesdo anterior. Portanto, ap6s aproximadamente um més,
a lesdo apresenta-se completamente reparada através do seu preenchimento por
tecido osseo-fibroso e nos dias subseqlientes ocorre a completa remodelagéo e

amadurecimento do novo tecido (ROBBINS et al., 1986).

Portanto, o osso, além da sua estrutura fisicoquimica caracteristica, tem a
capacidade de regeneragdo e remodelac8o durante todo o periodo pés-fetal,

fazendo com que este tecido diferencie-se dos demais (GOMES, 1998). Essa
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capacidade de regeneragdo ocorre em fungdo de dois processos combinados,
devendo-se tanto & proliferagio de células osteoprogenitoras pré-formadas, como a
indugido da proliferagéo e diferenciagdo de células mesenquimais indiferenciadas.
Porém, esta capacidade regenerativa pode ser limitada pelo tamanho da les3o,
fazendo com que grandes defeitos dsseos ndo se regenerem espontaneamente,
representando um problema estético e funcional para o pacientes (CORMACK,

1991).

2.2. MEDIADORES QUIMICOS ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE OSSEA

A formacdo 6ssea pode ser afetada pela acio de diversos mediadores
quimicos, tante hormdnios sistémicos quanto fatores locais (SCHWARTZ et al.,

1997).

Muitos pesquisadores tém localizado e identificado mediadores
relacionados ao processo de remodelagdio dssea (MASSAGUE, 1990; CAREY &
LIU, 1995). Os reguladores de formagéo 6ssea local sdo os fatores de crescimento
produzidos pelas células presentes no tecido conjuntivo, que agem diretamente
sobre as células da linhagem osteoblastica, estimulando a neoformagdo dssea,
como por exemplo, o fator de crescimento derivado das plaquetas, fator de insulina |
e ||, fator de crescimento transformador B1 e B2, fator de crescimento de fibroblastos

e proteinas morfogenéticas 6sseas (SCHWARTZ ef al., 1997).

Sob a acdo de estimulos inflamatérios, as células imunes do tecido
conjuntivo e células 6sseas sdo ativadas. As células do sistema imune passam a
induzir a formagéo de fatores locais, chamados osteotrpicos, como interleucina 1 a

e beta (IL-1a e B), interleucina 6 (IL-6), prostaglandina E-2 (PGE:;) e fator de necrose
7



tumoral a (FNTa), como também outros mediadores inflamatérios que sdo capazes
de modificar o controle da remodelagdo dssea in vitro e in vivo, inibindo a fungéo
osteoblastica e aumentando a formacgdo e ativagéo osteoclastica. Este mecanismo
gera destruicdo do tecido conjuntivo e conseqlientemente & reabsorgdo dssea

{(SCHWARTZ et al., 1997).

Porém, as células imunes e inflamatérias séo também capazes de liberar
fatores que agem de maneira oposta aquela gue estimula a reabsorgdo. Tais fatores
s@o IL-1ra, Interferon? (IFN?), IL-10, IL-4, fator transformador de crescimento B
(FTCB), os quais tém influencia sobre diversas respostas inflamatérias (GEMMELL
et al., 1997) bloqueando a ativagdo de citocina induzida, inibindo a formag&o de
osteoclastos ou ativando os osteoblastos a partir de outros fatores de crescimento
bsseos, beneficiando, deste modo, o mecanismo de reparo 6sseoc (MIYASAKI,

1997).

De acordo com GOLDRING & GOLDRING (1990), as citocinas podem
ser definidas como produtos liberados por algumas ceélulas para modular a atividade
de outras, sendo que uma citocina pode ter mulliplas atividades celulares e muitas
citocinas podem apresentar propriedades em comum. O termo citocina geralmente
inclui  produtos originalmente descritos como fatores de crescimento ou de

diferenciagao, interleucinas, linfocinas, monocinas, etc.

Varios reguladores bioldgicos estdo associados ao reparo 6sseo. O fator
de crescimento transformador beta (TGF- B) age de modo a estimular a expresséo
de colageno fipo | nos osteoblastos e aumentando a atividade dessas células
(MASSAGUE, 1990). Além disso, os TGF- B séo responsaveis pela regulagéo da
calcificagdo da matriz e estimulam a regenerag&o intra-6ssea. Os TGF- B incluem

mais de 25 fatores moleculares tais como as proteinas 0sseas morfogenéticas
8



(BMPs) (BONEWALD ef a/.,1989), também envolvidas no processo de reparo
0sse0. Muitas evidéncias mostram que o papel das BMPs & promover a expressao
de osteoblastos a partir de precursores pluripotentes. A BMP-2 induz a
diferenciagao de células tronco em osteoblastos, podendo inclusive, juntamente com
a BMP-3, aumentar a expresséo osteobiastica. A BMP-7 induz a diferenciagdo de
osteobiastos a partir de células osteoprogenitoras de calvarias de ratos (CAREY &

LIU, 1995).

Atualmente, a BMP recombinante humana tem sido utilizada em defeitos
Osseos em calvarias de ratos (MARDEN ef al.,, 1994, SMITH et af., 1995), em
mandibula de cées (TORIUMI et al., 1991) entre outros. Tais estudos mostram que
a BMP recombinante humana promove reparo 0sseo em defeitos de tamanho
critico, os quais néo reparariam naturalmente.

Alguns trabalhos relataram que aplicagSes de fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e de fator-l de crescimento relacionado a insulina
(IGF-I) em defeitos Osseos periodontais de cées estimularam o reparo 4sseo
(LYNCH et al., 1989; LYNCH et al., 1991). Qutros, porém, mostraram que o uso de
PDGF associado a BMP-3 em defeitos em calvarias de ratos reduziu a regeneracgio
ossea de forma significante (MARDEN et a/., 1993). Mais estudos s&o necessarios
para determinag@o do papel do PDGF no processo de reparo 6sseo (HOLLINGER &

WONG, 1996).

Numa lesdo 6ssea, concomitantemente & liberagdo desses fatores, os
macréfagos, responsaveis pela remocdo de tecido necrético na regido afetada,
também ocasionam a liberagdo de interleucina-1 (lL-1), necessaria para
angiogénese e ativacao de fibroblastos e células osteoprogenitoras (PIERCE, 1990).
A IL-1 tem a capacidade de estimular certas proteases na degradagéo do calo

9



0sseo, preparando a regido para invaséo de noves vasos sanguineos e deposigdo
de célcio. Ela também induz a liberagdo de outras citocinas, com a IL-6. Essa
participagéo ativa da IL-1 logo nos estagios iniciais de reparo 6sseo, indica que ela
apresenta papel importante na regulagdo da reabsorgéo e formagdo Ossea

(BEUSCHER et al., 1992).

Exposigdes a curto prazo a interleucina-1 beta (IL-1B) e aos fatores de
necrose tumoral alfa e beta (TNF-a ¢ TNF-B, respectivamente) podem levar a
formagao osteobléstica, enquanto grandes periodos de exposicdo a essas citocinas

inibem a formagéo osteoblastica (JARDINSK! ef al., 1991; MASADA et al., 1990),

Os osteoblastos produzem PGs de maneira autoregulada, sendo que as
PGs podem regular sua propria produgéo (PILBEAN et al., 1997). A regulagédo da
produgdo de PGs pelas células 6sseas pode também ocorrer através de forgas
mecanicas, citocinas, fatores de crescimento e hormdnios sistémicos (KAWAGUCHI

ot al., 1995).

As atividades antiinflamatorias associadas ao 0sso podem ocorrer através
do blogueio da ativagdo osteoclastica pelas citocinas. Deste modo, linfécitos NK
(Natural Killer) e linfocitos T helper-1 (LTh-1) produzem interferon gama (IFN- y),
que inibe a proliferagao e diferenciacdo osteoclastica. A agdo do IFN- y se deve
principalmente a inibicdo da IL-1 e TNF-a , os quais ativam os osteoclastos. Os
efeitos osteoclasticos derivados das citocinas IL-1B, TNF- a e IL-1a s&o
antagonizados pela IL-1ra, também responsavel pela inibicdo da reabsorgdo dssea,
assim como o IFN- y (CARRANZA & NEWMAN, 1997). Blogueio na formacéo de
osteoclastos & outro tipo de resposta do sistema imune a inflamacéo relacionada ao

tecido dsseo. A inibicdo na formacdo osteoclastica ocorre através da agdo do fator

de crescimento transformador beta (TGF- B), produzido por monécitos ou pela
10
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propria matriz 6ssea. Enfim, a ativagdo de osteoblastos pode também ocorrer com
o objetivo de induzir a cicatrizagio 6ssea. Neste caso, fatores de crescimento do
fibroblasto (FGF), fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGF) e fatores
I e Il de crescimento da insulina (IGF-l e IGF-1l) favorecem a mitose de células
osseas, sendo que IGF-1 e IGF-ll induzem o crescimento de osteoblastos,
diferenciagdo, sintese de colageno tipo | e formagdo de uma proteina liberada

durante o processo de formagéo Ossea, a fosfatase alcalina (LYNCH et al., 1989).

Para que o processo de remodelagdo oOssea ocorra de maneira
controlada, as células da linhagem osteoblastica regulam a diferenciagao de células
da linhagem osteoclastica. As células da linhagem osteobldstica estdo, portanto,
envolvidas na osteoclastogénese através de um mecanismo que envolve o contato
célula-célula com os precursores dos osteoclastos, quando estes sdo colocados em
contato direto, em cultura de medula Ossea, ocorrendo indugdo de osteoclastos
pelas células da linhagem osteoblastica (TAKAHASHI ef al, 1988). Esse
mecanismo se da através de moléculas presentes na superficie dos osteoblastos e
que sdo reconhecidas por moléculas recepforas na superficie nos precursores dos
osteoclastos, as quais sdo essenciais para diferenciacdo e fungéo destes. Deste
modo, um novo grupo de citocinas da familia de ligantes e receptores do fator de
necrose tumoral (FNT), os dquais s&c necessérios para o controle da
osteoclastogénese, foi identificado (SUDA et al, 1999; HOROWITZ et al., 2001).
Tais moléculas sdo: Osteoprotegerin (OPG) ou Fator Inibidor de Osteoclastogénese
(FIOC); RANK ligante {RANKL ou Receptor ativador de NF kappa B ligante) ou
também chamado FDO (Fator de diferenciagéo de osteoclasto), expresso nas
células osteoblasticas e © seu receptor RANK, expresso nos precursores

osieoclasticos.
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Alguns fatores, por regularem indiretamente a produgéo de OPG e do
RANKL nos osteoblastos, sd0 essenciais para a osteoclastogénese (YASUDA et al.,
1998, HOFBAUER & HEUFELDER, 2001). Dentre eles podemos citar vérios
hormdnios como  glicocorticoide, estrégeno, horménio paratiredide, 1,25
hidroxivitamina Dj, citocinas tais como FNT, IL-1, IL-4, IL-6, IL-11, [L-17 e PGE, e
também varios fatores de transcricdo mesenguimal como cbfa-1 (HOFBAUER &

HEUFELDER, 2001).

A sinalizagdo do RANK ligante (RANKL) & negativamente regulada pela
osteoprotegerin  (OPG), uma glicoproteina solivel que é secretada pelos
osteoblastos em resposta a estimulos de fatores osteotrdpicos ou de citocinas
(UDAGAWA ef al, 2000). Ela inibe a sinalizagdo do RANK ao RANK ligante,
induzindo a apoptose das células osteoclasticas (SIMONET et al., 1997) e executa

importante pape! de prote¢édo na reabsorgéo dssea (UDAGAWA et al., 2000}).

O RANKL ¢é produzido pela linhagem de células osteoblasticas, sendo
ativado por linfocitos T (HOFBAUER & HEUFELDER, 2001). Caracterizado como
uma proteina transmembrana tipo I, 0 RANKL parece auxiliar na fusao,
sobrevivéncia e diferenciagdo de progenitores osteoclasticos em osteoclastos
(UDAGAWA et al., 2000). Quando o RANKL se liga ac RANK presente nas céluias
precursoras de osteoclastos, & traduzido um sinal para a osteoclastogénese
(NAKAGAWA et al, 1998). Foi demonstrado também que a OPG inibe a
osteoclastogénese por interferir na ligagdo do RANKL ao RANK, mostrando que a
OPG atua como um recptor “isca” para RANKL por competir com RANK, expressos
nas células da linhagem osteoclastica (NAKAGAWA et al., 1998, UDAGAWA et al.,

2000).
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O RANK ¢ uma proteina transmembrana tipo | que se liga
exclusivamente ao RANKL, sendo um receptor expresso nas células precursoras de
osteoclastos e em osteoclastos maduros, ativando o processo de osteoclastogénese

(NAKAGAWA et al., 1998; HOROWITZ ef al., 2001).

Inimeras desordens que envolvem o metabolismo dssec podem ser
derivadas de anormalidades existentes no sistema RANK/OPG como, por exemplo,
artrite erosiva (KONG et al, 1999), hipercalcemia (OYAJOBI et al, 2001),
osteoporose (SIMONET et al., 1997), metastases dsseas (HONORE et al, 2000),
doencas 6sseas malignas (HOFBAUER et al., 2001) entre outras. A administragédo
de inibidores da sinalizagéo do RANKL ou RANK, como OPG e, pode ser util no
controle € na prevengéo dessas desordens 6sseas (HOFBAUER & HEUFELDER,

2001}.

O papel inibidor das moléculas de superficie RANK e RANKL sobre o
processo de reabsorgdo ossea jé foi estudado em vérios trabalhos (NAKAGAWA et
al, 1998; HOROWITZ et al., 2001; HOFBAUER & HEUFELDER, 2001). Porém, com
o intuito de avaliar a ag8o dessas moléculas também sobre o reparo 6sseo, FLICK
et al. (2003) realizaram um estudo analisando o efeito da deplegdo de osteoclastos
sobre a formacao do calo dsseo, remodelagdo e maturacdo da matriz 6ssea e taxa
de unido o6ssea em fraturas confeccionadas em tibias de camundongos. Os
resultados mostraram que, de fato, a administracdo de RANK:F¢, inibidor da
sinalizagéo do RANK, & capaz de inibir a osteoclastogénese, sendo que mesmo em
doses suficientes pra eliminar os osteoclastos e reduzir a reabsorgdo Ossea, tais
moléculas ndo causam prejuizo no processo de reparo 6sseo. O reparo foi também
analisado em animais com auséncia de RANK, os quais mostraram, tanto nas
observagdes histoldgicas quanto nas radiograficas, formagdo de calo 6sseo,
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indicando que a sinalizagéo do RANK néo é necessaria para formacgédo de calo no

local da fratura dssea.

Trabalhos recentes mostraram que a PGE;, horménio da paratiredide, a
1,25D3; ¢ a dexametasona inibiram a produgdo de OPG em calvaria de ratos e
estimularam o RANKL (O'BRIEN et al., 2001). Além disso, na auséncia de efeitos
estimulatérios promovidos pela PGEz na reabsorgdo dssea, existe um aumento na
expresséo de OPG nas linhagens celulares osteoblasticas, havendo uma inibigéo na
atividade dos osteoclastos, in vitro. A indometacina inibiu a reabsorcéo dssea por
inibir a produgdo de PGE: e promover uma separacdo dos osteoclastos da

superficie dssea, inserindo-se no peridsteo (O'BRIEN et al., 2001).

Pesquisas recentes, utilizando-se da biclogia molecular, tém identificado
genes que sao especificamente requeridos para a diferenciagé@o dos ostecblastos e
formacéo éssea. Dois desses genes sdo cbfat e osterix. O cbfal é um membro da
familia RUNX dos fatores de transcrigéio e esta envolvido na regulagéo de muitos
genes especificos dos osteoblastos, incluindo a osteocalcina (DUCY et al,, 1997;
KOMORI et al., 1997). O padrao de expressao tecidual do cbfat é altamente restrito,
e sua importancia para o tecido dsseo é evidente em camundongos gue ndo
possuem o gene cbfal, sendo que 0s mesmos apresentam falta de osteoblastos
(DUCY et al., 1997, KOMORI et al., 1997). Enquanto isso, camundongos que nao
expressdo o gene osterix s8o caraclerizados pela persisténcia de células
mesenquimais indiferenciadas, além de também apresentarem falta de osteoblastos
(NAKASHIMA et al., 2002).

As PGs, segundo SIMON ef al., (2002), séo necessarias para o reparo 6sseo.
Desta forma, os AINES podem ter alguma influéncia no processo de necformagao e

reparo 0sseo.
14



2.3. MECANISMO DE AGAO DOS AINES

Existem dois grupos de antiinflamatérios, aqueles associados ao
horménio glicocorticéide, e por isso denominados “estercidais” e aqueles ndo

relacionados com horm&nios, denominados “nédo esteroidais” (LARA, 1998).

Os antiinflamatérios esteroidais (AIE) possuem eficacia mais elevada que
os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) por inibirem a liberagdo do acido
araquiddnico (AA), através do bloqueio da enzima fosfolipase A;, impedindo, deste
modo, a liberagdo de prostaglandinas, tfromboxanos e leucotrienos {SEYMOUR &
HEASMAN, 1988). Apesar do seu potencial terapéutico ser superior, fais drogas
apresentam muitos efeitos colaterais como degeneragdo ossea e supresséo da
resposta imune, se administrados durante longos periodos, limitando sua utilizagao

como agente antiinflamatorio (KUEHL & EGAN, 1980).

Além das propriedades antiinflamatdrias, os AINES possuem tambem
acfo analgésica e antipirética, agindo por meio de mecanismos farmacolégicos

distintos dos antiinflamatorios esteroidais (SEYMOUR & HEASMAN, 1988).

Os AINES produzem efeitos no metabolismo do acido araquiddnico (AA)
através da inibigdo da sintese de determinados metabdlitos, como as PGs, pelo
blogueio da via cicloxigenase (SALVI ef al., 1997). Tais mediadores quimicos s&o
capazes de iniciar e regular a resposta inflamatoria e também estimular a

reabsorgao 0ssea em doencas osteoliticas (KLEIN & RAISZ, 1970).

Em determinadas situa¢des que ocasionam lesdo celular, a enzima
fosfolipase A, é ativada e conseqiientemente ha liberagéo de AA no interior das
células envolvidas no processo inflamatério. Através da via cicloxigenase (COX ou

prostaglandina Hz-sintetase) ou da via lipoxigenase (5-LOX), o AA, componente dos
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fosfolipidios das membranas celulares e de complexos lipidicos, é transformado
(VANE & BOTTING, 1995; COLLINS, 2000). Quando enzimaticamente oxidado pela
via cicloxigenase, o AA forma cicloendoperdxidos intermediarios instaveis (PGG: e
PGHy), levando posteriormente a sintese de prostanéides (prostaglandinas (PGs),
prostaciclinas (PCs) } e tromboxanos (TBX). Através da via lipoxigenase, forma
leucotrienos e acido mono-hidroxi-eicosatetraecndico (HETE) (SEYMOUR &

HEASMAN, 1988).

Os tecidos produzem eicosandides de acordo com as necessidades e
estimulos que o organismo recebe do meio exterior. S8o considerados mediadores
e moduladores de todos os processos inflamatérios que acontece no organismo,
além de participarem de inUmeros processos fisiologicos (LARA, 1998). As agbes
inflamatérias mais importantes dos metahdlitos sd0 a vasodilatagdo (PGly, PGE;,
PGE,, PGD;), vasoconstricdo (TXA;, LTCs LTDs LTE,), aumento da
permeabilidade vascular (LTCa, LTD4, LTE,4), quimiotaxia e aderéncia leucocitaria
(LTBs, HETE, lipoxinas) (COLLINS, 1998). A natureza destes produtos
biologicamente ativos sera determinada pelo tecido em questdo (KUEHL & EGAN,

1980).

Recentemente, isoenzimas da cicloxigenase tém sido relatadas sendo
caracterizadas como COX-1 e COX-2, as quais s&o codificadas por diferentes genes
(KUJUBU et al., 1992). A COX-1 é denominada constitutiva e esta presente em
quase todas as células, sendo seus derivados responsaveis pela homeostasia,
regutando atividades normais das células (LARA, 1998). Enquanto isso, a COX-2,
denominada induzida ou patologica, ¢ produzida em resposta a uma variedade de

estimulos pré-inflamatorios como, por exempio, as citocinas, fatores de crescimento
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e lipopolissacarideos bacterianos, tendo, portanto, sua quantidade aumentada

substancialmente sob qualquer estimuio inflamatério (LARA, 1998).

Apesar da COX-1 ter sido caracterizada como construtiva por participar
de eventos fisioldgicos normais € da COX-2 ter sido descrita como resultante de
reagbes inflamatorias (LARA, 1998), as pesquisas realizadas com o intuito de
estudar o pape! fisiologico dos produtos na cascata do acido araguidGnico deixam
evidente que a ativagéo da COX-1 também tem seu papel na génese da resposta
inflamatoria e, por outro lado, que a ativagdo da COX-2 nem sempre est& associada

a processos patoldgicos.

O papel da COX-2 nos fendmenos biolégicos animais foi estudado
através da técnica da biologia molecular por MORHAM ef al. (1995). Camundongos
nocautes que ndo apresentavam o gene para a COX-1 sobreviveram normalmente,
porém o0s animais que ndo possuiam o gene para a COX-2, ou nasceram mortos ou
com severos problemas renais e susceptiveis a desenvolver peritonite. Deste modo,
os autores concluiram que a enzima COX-2 também participa em determinados
processos fisiologicos. Assim como nesse estudo, OKADA et al. (2000) também
sugeriram que a enzima COX-2 pode ser responsavel por eventos fisiologicos
normais, relatando em seu frabalho que camundongos com deficiéncia de COX-2

apresentaram menor densidade 6ssea quando comparados a animais normais.

Os antiinflamatdrios n&o esteroidais que apresentam inibigdo preferencial
para COX-2 podem apresentar atividade até 1000 vezes maior do que AINES néo
seletivos, que atuam também sobre a enzima COX-1. S&o exemplos desses
inibidores seletivos para COX-2 o meloxicam, BF 389, DuP-697, SC 58125 e NS-
398 (VANE & BOTTING, 1995). De acordo com MARNETT & KALGUTKAR (1999),

a capacidade de tais inibidores sobre a sintese de PGs provenientes da COX-1 &
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minima ou mesmo inexistente. Além de agirem sobre os niveis de PGs, os AINES
seletivos para COX-2 s#io também capazes de reduzir a taxa de IL-6, a intensidade
do infiltrado inflamatério celular e a expressdo de RNAm para COX-2 e IL-6,

evidenciando o papel anti-citocina desta drogas (ANDERSON et al., 1996).

Os metabdlitos do acido araquidénico tém sido relatados como
importantes no processo de reparo 0sseo, podendo estimular a formacdo dssea
através da indugéo da osteoblastogénese (SUPONITZKY & WEINREB, 1998; KEILA

et al., 2001). Deste modo, os AINES podem interferir ho reparo 6sseo.

2.4. EFEITO DOS AINES NO REPARO OSSEOQ

Inameros trabalhos na literatura {ém estudado o efeito de drogas sobre o
reparo dsseo. Os antiinflamatorios néo esteroidais (AINES) tém sido descritos como
inibidores da formagdo e do processo reparador do tecido dsseo (ALTMAN et al,
1995; GIANNOUDIS et al, 2001). Apesar de algumas evidéncias cientificas
tentarem explicar o real pape! das enzimas COX-1 e COX-2 no metabolismo 6sseo,

a agao de tais enzimas ainda permanece um pouco obscura.

SATO et al. (1997) relataram tanto a COX-1 como a COX-2 podem estar
envolvidas com o processo de osteogénese em seus estagios iniciais e que a COX-
2 esteja mais associada a maturagio osteoblastica nos estagios posteriores
decorrentes da formagao 6ssea. Trabalhos recentes tém mostrade que a enzima
COX-2, inibida durante 0 mecanismo de ag¢&o dos AINES, apresenta importante
influéncia tanto na formagéo dssea endocondral como inframembranosa durante o

processo de reparo (ZHANG ef al., 2002).
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O efeito inibitério dos AINES, ja descrito em alguns trabalhos é, no
entanto, dependente da dosagem do medicamento utilizado, (HO et al., 1995) e do
periodo de administragdo da droga e da quantidade utilizada (YAZD! ef al., 1992),
podendo tais medicamentos nédo exercer efeito algum sobre o processo de reparo
(BICHARA et al., 1999) ou até aumentar a formagédo Ossea dentro de alguns

delineamentos experimentais (YAZDI ef al., 1992).

Com o objetivo de avaliar o efeito dos AINES em ratos na formacgéo dssea
induzida por matriz 6ssea desmineralizada, YAZDI et al. (1992) utilizaram acido
acetilsalicilico, acetaminofeno, ibuprofeno, indometacina, piroxicam e flurbiprofeno
em periodos e concentragdes diferentes. Nos grupos tratados com AINES
previamente a colocagdo da mairiz, as drogas comegaram a ser administradas trés
dias antes do procedimento, enquanto que os grupos pos-tratados comegaram a
receber as drogas trés dias apds a colocagdo da mairiz. Em ambos 0s grupos os
antiinflamatdrios foram administrados via subcutanea, diariamente, durante 14 dias,
a partir do primeiro dia de iratamento. As avaliagbes foram realizadas através de
analise histologica e bioguimica. Nos animais tratados previamente com AINES foi
verificado que as drogas podem ftanto inibir como estimular a formacéo Ossea,
dependendo do tipo e quantidade das mesmas. A indometacina (4 mg/Kg) foi a
droga que mais inibiu a formagéo 6ssea, sendo que o piroxicam (4 mg/Kg) gerou o
mesmo resultado, porém em menor intensidade que a primeira. O fiurbiprofeno foi
inibidor da formagao dssea somente na concentragéo de 8 mg/Kg, pois em doses
mais baixas (0,02; 0,4 e 4 mg/Kg) nédo apresentou efeito. Ainda com rela¢éo ao
grupo que iniciou o tratamento previamente a colocagio da matriz, houve aumento
na formagdo Ossea com a administragdo de acetaminofeno (50 mg/Kg), acido

acetilsalicilico (50 mg/Kg) e ibuprofeno (50 mg/Kg). Com relagdo aos ratos tratados
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com AINES apbés a implantagdo da matriz, mesmo ndo havendo diferenga
significante entre o grupo controle e o experimental, houve boa osteoindugdo nos
grupos tratados com indometacina (4 mg/Kg), piroxicam (4 mg/Kg) e flurbiprofeno (4
mg/Kg). Os resultados observados sugerem que eventos prévios & formacéo 6ssea

sejam modulados por metabélitos do &cido araquiddnico.

As observacdes desse frabalho comparadas com aquelas obtidas por
WILLIAMS et al. (1985), que mostraram que baixas doses de flubiprofeno inibem a
reabsorgdo 6ssea, indicam que o processo de reabsorcdo pode ser mais sensivel
aos metabdlitos do acido araquiddnico do que o processo de formagéo dssea. Além

disso, outros mediadores podem estar envolvidos nesses processos.

ALTMAN et al., (1995), realizaram um estudo avaliando ¢ efeito de duas
drogas antiinflamatérias ndo esteroidais no reparo de fraturas femorais em ratos.
lbuprofeno (30 myg/Kg/dia) e indometacina (1 mg/Kg/dia) foram administrados via
oral durante um periodo de 4 a 12 semanas, sendo que o grupo conifrole n&o
recebeu medicacdo. A avaliagdo do reparo foi feita através de teste mecénico e
analise histoldégica qualitativa. Ambas as drogas atrasaram © reparo da fratura
6ssea, havendo diferenga significante no teste mecénico entre o grupo controle e ¢
experimental apds 10 semanas de administragdo dos antiinflamatoérios. Foi
verificado também, através da avaliagfo histoldgica, que as drogas ocasionaram
atraso na maturagdo do calo ésseoc. Apds a interrupgéo da administragdo dos
medicamentos, o efeito inibitério no reparo da fratura foi revertido no caso da

indometacina, mas nao para o ibuprofeno.

Em 1995, HO ef al. avaliaram o efeito do ketorolac e da metilpredinizolona
no reparo de defeitos 0sseos confeccionados na ulna de coelhos associados a

enxertos de matriz 0ssea desmineralizada. A terapia medicamentosa foi
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estabelecida por um periodo de 6 semanas. Duas dosagens do antiinflamatério
foram utilizadas diariamente (2 e 4 mg/Kg), de acordo com o grupo. O grupo tratado
com metilpredinizolona (1 mg/Kg) recebeu o medicamento semanalmente, enquanto
0 grupo controle n&o recebeu tratamento. Animais tratados com metilpredinizolona
apresentaram reducgéo de suas propriedades mecénicas, ja que esta droga inibiu a
resisténcia 6ssea no local da fratura. Foi verificado que o ketorolac inibe o reparo e
a remodelacéo 6ssea, porém esse efeito foi maior nos animais que receberam o
medicamento em maior dosagem. Apds andlise biomecénica, os autores concluiram

que o efeito inibitério do ketorolac no reparo dsseo € dose dependente.

Um estudo realizado por SATO ef al. (1997) sugeriu que tanto as enzimas
COX-1 como as COX-2 podem estar envolvidas com a osteogénese em seus
estagios iniciais e que a COX-2 esteja mais associada a maturagide dos
osteoblastos nos estagios posteriores. Observacdes na cavidade medular de tibias
de ratos mostraram que apés a injecdo de colchicina, indutora da osteogénese, a
expressao génica de ambas as enzimas foi elevada nos estagios iniciais, antes do
comego da formagédo 6ssea. Apenas a expressdo do gene da COX-2 apresentou-se
elevada no inicio da formagdo d6ssea. Além disso, a administracdo didria de
indometacina reduziu a indugdo dssea da colchicina nas tibias dos ratos, indicando

a relagdo entre as PGs e ao processo de osteogénese.

Em 1998, HO et al. estudaram os efeitos do ketorolac {2 mg/Kg ou 4
mg/Kg) e da metilpredinizolona (1 mg/Kg) no processo de reparo sseo através da
analise de radiografias tomadas 2, 4 e 6 semanas ap6s a fratura ossea. Matriz
ossea desmineralizada foi enxertada nos defeitos 6sseos confeccionados em ulnas
de coelhos. As drogas foram administradas por um periodc de 6 semanas apds a
fratura. Comparando os resultados observados no grupo que recebeu ketorolac com
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o controle, foi verificado que n&do houve diferenca estatistica significativa na
mineralizagéo e unifo 6ssea enfre os grupos. No entanto, no grupo que recebeu
metilpredinizolona foi verificada supressdo em ambos os parametros. Avaliando a
mineralizacdo decorrente do reparo 0sseo, pdde ser observado que o grupo controle
e o tratado com ketorolac (2 mg/Kg) apresentaram aumento da taxa de
mineralizag&o entre a segunda e a quarta semana, enquanto os grupos tratados
com Kketorolac (4 mg/Kg) e metilpredinizolona (1 mg/Kg) n&o mostraram tal
aumento. Deste modo, na dosagem de 4 mg/Kg, o ketorolac inibe o processo de

reparo 6sseo endocondral, enire a segunda e a quarta semana do experimento.

Dentro da area da periodontia, 0 sucesso da neoformagio ossea é
comprometido pela rapida formagéo de tecido conjuntivo frouxo no local a sofrer o
reparo (GOMES, 1998). Com o intuito de repovoar o defeito dsseo com o tipo de
tecido desejado, estudos em animais tém sido realizados possibilitando a exclus&o
de células indesejaveis e favorecendo a regeneracéo tecidual especifica (NYMAN,
1991). Muitos autores tém relatado a necessidade de algum tipo de preenchimento
do defeito 6sseo, isto €, de uma barreira fisica para que seja impedido o colapso de
tecido mole no interior dos mesmos (LINDE et al,, 1993). Deste modo, a rapida
formacéo de tecido conjuntivo é prejudicada e isso possibilita uma neoformacéo e
reparagdo Ossea satisfatoria (LINDE ef a/,, 1993, BOSCH et al., 1995). Deste modo,
o 0sso revela um grande potencial de regeneracg&o, sendo capaz de curar defeitos
locais ou fraturas com estruturas idénticas as originais, sem deixar cicatriz (BERNE

R. M. & LEVY, M. N,, 1990; HARISSON, T. R., 1996).

Baseados neste contexto, BICHARA et al. (1999) demonstraram ¢ efeito
do naproxeno, administrado duas vezes ao dia na dosagem de 500 mg, durante
uma semana, no tratamento de defeitos intra-6sseos apds cirurgia periodontal para
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colocacdo de membranas. As avaliagbes foram realizadas a partir de
mensuragbes de pardmetros clinicos como indice de placa, indice gengival,
mobilidade dental, profundidade de sondagem, recesséo gengival e nivel clinico de
inser¢ao obtidas antes e apds o tratamento. Foi utilizado um stent de acrilico para
auxiliar na mensuragao dos parémetros analisados. Radiografias periapicais
realizadas ap6s nove meses foram utilizadas como instrumento coadjuvante na
analise dos resultados. Avaliages realizadas depois de nove meses mostraram que
0 grupo que recebeu naproxeno ndo apresentou maior preenchimento 6sseo nos

defeitos quando comparado ao grupo gue apenas recebeu a membrana.

Em um estudo utilizando linhagem de células osteoblasticas, foi verificada
a agéo da aplicagéo continua de PGE; em alta e baixa concentragdo (1 microg/ml e
1 ng/ml, respectivamente) e de indometacina (1 microg/ml ) na diferenciagao,
proliferago e mineralizagdo dessas células. A linhagem celular tratada com
indometacina apresentou aumento na atividade da fosfatase alcalina, enzima
secretada por osteoblastos durante o processo de maturagdo e mineralizag&o da
matriz 6ssea. No grupo que recebeu o AINES também ocorreu maior acimulo de
calcio, fosfato inorgénico e hidroxiprolina, pardmetros indicativos de maior
matura¢éo do processo de mineralizagéo e de maior diferenciagéo osteoblastica.
Segundo os autores, a indometacina aumenta a atividade da fosfatase alcalina e a
taxa de tecido mineralizado na cultura de células osteoblasticas provavelmente por
inibir a produgdo de PGE;. Além disso, a supressdo da mineralizagdo pela PGE:;

ocorre nos estagios iniciais deste processo (KAJIl et al., 1999).

HO et al. (1999), avaliaram os efeitos das prostaglandinas (PGE4 e PGE3),
e dos AINES (indometacina e ketorolac) nas atividades celulares em culturas de
osteoblastos derivados de calvarias fetais. Foi verificado que as PGE, e PGE; e os
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AINES inibem a sintese de DNA e mitose celular em tempo e concentragéo
dependentes. Deste modo, como a proliferacdo osteoblastica € inibida tanto pelas
PGs como pelos antiinflamatérios, os aufores sugerem que o efeito inibitorio do
ketorolac e da indometacina no reparo e na remodelagdo Gssea pode ndo ocorrer
através da inibig&o da sintese de PGs. Porém, a atividade intracelular de fosfatase
alcalina e o conteudo de colageno tipo | foi estimulado nos estagios iniciais de
diferenciagdo osteoblastica tanto pelos AINES quanto pela PGE,. Os autores
sugeriram que PGs e AINES podem estar envolvidos na maturagé@o e mineralizagéo
ossea nos estagios iniciais de diferenciagdo osteoblastica e que o efeito do
ketorolac e indometacina na proliferagdo e diferenciagdo celular pode nédo ser

mediado pelas PGE; e PGE..

GIANNOUDIS ef al. (2001) realizaram um estudo que avaliou os fatores
que poderiam estar relacionados a nao unido de fraturas no fémur, dentre eles, o
uso de AINES. Dos pacientes avaliados, 67 apresentaram e 32 n&o apresentaram
unido da fratura éssea. Os autores verificaram que houve associagdo entre o uso de
AINES pelos pacientes ap0s a injlria e auséncia de reparo nas fraturas. Atraso no
reparo fol cbservado naqueles pacientes que usaram AINES, mas cujas fraturas

tornaram-se unidas.

Existem AINES que bloqueiam seletivamente a COX-2 e apresentam
baixa toxicidade para o estdmago e rins reduzindo, deste modo, efeitos adversos
como perfurages, ulceragbes e hemorragias gastrointestinais. Assim, eles podem
promover efeitos sobre o reparo 6sseo por inibir os efeitos das PGE,, relacionadas

aos estimulos inflamatérios (LARA, 1998; ANDRADE, 2000).

Indometacina e celecoxib (sendo este Ultimo, AINES seletivo para COX-

2}, ambos na dosagem de 10 mg/Kg, foram administrados via oral, diariamente,
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durante oito semanas, de acordo com o grupo experimental, apés fratura na
espinha dorsal de coelhos. Os animais tratados com AINES apresentaram menor
taxa de fus&o da fratura Ossea quando comparados ao grupo controle, o qual
recebeu solugéo salina, oraimente, durante o mesmo periodo. Através de analise
por palpagdo, a fusfo béssea ocorreu em 64%, 45% e 18% dos animais,
respectivamente nos grupos em que foi administrada solugdo salina, celecoxib e
indometecina, havendo diferenca estatistica apenas quando foi administrada
indometacina. Observagdes semelhantes foram demonstradas através da avaliagdo
radiografica e histolégica, sendo que 0 grupo que recebeu indometacina apresentou
menor taxa de unido Ossea que os demais grupos, ndo havendo diferenca
estatistica significativa entre o grupo controle e o tratado com celecoxib. Os
resultados sugerem que o celecoxib n&o inibe de forma significativa a fusdo 6ssea
espinhal. Segundo os autores, o efeito inibitério dos AINES no reparo dsseo €

provaveimente ocasionado pela inibigdo da COX-1 (LONG et af., 2002).

A acdo do diclofenaco sodico sobre o reparo de fraturas nas tibias de
ratos foi avaliada por AKMAN et al. (2002). Apds a confecgdo das fraturas, durante
dez dias, foi administrado 1 ou 2 mg do medicamento, via intramuscular, de acordo
com o grupo experimental, enguanto que © grupo controle ndo recebeu
medicamento. Os animais foram sacrificados apds duas, quatro e seis semanas
para realizagdo de analises radiografica, clinica e histolégica. A analise clinica dos
animais sacrificados apés duas semanas mostrou que o grupo controle apresentou
maior estabilidade no calo 6sseo quando comparado aos dois grupos submetidos ao

tratamento. Radiograficamente,
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pbde ser observada diferenga entre os grupos controle e tratados, porém néo
significativa. Histologicamente, néo foram observadas diferengas entre os grupos na

formagao do reparo dsseo.

Apesar de ambas as enzimas, COX-1 e COX-2, terem sido identificadas
nas células osteoblasticas (SATO ef al, 1997), as diferengas existentes entre o
papel das mesmas na formagéo ossea ainda ndo estdo muito claras. Deste modo, a
acdo da cicloxigenase na remodelacdo d6ssea tem sido receniemente estudada
através de pesquisas que se utilizam animais geneticamente deficientes de COX-1

ou COX-2 (MORHAM et al., 1995; LANGENBACH ef al., 1995).

Apesar da similaridade tanto histolégica quanto molecular no
desenvolvimento ésseo fetal e no processo de reparo, a inflamagéo das areas a
sofrerem reparo ndo estd presente no processo normal de desenvolvimento. Para
determinar a acdo da COX-2 no reparo de fraturas, foi realizado um estudo onde
ratos eram tratados com celecoxib e rofecoxib, AINES inibidores seletivos da COX-2
(SIMON et al.,, 2002). Exames radiograficos, mecénicos e histolégicos mostraram
falta de reparo nas fraturas dos animais que receberam tais medicamentos. O
mesmo ocorreu para animais que ndo possuiam a COX-2 por ndo expressarem o
gene da mesma. Portanto, os autores relatam que a atividade da COX-2 &
necessaria para que ocorra reparo ésseo e acreditam que o efeito das drogas
estudadas seja ocasionado pela inibigéio da COX-2 e ndo por outros efeitos locais
dos medicamentos. Observagdes histolégicas , confirmando os resultados descritos
anteriormente, sugerem que a COX-2 seja necessaria para a ossificacdo
endocondral durante o reparo de fraturas. Além disso, os resultados sugerem que o
desenvolvimento dsseo fetal e o reparo de fraturas ocorram através de diferentes
mecanismos, ja que ratos com auséncia de COX-2 apresentaram formagéo normal
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do esqueleto. Isso indica que a fungdo da COX-2 é especificamente essencial para

o reparo de fraturas ésseas (SIMON et al., 2002).

ZHANG ef al. (2002) realizaram um estudo para verificar o papel das
isoformas da COX sobre a ossificagdo endocondral e intramembranosa. Para a
avaliagdo sobre o reparo 0sseo endocondral, fraturas 6sseas confeccionadas em
tibias de camundongos nocautes, que ndo expressavam o gene para a COX-1 ou
para a COX-2, foram avaliadas através de radiografias tomadas apos 7, 14 ¢ 21
dias da confecgao do defeito e comparadas com o reparo presente nos animais
confrole. Os resultados mostraram que houve diferenga estatisticamente
significativa, aos 14 dias, na calcificac&o do calo désseo quando comparado o grupo
controle com aquele sem o gene para COX-2, sendo que este apresentou menor
calcificac@o. Aos 21 dias, também foi verificada diferenga significativa na unido
ossea enfre o grupo controle e aquele com auséncia de COX-2, sendo tal unifo
observada em quase todos os animais do grupo controle. Nao foi constatada
diferenga entre o grupo controle e o grupo que ndo expressava o gene para COX-1
em nenhum dos periodos avaliados. A fim de estudar o reparo dependente da
ossificagdo intframembranosa, os autores deste estudo utilizaram dois modelos
experimentais. No primeiro modelo, foi avaliado o processo de reparo em animais
controle e nocautes seguido de perda ossea inflamatéria, a qual foi ocasionada pela
insergdo de particulas de titanio sobre a calvaria. Apos 10 dias, foi observado, nos
animais que ndo expressavam o gene para a COX-2, 75% de redugdo na
neoformagdo Ossea na area adjacente a regido de reabsorgdo, corroborando os
achados em outros estudos (ZHANG et al., 2001). No outro modelo experimental
utilizado para avaliagédo do processo de reparo 0sseo intramembranoso, a formagado

ossea foi examinada seguida da injecdo de FGF-1, durante trés dias, na caivaria de
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camundongos nocautes e normais. A  osteogénese foi avaliada
histomorfometricamente e por hibridizagdo in situ. A formagéo O0ssea foi reduzida em
67% nos animais que ndo expressavam o gene para COX-2 quando comparados
com o grupo controle, enquanto nenhum defeito foi observado nos animais sem
COX-1. De acordo com esses resultados, na hibridizagao in situ para osteocalcinina,
a express&o do gene mostrou-se diminuida em animais com auséncia de COX-2
guando comparados aos controle. Esses resultados demonstraram que a COX-2 é
requerida tanto na ossificagdo endocondral quanto na intramembranosa durante o

processo de reparo, enquanto que a COX-1 néio possui papel critico neste processo.

Ainda com relagdo aos experimentos realizados no trabalho descrito
anteriormente, ZHANG et al., (2002) observaram, em culturas de células de medula
ossea derivadas de animais nocautes e controle, a diferenciacdo osteoblastica das
células a partir de sinais osteogénicos. Apods 21 dias, na cultura celular derivada de
animais com auséncia de COX-2, foi observado menor nimero e area de nddulos
o0sseos, ndo havendo diferencas significativas para as culturas de células
provenientes de animais contfrole ou sem COX-1. A adi¢gdo de PGE; & cultura celular
com auséncia de COX-2 restaurou a formagido de nddulos dsseos a niveis
compativeis com os observados em céiulas controle. Objetivando avaliar se a COX-
2 é requerida na indugéo da formagdo dssea por BMPs, foi adicionada BMP-2 as
culturas celulares controle e que ndo apresentavam gene para a COX-2, sendo
observada indugdo da formagdo Ossea similar em ambas as culturas. Porém, em
culturas contendo tanto PGE; quantoc BMP-2 foi verificado aumento na formagéo de
nodulos 6sseos, quando comparadas as culturas que apenas continham BMP-2,
sugerindo que a COX é necessaria para que haja maxima osteogénese na presenca

de sinais osteogénicos.
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Fatores de transcrigéo como cbfa-1 e osterix exercem papel fundamental
na diferenciagdo de células mesenquimais em osteoblastos (DUCY et al, 1997;
KOMORI ef al., 1997). Através da técnica de PCR, a presenga destes genes foi
examinada em culiuras celulares de medula Ossea derivadas de animais
desprovidos de COX-2 e normais. Foi observada redugdo significativa de cbfa-1 e
osterix na cultura celular sem COX-2, sendo que apds a administracéo de PGE,, a
expressdo destes genes retorna a niveis semelhantes aos obtidos no grupo
controle, ocarrendo expressdo maxima deste genes, quando da adicdo de BMP-2 a
PGE; . De acordo com os resultados, a presenca de COX-2 é importante para que
haja expressdo adequada dos genes chfa-1 e osterix, criticos no processo de

formag&o dssea associada ao reparo (ZHANG et al., 2002).

O efeito dos AINES no processo de reparo 0sseo em fraturas de tibias de
ratos também foi avaliado por GIORDANO et al. (2003) utilizando tenoxicam.
Enquanto o grupo controle recebeu 0,1 m! de solugdc salina, os grupos
experimentais receberam tenoxicam (10 mg/Kg), diariamente, via intramuscular. A
droga comegou a ser administrada previamente a fratura, de uma semana a 48
horas antes da mesma, dependendo do grupo experimental. Houve diferenga
significante entre os animais submetidos ao fratamento e aqueles que ndo
receberam a droga. Analises histolégicas e histométricas mostraram que os grupos
que receberam o AINES apresentaram atraso na formacéo do calo dsseo, tanto
quantitativa quanto qualitativamente e esse resultado foi mais acentuado no grupo
que iniciou a administragdo da droga uma semana antes da fratura. Os autores
sugerem que a administragdo da droga anteriormente ao surgimento de fraturas
Osseas atrasa o processo de reparo, apesar de ndo ter sido detectada diferenga

estatistica significativa.
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Em um estudo recente, realizado por GERSTENFELD et al. (2003),
foram mensuradas as alteragdes ocorridas em 42 dias na expressdo de mRNAs de
COX-1 e COX-2 no processo de reparo de fraturas 6sseas confeccionadas no fémur
de ratos. Além disso, os autores compararam os efeitos de um AINES néo seletivo,
0 ketorolac, com os observados através do uso de um AINES seletivo para COX-2,
0 parecoxib, sobre o processo de reparo 6sseo. O RNA total foi obtido antes da
fraturae 1, 3, 5, 7, 14, 21, 35, e 42 dias apds a fratura dssea, sendo que 0s niveis
de mRNAs de COX-1 e COX-2 foram mensurados através de PCR. Enquanto os
niveis de mRNA de COX-1 permaneceram constantes durante o periodo de 21 dias,
0s niveis de mMRNA de COX-2 apresentaram picos de elevagao durante os primeiros
14 dias de reparo, retornando & niveis basais aos 21 dias. As propriedades
mecéanicas do calo 6sseo foram avaliadas aos 21 e 35 dias apds a confecgéo da
fratura. Em ambos os periodos, o grupo tratado com ketorolac mostrou resisténcia e
rigidez mecénica significativamente menor, quando comparado ac grupo controle,
Os animais tratados com parecoxib apresentaram, aos 21 dias, menor rigidez e
resisténcia no local da fratura quando comparados aos animais do grupo controle,
sendo que essa diferenga néo foi estatisticamente significativa. Através da analise
fisica, foi observado que 25% dos animais do grupo tratado com ketorolac e 8% dos
tratados com parecoxib apresentaram uni&o oéssea incompleta, sendo que em
ambos 08 grupos, aos 35 dias, pbde ser verificado fechamento total da fratura.
Histologicamente, aos 21 dias, foi verificado que o calo 6sseo do grupo que recebeu
ketorolac apresentava quantidade substancial de cartilagem residual, enquanto nos
demais grupos, controle e tratado com parecoxib, n&o foi observada presenca de tal
tecido cartilaginoso. De acordo com os resultados, os dois AINES utilizados no

experimento foram capazes de inibir o processo de reparo 0sseo no modelo animal
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utilizado, sendo a inibicdo gerada pelo ketorolac mais pronunciada. Segundo os
autores, ambos os tipos de AINES causam apenas um pequeno efeito inibitério
sobre © reparo 6sseo, mesmo sendo ulilizados em doses que inibem

completamente a produgéo de PGs.
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3. PROPOSIGAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, histologicamente e
histometricamente, o efeito do meloxicam, uma droga antiinflamatéria ndo esteroidal
seletiva para a cicloxigenase-2, administrada sistemicamente, sobre ¢ reparo ésseo

de defeitos confeccionados na calvaria de ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS UTILIZADOS

No experimento foram utilizados 36 ratos machos, adultos (10 semanas
de vida), da espécie Norvegicus albinus, da linhagem Wistar, pesando entre 250 e
350, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
Unicamp. Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em
gaiolas no biotério da FOP-Unicamp, sob as mesmas condigdes ambientais, em
sala climatizada (224+2°C), e com ciclo claro/escure de 12/12 h. Receberam, durante
todo o periodo, ragdo para animais de laboratorio (Purina) e agua “ad libitum”.
Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas éficas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de
Biologia da UNICAMP - Bioterismo da UNICAMP (CEMIB), certificado sob o

protocolo 528-1.

4.2. ANTINFLAMATORIO

Foi utilizado no experimento um agente antiinflamatdrio nao esteroidal, o
Meloxicam® (Movatec®, Boehringer ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica
Ltda., tapecerica da Serra, SP, Brasil}. A dosagem consistiu em 3mg/kg de peso do
medicamento, aplicado de forma injetavel, via subcutanea, diariamente, nos

periodos de 15 e 45 dias.
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4.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO E CONSTITUIGAO DOS GRUPOS

Apés a sedagdo inicial com éter sulfarico os animais foram anestesiados,
de acordo com o peso corpéreo, através de injegdo intramuscular de cloridrato de
xylasina (Virbaxyl®2% - Virbac do Brasil Ind. e Com. LTDA - 0,3 ml/Kg) e ketamina
(Francotar® - Virbac do Brasil Ind. e Com. LTDA - 1ml/Kg). Depois de realizada a
tricotomia da regido dorsal do cranio do animal, foi feita assepsia vigorosa para a
cirurgia. Em seguida, a pele, o tecido subcutaneo e o periésteo foram seccionados e
afastados lateralmente através de uma incisdao mediana de 15 mm na calvaria do

animal (FIG. 1a e b).

FIGURA 1 - Fotografia da incisdo (a) e afastamento do periésteo e do tecido

subcutaneo expondo 0s ossos parietais (b).
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Apbs exposicao dos ossos parietais e localizagdo da sutura mediana,
foram confeccionados em cada animal dois defeitos 6sseos, um do lado esquerdo e
outro do lado direito, preservando o osso sagital médio, com uma broca trefina (3i®
Implantes Innovations do Brasil Ltda) de 4 mm de diametro, montada em contra-
angulo de baixa rotagao sob irrigagdo constante com solugao fisioloégica de cloreto
de sédio a 0,9% (Glicolabor® - Indstria Farmacéutica — Sao Paulo/Brasil), para se
evitar aguecimento excessivo do tecido 6sseo (FIG.3a e b). Durante a confecgao dos
defeitos, foi evitada a exposi¢cao da dura-mater, para nao causar danos ao cérebro
dos animais. Ap6s a confecgao dos defeitos 6sseos, o peridsteo foi reposicionado e
a pele foi suturada com fio de nylon 4-0 monofilamentado (Ethicon® - Johonson &

Johonson Produtos Profissionais LTDA). Durante o periodo pés-operatério de quatro

dias, os animais receberam dipirona 20mg/Kg para analgesia, via gavagem.
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FIGURA 2 - Fotografia da confec¢do do defeito com utilizagao de broca trefina de 4

mm de diametro (a) e remogéao do tecido ésseo (b).
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Posteriormente, foram organizados quatro grupos nos quais os ratos

foram distribuidos aleatoriamente (TAB.1).

Tabela 1. Grupos experimentais

Grupos Periodo de Via de Dosagem
(n=09) administragdo  administragéo
(dias
consecutivos)
|IA- Controle — Solugdo NaCl 15 Subcuténea 1 ml/Kgde
0,9% Esterelizada peso
IB- Controle — Solugdo NaCl 45 Subcutanea 1 ml/Kg de
0,9% Esterelizada peso
lIA-Teste- Movatec® 15 Subcutanea 3 mg/Kg
de peso
IB-Teste- Movatec® 45 Subcutanea 3 mg/Kg
de peso

4.4. ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMETRICA

Os animais foram sacrificados, por meio de inalagdo com halotano em
campénuilas hipersaturadas, nos periodos pré determinados para cada grupo, isto &,
15 e 45 dia pos-operatorio. Os ratos foram pesados imediatamente antes ao
sacrificio. Apos tal procedimento, os defeitos confeccionados foram removidos
através de ostectomia com broca tronco-¢onica 701, montada em baixa rotagéo sob
irrigagéo com soro fisioldgico. As pegas coletadas foram processadas rotineiramente
em laboratério através da fixagdo em formol a 4 % em tampéo fosfato (pH 7,2 - 7,4).
A descalcificacgo foi realizada em solug&o de citrato de sodio a 20% e acido formico
a 50% em partes iguais {solugdo de Morse). Segundo o procedimento laboratorial de
rotina, 0 descalcificador foi renovado a cada trés dias por seis semanas. Ao final
desse periodo, o osso ja fixado e descalcificado, foi desidratado em &lcool e

diafanizado em xilol. As amostras foram divididas ao meio, de forma a fornecer
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cortes coronais do centro da cavidade 6ssea cirlrgica, para depois serem incluidas
em parafina e secgdes seriadas com 6 ym de espessura, no sentido coronal, foram
obtidas e coradas por hematoxilina e eosina, para anélise em microscopia de luz.
Apos a obteng&o das laminas com os cortes devidamente corados, foram
realizados os exames histolégicos e histométricos,
Na andlise de microscopia de luz foi avaliada a intensidade de reacéo
inflamatoria e os eventos do reparo 6sseo, tais como, necrose, hemorragia, atividade

osteoclastica e osteoblastica, presencga de tecido conjuntivo e maturagdo 6ssea.

Para essa analise foi utilizado o microscopio Leica na objetiva para
aumento de 50 vezes. Os cortes histoldgicos foram avaliados através do Sistema de
Cruzes, onde os pardmetros de anélise observados nas l&minas eram quantificados
subjetivamente através de pontos (de zero a trés), de acordo com sua freqiiéncia ou
intensidade. A avaliagdo em Cruzes é um critério semi-quantitativo utilizado para
comparar a magnitude das alteracdes das estruturas analisadas. Assim temos: uma
cruz (+), alteracéo discreta; duas cruzes (++), alteragdo moderada; trés cruzes (+++),

alteragéio intensa, (0) auséncia de alteragdo (SANADA et al., 2003).

0Os eventos histologicos utilizados como pardmetros para essa andlise
foram: intensidade da reagio inflamatoéria, neoformacdo de vasos sanguineos,
espessura do tecido conjuntivo formado na regido do defeito cirdrgico, espessura
das fibras colagenas presentes no tecido conjuntivo, presenga de quadros
hemorragicos e sua intensidade, quantidade de células presentes no tecido
conjuntive encontrado no centro do defeito e nivel de organizagéo tecidual na regiéo
da cavidade cirlrgica. Além disso, outros eventos como neoformagéo déssea e

caracteristicas das células envolvidas nesse processo foram analisados.
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Para a analise histométrica, as l1&minas foram avaliadas através do
microscopio de luz na objetiva para aumento de 2,5 vezes, utilizando © programa
para analise de imagens Image-Pro®, Media Cybernetics, Silver Sppring, MD,
USA. Foram realizadas medidas [ineares do remanescente do defeito em
milimetros. Para cada animal foram selecionados vinte cortes histoldgicos,
distribuidos em intervalos uniformes, de modo que toda a regi&o do defeito 6sseo,

do inicio ao fim, fosse mensurada.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

As comparagdes entre os grupos confrole e experimental foram feitas pela

Andlise de Varidncia Bifatorial em nivel de probabilidade de erro de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1.ANALISE HISTOLOGICA
Os resultados obtidos na anélise histologica através do Sistema de
Cruzes estéo presentes na TAB. 2 (em anexo).
De acordo com as observages visualizadas, pdde ser realizada a

analise histoldgica descritiva que segue abaixo:

GRUPO CONTROLE - PERIODO DE 15 DIAS:

A regido onde foi realizado o defeito cirrgico encontrou-se recoberta por
uma espessa faixa de tecido conjuntivo, na qual foi possivel evidenciar junto a sua
baixa organizacéo, a presenca de fibras colagenas finas, alto nivel de celularidade
(fibroblastos e miofibroblastos), intensa neoformagdo vascular e forte infiitrado
inflamatério  (linfocitos, macrofagos e leucdHcitos) seguido de processos
hemorragicos. Essas observagdes caracterizam um tecido na fase inicial de
formacéo do tecido de granulagao.

Foi observada, em todos os defeitos cirlrgicos, neoformacédc Ossea
advinda das extremidades laterais do defeito e formagéo de ilhas dsseas (FIG.3) na
maioria deles. Sobre 0 0sso neoformado foi verificada a presenga de osteoblastos
com aspecto cubdide a cilindrico (FIG.4}, indicando a alta atividade em que se

apresentavam para a sintese de matriz 6ssea.
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FIGURA 3 - Fotomicrografia do grupo controle no periodo de 15 dias, ilustrando a

presenca de ilha 6ssea na regiao onde foi confeccionado o defeito cirdrgico. Aumento
original X 25.

FIGURA 4~ Fotomicrografia do grupo controle no periodo de 15 dias, ilustrando a
extremidade lateral do defeito onde houve neoformagdo Ossea. A seta indica a

presenca de osteoblastos cubdides sobre o osso neoformado. Aumento original X
125.
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GRUPO CONTROLE - PERIODO DE 45 DIAS:

Nas amostras deste grupo pode ser observada, sobre a regido onde foi
realizado o defeito cirurgico, a presenga de uma fina camada de tecido conjuntivo
denso altamente organizado (espessas fibras colageno do tipo | e presenga de
fibrocitos) (FIG.5). Essas evidéncias histologicas, associadas a auséncias de
quadros hemorragicos, minima presenga de células inflamatérias e normalizagao
dos niveis de vascularizagdo tecidual, caracterizam classicamente as fases
avancadas do processo de reparacdo tecidual. Alguns animais apresentaram

formacao de ilhas de tecido dsseo.

FIGURA 5 — Fotomicrografia do grupo controle no periodo de 45 dias ilustrando o
tecido conjuntivo organizado. A seta indica a presenga de fibras colagenas

espessas. Aumento original X 125.
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GRUPO TRATADO — PERIODO DE 15 DIAS:

Foi observada a presenga de uma fina camada de tecido conjuntivo pouco
organizado sobre a area do defeito cirlrgico. Nesta faixa € possivel evidenciar, em
meio a um tecido formado por finas fibras colagenas com quantidade regular de
fibroblastos e miofibroblastos, quadros de hemorragias discretas, angiogénese
intensa e pequeno infiltrado inflamatério. Houve formagé&o de algumas ilhas 6sseas.

Neste grupo, os osteoblastos presentes sobre o tecido dsseo neoformado
apresentaram-se pavimentosos, ja que perderam grande parte da sintese protéica

para produgéo de ostedide.

GRUPO TRATADO - PERIODO DE 45 DIAS:

Nas amostras deste grupo observou-se a presenca de uma fina camada
de tecido conjuntivo bem organizado onde foi possivel observar a presenga de
alguns fibrocitos em meio &s fibras colagenas finas. Péde ser também evidenciada a
presenca de focos hemorragicos esporadicos, vascularizacdo tecidual normal e
minimo infiltrado inflamatdrio.

Os osteoblastos encontrados sobre o tecido 6sseo neoformado nas
amostras deste grupo também se apresentaram com aspecto pavimentoso,
demonstrando a reduzida produgdc de matriz dssea. Pbde ser observada a

presenca de ilhas de tecido 6sseo em alguns dos animais

42



5.2. ANALISE HISTOMETRICA:

A partir dos valores obtidos na mensuracdo linear do remanescente do
defeito 6sseo, foi calculada a média para cada grupo e realizada a analise estatistica.
Os resultados referentes ao fratamento utilizado, bem como aos periodos de
administragéo do meloxicam ou de solugdo salina estdo apresentados na TAB.3.

Foi observado que houve diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos utilizados, isto é, entre 0s grupos que receberam meloxicam e aqueles
que receberam solug&o salina, tanto no periodo de 15 quanto no periodo de 45 dias
(p<0,05), como verificado na FIG.6. Porém, ndc houve diferenga estatistica
significativa entre 0os grupos com relagdo ac periodo experimental de 15 e 45 dias,
apesar de ter sido observada uma tendéncia numérica de redugédo do defeito aos 45
dias tanto no grupo controle quanto no tratado com a droga, quando comparados aos

respectivos grupos no periodo de 15 dias (p<0,05).

TABELA 3. Média linear e desvio padrdc do remanescente de defeito 6sseo (mm)

dos grupos controle e tratados com meloxicam nos periodos de 15 e 45 dias.

Periodo {dias) Grupo Controle Grupo Tratado
15 1,7810,23 A 2,30+0,29 B
45 1,61i0,55 A 2,09i0,69 B

n=09. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si (p<0,05}.
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FIGURA 6 - Médias e desvio padrao do remanescente linear do defeito 6sseo (mm)
dos grupos controle e tratados com meloxicam nos periodos de 15 e 45 dias.
*Diferencga significativa em relagédo ao grupo controle aos 15 dias (p<0,05). **Diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle aos 45 dias (p<0,05).
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FIGURA 7 - Fotomicrografias do grupo controle no periodo de 15 dias (a) e do grupo
tratado no periodo de 15 dias (b), ilustrando a regido onde esta presente o
remanescente do defeito 6sseo confeccionado na calvaria dos ratos. A reta indica a
medida correspondente a média dos respectivos grupos, com relacao ao
remanescente do defeito 6sseo. Aumento Original X 6.25.
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FIGURA 8 - Fotomicrografias do grupo controle no periodo de 45 dias (a) e do grupo
tratado no periodo de 45 dias (b), ilustrando a regido onde esta presente o
remanescente do defeito ésseo confeccionado na calvaria dos ratos. A reta indica a
medida correspondente @ média dos respectivos grupos, com relagdo ao
remanescente do defeito 6sseo. Aumento Original X 6.25.
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6. DISCUSSAO

Para ocorrer a formagdo ¢Ossea, & necessaria a proliferacdo e
diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em ostecblastos. A fim de
gque estes evenios se iniciem, a migracdo e estimulagcdo destas células parecem
ocorrer em fungéo da inflamacg&o provocada pela injuria local (PROBST & SPIEGEL,

1997).

Inimeros trabalhos na literatura tém estudado o efeito de drogas sobre o
reparo 6sseo. Os antiinflamatérios néo esteroidais {AINES) tém sido descritos como
inibidores da formagéio e do reparo e 0sseo causando atraso na maturagdo do calo
0sseo, ja que inibem a via da cicloxigenase, responsavel pelo controle da produgéio
de PGs, as quais possuem importante papel no metabolismo do tecido 6sseo

(ALTMAN et al., 1995; SEALEY et al., 1977; SIMON et af., 2002).

Por serem derivadas da COX, as PGs também exercem importante
influéncia na formacgao 0ssea (HAKEDA et al., 1985; RAISZ, 1999). Recentemente,
HO et al. (1999) mostraram que a agdo inibitéria das PGEs e PGE: na sintese de
DNA e na mitose de osteoblastos depende da conceniragdo das mesmas e do
tempo de exposigdo. Além disso, a formagéo dssea € estimulada pela PGE;, a qual
também & responsavel pela sintese de DNA em cultura de celulas da calvéria

(CHYUN & RAISZ, 1984; RAISZ, 1990, KAWAGUCHI ef af., 1995).

A enzima cicloxigenase apresenta papel importante sobre o reparo e a
formacgao Ossea. WEINREB ef al. (1997) e SUPONITZKIY & WEINREB (1998)
mostraram em seus estudos que a injegédo local ou sistémica de PGE; estimula a

formag&o de tecido 0sseo. Além disso, DUNCAN & TURNER (1995) demonstraram

47



que o aumento da formacgdo de osso lamelar em resposta & forgas mecanicas é

mediado por COX-2.

Estudos recentes mostram que os AINES seletivos para COX-2
apresentam maior custo beneficio no tratamento de periodontites, se comparados a
AINES ndo seletivos (BEZERRA et al., 2000). Alem disso, o meloxicam, inibidor
seletivo da COX-2, tem se mostrado como um potente inibidor ndo sé de processos
inflamatérios como a artrite, como também inibe a destruicdo 6ssea e cartilaginosa

(OGINO, 2002).

Neste trabalho foi utilizado o meloxicam, antiinflamatoric ndo esteroidal
introduzido recentemente na indUstria farmacéutica brasileira (LARA, 1998) para
determinagdo da influéncia de inibidares seletivos da via COX-2 sobre o reparo
6sseo. O meloxicam, desenvolvido inicialmente para o tratamento de osteoartrite e
artrite reumatoide, é um dos AINES que mais apresenta seletividade para a COX-2
(NOBLE & BALFOUR, 1996), preservando o organismo de reagles adversas
associadas & intensa inibicdo da COX-1. Além disso, devido sua meia-vida
plasmatica alta, a eliminagdo desta droga é mais répida, sendo suficiente uma Unica

dose diaria (ANDRADE, 2000).

Os osteoblastos sdo derivados de células menos diferenciadas, as células
osteogénicas, e sdo responsaveis pela formacdo de matriz 6ssea. Quando ativos,
os osteoblastos apresentam formato cuboidal, medindo aproximadamente 20 ym de
diametro (DOUGLAS & DOUGLAS, 2002). Nesta fase, tais celulas apresentam
citoplasma basdfilo, refletindo alto desenvolvimento do reticulo endoplasmatico
rugoso, caracteristico de células com alta capacidade de sintese protéica. O
aparelho de Golgi € também evoluido, fator relevante no processamento do

colageno e de sua extrusdo (DOUGLAS & DOUGLAS, 2002). Contudo, quando os
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osteoblastos estdo inativos, sua aparéncia é mais semelhante aos fibroblastos
achatados e alongados. Nesta fase, os osteoblastos achatados presentes na
superficie do osso formam uma camada agindo como uma membrana, controlando

o fluxo de ion, através da superficie do tecido (DOUGLAS & DOUGLAS, 2002).

Na analise histologica realizada neste estudo pdde ser observado que aos
15 dias o grupo controle apresentava osteoblastos com formato cubdide a cilindrico,
evidenciando sua alta atividade para a produgdo de ostedide, matriz éssea néo
calcificada. Tal caracteristica ndo pdde ser tdo observada no grupo que recebeu o
tratamento com AINES, onde os osteoblastos em sua maioria apresentaram-se mais
achatados e pavimentosos, demonstrando a redugdo de atividade dos mesmos para
a sintese de matriz éssea. Esses achados podem ser explicados pelo papel tanto
das enzimas COX-1 como das COX-2 na osteogénese em seus estagios iniciais.
Além de agir nos estagios iniciais da formacgéo 6ssea, a COX-2, a qual foi inibida
seletivamente neste estudo, talvez esteja também associada a maturagdo dos
osteoblastos nos estagios posteriores, explicando a distingdo morfolégica e
conseqientemente a diferenga de atividade encontrada nos osteoblastos presentes
na superficie de osso necformado, quando comparado o grupo controle € o grupo

tratado.

As células osteoprogenitoras observadas sob microscopia Optica
apresentam-se em tudo semelhantes aos fibroblastos, sendo achatadas e
aparentemente indiferenciadas (GARTNER & HIATT, 2002; DOUGLAS &
DOUGLAS, 2002). Elas foram observadas no tecido conjuntivo que preencheu o
interior dos defeitos 6sseos cirlrgicos confeccionados neste estudo, juntamente
com uma faixa de fibras colagenas. A alta celularidade presente neste tecido indica

a alta atividade do mesmo no processo osteogénico.
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A andlise dos cortes histoldgicos do grupo controle aos 15 dias mostrou
alta taxa destas células no tecido conjuntivo presente na regido do defeito, sendo
que tal grupo foi o que apresentou maior quantidade das mesmas quando
comparado com os demais grupos. Comparando-se o grupo tratado com o controle,
no periodo experimental de 15 dias, pdde-se observar maior celularidade no grupo
controle que no grupo submetido ao tratamento. O mesmo resultado foi observado
entre os grupos tratado e controle, aos 45 dias, sugerindo que a terapia com AINES
é capaz de ocasionar redugdo na quantidade de células osteogénicas, inibindo,

portanto, o processo de osteogénese.

Na comparagdo entre o grupo controle de 15 dias e 0 controle de 45 dias
de experimento, péde ser observado que aos 15 dias a quantidade de células foi
maior que aos 45 dias, sugerindo que as fases iniciais de formagdo o¢ssea
apresentem osteogénese mais intensa.Q mesmo resultado fol encontrado entre os
grupos tratados de 15 e 45 dias, evidenciando maior atividade osteogénica nos
primeiros dias de experimento.

Com relagdo & quantidade de vasos sanguineos presentes no tecido
conjuntivo encontrado na regido do defeito, o grupo controle no periodo de 15 dias
foi 0 que mais apresentou neoformacéo vascular, quando comparado aos demais
grupos, caracterizando um tecido na fase inicial de formagdo do tecido de
granulacdo e promissor ao processo de reparo.

A presencga de faixa espessa de tecido conjuntivo, com fibras colagenas
finas, junto a sua baixa organiza¢@o sdo caracteristica indicativas de processos
inicigis de cicatrizag@o, evidenciando intensa atividade de reparo. Tais
caracteristicas foram observadas principalmente no grupo controle no periodo de 15

dias.
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O infiltrado inflamatério (linfocitos, macréfagos e leucdcitos) apresentou-
se com maior intensidade no grupo controle aos 15 dias, sendo que nos demais
grupos este infiltrado foi discreto, ou em fungdo da administragédo do antiinflamatério,

ou em fun¢do do tempo experimental utilizado.

O tecido 6sseo pode histologicamente ser diferenciado em tecido 6sseo
primario e secundario, sendo este também conhecido como haversiano ou lamelar.
O tecido neoformado tem coloragéo fortemente eosindfila, € mais celular que o
secundario e ndo apresenta lamelas, sendo as fibras colagenas crientadas mais ou
menos ao acaso, caracterizando o tecido dsseo primario como entrelagado.
Enguanto isso, o tecido 6sseo maduro, devido a deposicéo de fibras colagenas do
ostedide ao longo das linhas de tenséo, é caracterizado pela presenca de lamelas.
O limite entre o osso novo recém depositado pelos ostecoblastos e 0 osso lamelar é

marcado pela linha cementante, distinta por tonalidade basoéfila mais intensa.

Em todos os grupos pbde ser observada formagdo de tecido osseo a
partir das margens do defeito e ilhotas de osso na regido onde o mesmo foi

confeccionado.

Na avaliag&o histométrica realizada no presente estudo, o grupo controle,
aos 15 dias, apresentou fechamento linear do defeito 6sseo maior que o grupo
tratado durante o mesmo periodo de tempo e essa diferenga foi estatisticamente
significativa (p<0,05). Tat diferenga também pdde ser observada entre os grupos
controle e tratado aos 45 dias, sendo o fechamento linear do defeito
significativamente maior no grupo controle quando comparado ao grupo tratado
(p<0,05). Esses resultados sugerem que o uso do antiinflamatorio néo esteroidal é
capaz de inibir o reparo 6sseo, tanto aos 15 quanio aos 45 dias de tratamento,

corroborando com as observagbes histoldgicas, onde os grupos tratados com
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meloxicam apresentaram osteoblastos pavimentosos, evidenciando reduzida
atividade no processo de osteogénese.

Os achados deste estudo estdo de acordo com outros trabalhos que
também evidenciaram a inibigo do reparo dsseo quando do uso de AINES seletivos
para COX-2 (SIMON et al.,, 2002). Este atraso encontrado na formagéo e reparo do
tecido Osseo pode ser explicado pela inibigdo da sintese de PGs, através do
bloqueio da via de metabolizac&o da COX-2, a qual possui papel importante durante
a osteogénese, sendo as PGs essenciais na formagdo dssea associada a reparo
tanto de tecido 6sseo endocondral (SIMON et al., 2002) como intramembranoso
(ZHANG et al., 2002).

Sendo a calvaria um tipo de tecido 6sseo que sofre ossificagéo
intramembranosa, nosso trabalho confirma os achados de ZHANG et al. (2002)
demonstrando que para que ocorra neoformagéo éssea intramembranosa no local
onde foi confeccionado o defeito cirlrgico, a COX-2 & de essencial importancia,
sendo a terapia com AINES prejudicial no processo de reparo 6sseo no modelo

experimental estudado.

Apesar de ambas as enzimas, COX-1 e COX-2, terem sido identificadas
nas células osteablasticas (SATO ef al., 1997), as diferengas existentes entre o
papel das mesmas na formagao Ossea ainda nado estdo muito claras. Deste modo, a
agdo da cicloxigenase na remodelagdo d0ssea tem sido recentemente estudada
através de pesquisas que se utilizam animais geneticamente deficientes de COX-1
ou COX-2 (MORHAM et al., 1995; LANGENBACH et al., 1995).

Apesar da similaridade ftanto histolégica quanto molecular no
desenvolvimento o0sseo fetal e no processo de reparo, a inflamagdo das areas a

sofrerem reparo ndo esta presente no processc normal de desenvolvimento. Para
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determinar a agdo da COX-2 no reparo de fraturas, foi realizado um estudo onde
ratos eram tratados com celecoxib e rofecoxib, AINES inibidores seletivos da COX-2
(SIMON et al,, 2002). Exames radiograficos, mecanicos e histolégicos mostraram
falta de reparo nas fraturas dos animais que receberam tais medicamentos. O
mesmo ocorreu para animais que ndo possuiam a COX-2 por ndo expressarem o
gene da mesma. Portanto, os autores relatam que a atividade da COX-2 é
necesséaria para que ocofra reparo Gsseo e acreditam que o efeito das drogas
estudadas seja ocasionado pela inibigdo da COX-2 e ndo por outros efeitos locais
dos medicamentos. Observagbes histologicas sugerem que a COX-2 seja
necessaria para a ossificagéo endocondral durante o reparo de fraturas. Além disso,
os resultados sugerem que o desenvolvimento dsseo fetal e o reparo de fraturas
ocorram através de diferentes mecanismos, ja que ratos com auséncia de COX-2
apresentaram formag&o normal do esqueleto. Isso indica que a fung¢éo da COX-2 é
especificamente essencial para o reparo de fraturas ¢sseas.

Apesar da COX-2 ter sido sugerida, no trabalho descrito anteriormente,
por agir especificamente no reparo 6sseo e ndo na formagédo normal do esqueleto,
os achados de MORHAM ef al, (1995) e OKADA et al. (2000) e sugeriram que &

enzima COX-2 pode ser responsavel por outros eventos fisiolégicos normais

Um estudo realizado por SATO et al. (1997) avaliou a expressdo dos
subtipos da COX (COX-1 e COX-2) durante a osteogénese na cavidade medular de
tibias de rato, cuja osteogénese pbde ser induzida através da injegdo de colchicina.
A expressio tanto dos genes da COX-1 quanto da COX-2 foi aumentada apds a
injecdo de colchicina previamente ao inicio da formagéo 6ssea. Apenas a expressao
dos genes da COX-2 foi elevada novamente durante o inicio da formagé&o de tecido

osseo. Além disso, a administra¢&o diaria de indometacina reduziu a indugéo ossea
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da colchicina nas tibias dos ratos, indicando a relagdo entre as PGs e a
osteogénese. O presente estudo sugere que tanto as enzimas COX-1 como as
COX-2 podem estar envolvidas com a osteogénese em seus estagios iniciais e que
a COX-2 esteja mais associada & maturagdo dos osteoblastos nos estagios

posteriores.

Além disso, a injecdo local ou sistémica de PGE; estimula a formagéo
ossea (WEINREB et al., 1997; SUPONITZKY &, WEINREB, 1998). Outros estudos
mostram que a administragdo de PGE; ocasionou aumento na taxa de reparo das
fraturas em muitos modelos animais (KELLER et a/, 1993; KELLER, 1996;
NORRDIN ef af., 1988), indicando que os metabdlitos da cicloxigenase podem ser
necessarios para que ocorra eficiente reparo 0sse0. Estes trabalhos sustentam,
portanto, 0s achados em estudos que através da terapia com AINES geram atraso
no reparo do tecido dsseo, como relatado por GLASSMAN ef a/.(1998), onde
significante redugdo na taxa de fusado espinhal foi verificada em paciente que

usavam AINES.

Apesar da COX-1 ter sido caracterizada como construtiva por participar
de eventos fisiologicos normais e da COX-2 ter sido descrita como resultante de
reagdes inflamatorias (LARA, 1998), as pesquisas descritas acima estudando o
papel fisioldgico dos produtos na cascata do acido araquiddnico deixam evidente
gue a ativagao da COX-1 também tem seu papel na génese da resposta inflamatéria
e, por outro lado, que a ativacio da COX-2 nem sempre esta associada a processos
patolégicos. Tais observagdes corroboram com os resuitados obtidos neste estudo,
evidenciando a necessidade da COX-2 para que ocorra adequado reparo do tecido
6sseo e confirmando os efeitos prejudiciais do uso de AINES seletivos para COX-2

sobre este processo de reparo.
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Pesquisas recentes, utilizando-se da biologia molecular, tém identificado
genes que séo especificamente requeridos para a diferenciagéio dos osteoblastos e
formacéo 6ssea. Dois desses genes séo cbfal e osterix. O ¢bfa 1 € um membro da
familia RUNX dos fatores de transcri¢ao e esta envolvido na regulagéio de muitos
genes especificos dos osteoblastos, incluindo a osteocalcina (DUCY et af.,, 1997,
KOMORI et al., 1997). O padrdo de expressao tecidual do cbfa1 é altamente restrito,
e sua importancia para o tecido 6sseo & evidente em camundongos que n&o
possuem o gene cbfal, sendo que os mesmos apresentam falta de ostecblastos
(DUCY et al.,, 1997, KOMORI et al.,, 1997). Enquanto isso, camundongos que néo
expressdo o gene osterix sdo caracterizados pela persisténcia de células
mesenguimais indiferenciadas, além de também apresentarem falta de osteoblastos

(NAKASHIMA et al., 2002).

ZHANG et al. (2002) realizaram um estudo para verificar o papel das
isoformas da COX sobre o processo de formagdo dssea. Os resultados
demonstraram que a COX-2 é requerida tanto na ossifica¢éio endocondral gquanto na
intramembranosa durante o processo de reparo, enquanto que a COX-1 n&o possui
papel critico neste processo. Foi observado que ratos nocaute para COX-2
apresentaram maior quantidade de células mesenquimais no sftio da fratura, bem
como atraso da ossificagdo do tecido cartilaginoso, ou seja, houve redugédo da
osteoblastogénese. A formagao dos nddulos de calcificagéo foi reduzida quase pela
metade, entretanto, apds a administragdo de PGE;, este efeito se restabeleceu.
Além disso, os autores determinaram que cbfal e osterix s&o regulados pela COX-2
e que a diminui¢do da expresséo desses genes pode contribuir para a ocorréncia de

incompletos reparos 6sseos em camundongos com auséncia de COX-2.
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Portanto, a razdo essencial para explicar o atraso no fechamento dos
defeitos dos animais que receberam meloxicam seria a redugdo do processo de

osteoblastogénese.

No presente estudo, para avaliagdo do efeito do tempo de tratamento
sobre 0 reparo 0sseo (15 e 45 dias), foram comparados os grupo controles e os
tratados entre si. N&o foi observada diferenca estatistica significativa na
comparagdo realizada entre os grupos controles, no periodo de 15 e 45 dias
(p>0,05). Com relagé@o & comparagéo feita entre os grupos tratados, aos 15 e 45
dias, também néo foi verificada diferenga significativa nas mensuragdes do defeito

6sseo remanescente (p>0,05).

Apesar da auséncia de diferenca estatistica significativa no reparo 0sseo
entre os periodos de 15 e 45 dias, em ambos os tratamentos, pdde ser observada
uma tendéncia numérica de fechamento do defeito aos 45 dias maior que aquela

encontrada aos 15 dias.

O osso, além da sua estrutura fisicoquimica caracteristica, tem a
capacidade de regeneragdo e remodelagdo durante todo © periodo pos-fetal,
fazendo com que este tecido diferencie-se dos demais (GOMES, 1998). Essa
capacidade de regeneracdo ocorre em fungdo de dois processos combinados,
devendo-se tanto & proliferagdo de células osteoprogenitoras pré-formadas, como a
indugdo da proliferagéo e diferenciagdo de células mesenquimais indiferenciadas.
Porém, esta capacidade regenerativa pode ser limitada pelo tamanho da leséo,
fazendo com que grandes defeitos 6sseos ndo se regenerem espontaneamente,
representando um problema estético e funcional para o pacientes (CORMACK,

1991).
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A aparente estabilizagdo no processo de fechamento do defeito dsseo
encontrada no presente estudo no periodo de 45 dias, pode ser explicada pelo fato
de ter sido utilizado no experimento defeitos de tamanho critico. Refere-se a
tamanho critico quando, ao longo de toda a vida do animal, o reparo 6sseo
espontdneo ndo € capaz de preencher todo o defeito com tecido necformado.
Defeitos dsseos criticos que ndo recebem tratamento adequado com materiais
Osseos substitutivos s&o preenchidos com tecido conjuntivo cicatricial, néo
ocorrendo a osteogénese (HOLLINGER et al., 1991). O tamanho critico do defeito
Gsseo varia dependendo da espécie animal, idade, tamanho e local (BOCSH et al,,
1998). Em calvaria de ratos esse tamanho varia de 8 mm (KLEINSCHMIDT, 1990) a
2 mm de diametro ( MULLIKEN & GLOWACKI, 1980). Deste modo, como o defeito
utilizado neste estudo & considerado critico no modelo experimental utilizado,
podemos considerar que o mesmo ndo fecharia por completo, independentemente

do tempo estipulado para realizagdo do processo de reparo.

Em um estudo recente, realizado por GERSTENFELD et al. (2003), foram
mensuradas as alteragdes ocorridas em 42 dias na expressio de mRNAs de COX-1
e COX-2 no processo de reparo de fraturas ésseas confeccionadas no fémur de
ratos. O RNA total foi obtido antes da fratura e 1, 3, 5, 7, 14, 21, 35, e 42 dias apds
a fratura ossea, sendo que os niveis de mMRNAs de COX-1 e COX-2 foram
mensurados através de PCR. Enquanto os niveis de mRNA de COX-1
permaneceram constantes durante o periodo de 21 dias, os niveis de mRNA de
COX-2 apresentaram picos de elevagdo durante os primeiros 14 dias de reparo,

retornando & niveis basais a partir do 21° dia.

Além disso, segundo um trabalho realizado por DEKEL et al. (1981), os

niveis de prostaglandinas (PGE e PGF), importantes no processo de reparo 6sseo,
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apresentaram-se aumentados entre o terceiro e décimo quarto dia de reparo, ap6s
a realizagéo de fraturas em tibias de coelho. Segundo os autores, a expresséo de
RNAm para a COX-2 também apresentou-se elevada nos primeiros 14 dias,
sugerindo o papel da COX, e conseqiientemente de seus metabdlitos, nas fases

inicias de cicatrizagao.

Esses achados indicam que nas duas primeiras semanas de reparo do
tecido 0sseo, a atividade osteogénica é mais intensa, tendo em vista a elevada taxa
de ftranscricdo de COX-2 e conseqlentemente os maiores niveis de PGs
encontrados neste periodo, ja que tais metabdlitos estimulam a formacéo Gssea
(WEINREB et al., 1997, SUPONITZKY & .WEINREB, 1998). Desta forma, a elevada
quantidade de PGs encontrada nas fases iniciais de reparo justifica os resultados
obtidos neste estudo, onde ndo hd diferenga entre o fechamento do defeito ésseo
entre o periodo de 15 e 45 dias de experimento, evidenciando que o pico de
atividade do processo de osteogénese foi obtido aos 15 dias, aumentando um

pouco a partir de entdo, mas néo significativamente.

Portanto, baseada em estudos em modelos animais, a literatura mostra
que os antinflamatérios ndo esteroidais diminuem o reparo 6sseo, €omo
demonstrado também neste estudo. Entretanto, os estudos clinicos ainda s&o
limitados ou realizados por meio de andlises retrospectivas (GLASSMAN et al.,
1998; RUEBEN et al., 2001) e por vezes, apresentam fatores de confundimento
(GIANNOUDIS et al,, 2000). A necessidade de estudos clinicos controlados é
importante para se estabelecer conceitos a respeito da utilizagdo de AINES ou
coxibes como coadjuvantes no tratamento de pacientes que se submetem ao

processo de reparo 0sseo para colocacéo de implantes osseointegraveis ou que se
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submeterdo a terapia periodontal cirdrgica que envolva procedimentos de

ostectomia ou procedimentos regenerativos, associados ou ndo a enxertos 65seos.

Devido a complexidade dos evenios envolvidos no metabolismo 6sseo e
da regulagdo multifuncional presente nos mecanismos de formagédo e remodelagéo
do tecido oOsseo, investigacbes adicionais devemn ser realizadas para melthor
entendimento da agédo dos mediadores inflamatorios na regulagdo do metabolismo
6sseo associado a administragdo de AINES, fornecendo base cientifica para que a

terapia com tais medicamentos seja utilizada no tratamento de fraturas e reparo de

defeitos intra-0sseos.
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5. CONCLUSAO

Através do presente estudo, pdde-se concluir que a administragéo diaria
do meloxicam, na dosagem de 3mg/Kg, por 15 e 45 dias, utilizado de forma
continua, foi capaz de reduzir o reparo 6sseo em defeitos confeccionados em
calvaria de ratos. Além disso, foi demonstrado que o fechamento do defeifo Gsseo
ocorre principalmente entre as duas primeiras semanas de reparo, periodo em que
0s eventos iniciais associados ao reparo do tecido ésseo sdo mais intensos,

ocasionando uma neoformagdo 6ssea maior nos estagios iniciais de reparo.
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7. ANEXOS

TABELA 2. Parametros histolégicos avaliados durante a analise em microscopia de

luz classificados de acordo com sua freqliéncia ou intensidade, através do Sistema de

Cruzes
: ; ;
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