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RESUMO

SILVA, Patricia Costa dos Santos. Efeito da dexametasona e do cetoprofeno na
osteogénese e na resisténcia 6ssea em ratos. Orientador: José Antonio Dias Garcia.
Alfenas: UNIFENAS, 2010. Dissertagao (Mestrado em Saude).

O tratamento de diversas afeccbes do sistema musculoesquelético com anti-
inflamatérios € muito frequente. Entretanto, os efeitos da utilizagdo dessas drogas na
neoformacgao Ossea e osseointegracao apos fraturas ou cirurgias 6sseas permanecem
pouco esclarecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do cetoprofeno (AINES)
e da dexametasona (AIES) na osteogénese ao redor de implante de hidroxiapatita
densa (HAD) na tibia esquerda, no osso parietal esquerdo, e na resisténcia 6ssea do
fémur. Utilizaram-se 15 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), pesando em média
250+£30 g, com 50 dias de idade. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos (n=5): controle (CT), anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINES) e anti-inflamatério
esteroidal (AIES). Apds a anestesia com quetamina/xilazina IM, foi produzido no osso
parietal esquerdo e na epifise proximal da tibia esquerda uma cavidade de 3 mm. Na
cavidade da tibia foi implantada a bioceramica hidroxiapatita densa. O periosteo e a
pele foram reposicionados através da sutura de suas bordas. Os animais do grupo
AINES foram submetidos ao tratamento com cetoprofeno na dose de 12 mg/Kg/dia, e
os do grupo AIES receberam doses de 0,10 mg/kg/dia de dexametasona por via
subcutanea durante 30 dias. Os animais do grupo CT receberam solucao salina pela
mesma via de administragdo. Todos os animais receberam a mesma dieta sélida e
agua ad libitum. Foram calculados os consumos diarios de agua e ragao para avaliar o
estado nutricional dos animais. Apos 30 dias de experimento os animais sofreram
eutanasia, os fémures coletados, para teste mecanico, e os locais do implante das
tibias e 0 0sso parietal, para analise histomorfométrica. O consumo diario de agua e de
ragao foi satisfatério entre os grupos, mostrando nédo haver desnutricdo protéica e
desidratagcdo. Microscopicamente observamos menor volume de osso neoformado nos
animais dos grupos AINES e AIES. Além disso, os animais dos grupos AINES e AIES
necessitam de menor forca maxima para a ruptura completa dos fémures quando
comparados com o grupo CT. Concluimos que o cetoprofeno e a dexametasona
interferiram na osteogénese e ao redor do implante de HAD e no osso parietal, e
diminuiu a resisténcia 6ssea por alterar o metabolismo do tecido 6sseo, principalmente
pela inibicdo da COX2 e diminuigdo das prostaglandinas. Assim,o uso do cetoprofeno e
da dexametasona péds-cirurgias Osseas pode comprometer a estabilidade e
manutencéo do implante.

Palavras-chave: Anti-inflamatérios. Osteogénese. Implantes.
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ABSTRACT

SILVA, Patricia Costa dos Santos. Effect of dexamethasone and ketoprofen on
osteogenesis and bone resistance in rats. Adviser: José Antonio Dias Garcia. Alfenas:
UNIFENAS, 2010. Dissertation (Master’s degree in Health Care)

The treatment of several affections of the musculoskeletal system with anti-
inflammatory drugs is very frequent. However, the effects of such drugs on boné
neoformation and osseointegration after fractures or bone surgeriesare not well
understood yet. This study aimed at evaluating the effect of ketoprofen (NSAID) and
dexamethasone (SAID) on osteogenesis around a dense hydroxiapatite (DHA) implant
in the left tibia and left parietal bone, and on the femur bone resistance. Fifteen fifty-day-
old Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) weighing on average 250+30 g were used.
The animals were separated into three groups (n=5): control (CT); non-steroidal anti-
inflammatoryl (NSAID); and steroidal anti-inflammatory (SAID). After anesthesia with IM
ketamine/xylazine, a 3 mm cavity was made in the left parietal bone and in the proximal
epiphysis of the left tibia. A DHA bioceramic was implanted in the tibia. The periosteum
and the skin were repositioned by suturing their borders. The animals were treated
subcutaneously during 30 days as follows: NSAID group: ketoprofen at the dose of
12/Kg/day; SAID group: dexamethasone, 0,10 mg/kg/day. The CT group received saline
through the same route. All the animals received the same solid diet and water ad
libitum. The daily water and ration consumption were calculated to evaluate the animals’
nutritional conditions. After 30 days of experiment, the animals wereeuthanized, and
their femurs collected for the mechanical test, while their tibia and parietal sites were
prepared for the histomorphometrical analysis. The daily consumption of water and
ration was satisfactory, showing neither dehydration nor protein undernourishment.
Microscopically, the SAID and NSAID groups showed a lower volume of neoformed
bone. In addition, the NSAID and SAID group femurs required lower maximum force for
complete rupture when compared with the CT group. It was concluded that ketoprofen
and dexamethasone interfered with osteogenesis and decreased bone resistance by
altering the bone tissue metabolism, mainly by inhibiting the COX-2 and decreasing
prostaglandins. Therefore, the use of ketoprofen and dexamethasone after boné
surgeries can compromise the stability and maintenance of implants.

Keywords: Anti-inflammatory drugs. Osteogenesis. Implants.
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1 INTRODUCAO

Os ossos séo estruturas rigidas e representam os principais elementos de
sustentacdo do corpo. Trata-se de um tecido mineralizado que exibe, além de suas
propriedades mecanicas, capacidade de regeneragdo espontanea. Assim, os defeitos
0sseos podem ser reparados pela produg¢ao de tecido novo com a mesma organizagao
estrutural do tecido original. No entanto, esta capacidade regenerativa é limitada, de
modo que o reparo de lesbes com grande perda de massa éssea provocadas por
traumas, infecgdes ou ressecgbes de neoplasias representa um desafio para as
cirurgias reconstrutivas nas areas meédica e odontolégica.

O processo de regeneragdo Ossea depende de fatores biomecanicos e
biolégicos, e a atuagcédo dos fatores de crescimento locais e sistémicos nas diferentes
fases da regeneracao (inflamagéo, reparo e remodelagéo) € essencial para a formagao
de novas células imediatamente apds a lesdo, potencializando a formagao do tecido
0sseo.

O processo inflamatério representa um dos mecanismos de defesa do
organismo humano, sendo fundamental no reparo tecidual. A inflamagdo pode ser
definida como uma reacdo dos tecidos vascularizados a um agente agressor,
caracterizada morfologicamente pela saida de liquidos e de sangue para o intersticio.
Mesmo sendo um processo fisioldgico da cicatrizagéo, a inflamagéo aguda pode tornar-
se desconfortavel para o paciente devido ao edema e a dor local.

Visando a minimizar estes efeitos da fase inflamatdéria da cicatrizacido, sao
utilizados os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) e esteroidais (AIES) no

tratamento de diversas afeccbes do sistema musculoesquelético. Trata-se de uma
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pratica comum e eficaz, minimizando a formacao de processos inflamatérios, reduzindo
0 edema e o processo doloroso. No entanto, os efeitos da utilizagdo dessas drogas na
neoformacgao dssea e osseointegracado apos fraturas ou cirurgias permanecem pouco
esclarecidos.

OBJETIVO

Verificar os efeitos dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e esteroidais
(AIES) sobre a osteogénese e a propriedade estrutural (forca maxima) do osso em

ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TECIDO OSSEO

O osso é um tecido altamente especializado e participa na homeostasia mineral
do organismo humano, contribuindo de maneira relevante na manuten¢do do calcio
sérico. Constitui-se basicamente de uma matriz organica, mineral inorgéanico, células e
agua. No individuo normal o esqueleto corresponde a aproximadamente 15% do peso
corporal total, e cerca de 65 a 70% dele é constituido pelo componente mineral ésseo e
30 a 35% de material organico — a matriz. A fase mineral solida é responsavel por duas
funcbes principais: atua como reservatoério ibnico e como excelente estrutura que
determina, em grande parte, as propriedades mecanicas do tecido 6sseo e do 0sso
como um 6rgao (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A matriz organica do osso contém 90-95% de fibras de colageno e 5-10% de
substancia fundamental. O colageno € o principal componente protéico do osso e a
maior parte dele € do tipo I, sendo rico nos aminoacidos glicina, lisina e prolina. A
molécula do colageno tem estrutura helicoidal, composta por trés cadeias
polipeptidicas, unidas por ligagbes covalentes e nao covalentes. As moléculas de
colageno ligadas em paralelo formam fibrilas, que reagrupadas na matriz extracelular,
formam as fibras. Estas fibras, constituindo uma estrutura lamelar, estdo estendidas
principalmente ao longo das linhas de forga tensional do osso (ZANABONI et al.,
2000). O restante da matriz organica € composto por outras proteinas nao colagenas,
cujo papel ndo esta bem esclarecido. As mais abundantes sdo a osteonectina, a

osteocalcina, a osteopontina e a sialoproteina 6ssea (KESSEL, 2001).
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Os componentes inorganicos da matriz 6ssea sao principalmente o calcio e o
fésforo, que estdo organizados como uma estrutura de cristal, a hidroxiapatita — Ca10
(PO4)6 (OH)2 —, que constitui cerca de 50% do peso total da matriz 6ssea. A deposigao
de hidroxiapatita se faz ao longo das fibras de colageno em sitios especiais. Outros
ions como o sodio, potassio, fluor, estréncio, magnésio, citrato e o carbonato, também
estdo presentes, em menores proporcdes, nos cristais de hidroxiapatita. A associacao
de hidroxiapatita com fibras do colageno é responsavel pela dureza e resisténcia do
tecido 6sseo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O calcio é o principal mineral do esqueleto humano e um nutriente essencial na
dieta de individuos adultos e de criangas. Cerca de 99% do calcio corporeo se encontra
no esqueleto, principalmente sob a forma de hidroxiapatita. Desempenha inumeras
fungdes fundamentais no organismo tais como: contragdo das células cardiacas,
adequacado do tbnus vascular, transmissdo de impulsos nervosos, liberagdo de
secregdes endocrinas e exocrinas, ativacdo de fatores da coagulacao e como cofator
de reacgdes enzimaticas (RANG, DALE e RITTER, 2004).

A homeostasia do calcio é mantida por varios sistemas hormonais que atuam,
basicamente, no intestino, rim e osso. A absorcao de calcio no intestino envolve uma
proteina de ligagao do calcio, cuja sintese é regulada pelo calcitriol. O conteudo global
de calcio do organismo provavelmente é regulado, em grande parte, por esse
mecanismo de absorgdo, visto que, normalmente, a excregcdo urinaria de calcio
permanece mais ou menos constante. Em condi¢gdes onde ocorre uma elevagdo na
concentragdo sanguinea de calcio, a excregao urinaria aumenta, ao passo que, com

concentragdes sanguineas baixas, a excregdo urinaria pode ser reduzida pelo
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paratormdnio e pelo calcitriol, que aumentam a reabsor¢ao de calcio nos tubulos renais
(RANG, DALE e RITTER, 2004).

Os mecanismos normais de regulagdo do calcio tém como objetivo a
manutencao dos seus niveis plasmaticos dentro da estreita faixa de normalidade. Esses
mecanismos dependem da absorcao intestinal e renal de calcio, e de sua deposicéo ou
liberagdo do osso. Assim sendo, o fluxo de calcio no organismo € regulado pelo
paratormonio, Vitamina D3 e calcitonina (RANG, DALE e RITTER, 2004).

Uma caracteristica que distingue o tecido 6sseo é a mineralizagado da matriz, que
produz um tecido extremamente duro, capaz de desempenhar fun¢des de sustentacao
e protecao, sendo basicamente uma forma especializada de tecido conjuntivo que é
constituido por células e matriz extracelular . Os constituintes celulares do tecido 6sseo
sdo: (1) célula osteoprogenitora, considerada uma célula em repouso que pode ser
estimulada para transformar-se em osteoblasto; (2) osteoblasto, célula diferenciada e
responsavel pela producdo de matriz 6ssea e também associada a calcificacdo da
matriz; (3) ostedcito, célula 6ssea madura que esta englobada pela matriz e (4)
osteoclasto, célula com fungado de reabsorcédo 6ssea. Por sua vez, todo o tecido ésseo
€ revestido externamente pelo periésteo, membrana de tecido conjuntivo denso, e
internamente pelo enddsteo, que possui células de formacdo e reabsor¢cdo Ossea

(TORTORA e GRAMBOWSKI, 2006; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

2.2 REMODELACAO OSSEA

O tecido 6sseo é extremamente ativo. No esqueleto em desenvolvimento , essa

atividade é primariamente voltada para o crescimento e a modelacédo éssea, processos
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pelos quais o0 osso atinge sua forma e seu tamanho. No adulto a atividade metabdlica
predominante envolve a remodelagdo (KATCHBURIAN e ARANA, 1999).

A remodelacdo 6ssea é definida como um processo de aposi¢do no qual ocorre
remogao local do osso antigo (reabsorgdo) e substituicgdo por osso recentemente
formado (KAWAMOTO e NAGAOKA, 2000).

Somente 5 a 20% da superficie éssea sofrem remodelamento num determinado
momento; o restante permanece em repouso, ou seja, na fase quiescente. O processo
de remodelamento demora de 3 a 4 meses, comega pela ativagdo dos osteoclastos e
finaliza-se com formagédo do novo osso pelos osteoblastos. Em uma pessoa saudavel,
de 4 a 10 % de substancia 6ssea s&o substituidas anualmente (SIMOES et al., 1995).

O processo de remodelacdo Ossea inicia com o recrutamento das células
precursoras de osteoclastos, presentes em tecidos hematopoéticos, como na medula
Ossea. A absorcao da matriz extracelular 6ssea, pelos osteoclastos, e a producéao de
nova matriz éssea, pelos osteoblastos, ocorre em pequenos conjuntos de células
chamadas de unidades multicelulares basicas (BMU). A diferenciagdo das células
precursoras do osteoclasto, assim como a sua ativagao, é estimulada pelo calcitriol,
paratormdénio e pela interceulina-6. O osteoblasto também ¢é estimulado por essas
substancias, expressando um ligante de superficie, o ligante de osteoprotegerina
(OPGL). Este ligante interage com um receptor presente na superficie dos osteoclastos,
denominado RANK (receptor ativador de fator de necrose tumoral); os osteoblastos
produzem o fator estimulante de col6nias para macréfagos (M-CSF), induzindo a
diferenciacédo e ativacdo dos osteoclastos. Ocorre fusdo dos osteoclastos, produzindo

células gigantes multinucleadas de reabsorgéo 6ssea (RANG, DALE e RITTER, 2004).
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O proximo estagio consiste no reconhecimento das proteinas de matriz éssea
extracelular por meio de proteinas de membrana celular chamadas integrinas (DUONG
e RODAN, 2001).

Na fase de reabsorgéo,os osteoclastos ativados degradam tanto componentes
minerais quanto os organicos, pela secregcéo de enzimas acidas e hidroliticas, liberando
fragmentos minerais 6sseos e de colageno (BANDEIRA, 2000). As prostaglandinas,
principalmente a PGE2, que é produzida pelos osteoblastos, participa da ativagdo dos
osteoblastos, juntamente com o calcitriol, paratorménio (PTH), fator de necrose tumoral
(TNF), além das interleucinas 1,11 e 6 (BANDEIRA, 2000).

Os osteoclastos deslocam-se ao longo do osso, escavando-o através da
secregéo de H' e enzimas proteoliticas. Esse processo libera gradualmente fatores de
crescimento, como o fator de crescimento transformante-beta (TGF-beta), fator de
crescimento insulino simile-1 (IGF-I), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (MUNDY, 1999; RANG, DALE e
RITTER, 2004). Por sua vez, esses fatores recrutam e ativam grupos sucessivos de
osteoblastos, cujo desenvolvimento a partir de células precursoras foi estimulado, e que
estdo esperando um sinal para iniciarem sua atividade. Apds ativados, os osteoblastos,
invadem o local, sintetizando e secretando a matriz organica do osso, ostedide, e
secretando IGF-1 e TGF — beta ( que ficam retidos no ostedide). A medida que os
osteoblastos secretam ostedide, ficam presos, formando os ostedcitos terminais; outros
interagem com precursores dos osteoclastos e os ativam, reiniciando, assim, o ciclo
(RANG, DALE e RITTER, 2004). A sintese osteoblastica prolonga-se por varios dias,
tempo suficiente para que o colageno forme suas pontes de ligagdo. A deposicao

mineral inicia-se subsequentemente, permanecendo poucos osteoblastos retidos a
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matriz em mineralizacao, transformando-se em ostedcitos, enquanto a maioria sofre
apoptose (BANDEIRA, 2000). O término da atividade dos osteoblastos pode ser devido

a inibicdo por feedback negativo ou a indugdo da apoptose do osteoblasto pelo TNF

liberado pelas células medulares vizinhas (HILL e ORTH, 1998).

2.3 REPARO OSSEO E IMPLANTE DE HIDROXIAPATITA

Além das excelentes propriedades mecanicas, o tecido 6sseo apresenta um
potencial unico para reparagao, sendo capaz de reparar fraturas ou defeitos locais por
meio de regeneragado, formando um novo tecido com a mesma organizagao estrutural
do tecido anterior, sem a formacao de cicatriz (SCHENK, 1994). Apés uma lesao no
tecido 6sseo, uma sequéncia de eventos dinamicos ocorre com a finalidade de
restaurar a forma e a funcdo do osso. A reparagao O0ssea € semelhante tanto para
pequenas quanto para grandes injurias, para fraturas 0sseas e para defeitos cirurgicos.
Nos locais de fratura Ossea, ocorre sangramento local, pela lesdo dos vasos
sanguineos, destruicdo de matriz e morte de células 6sseas. E formado um hematoma
ou coagulo sanguineo dentro do canal medular, entre as extremidades da fratura éssea
e o periosteo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O coagulo que surge apos a fratura consiste em extravasamento de hemacias,
fibrina, plaquetas, que liberam PDGF, FGF e TGF- alfa, fatores quimiotaticos e
reguladores da atividade celular (HOLLINGER e WONG, 1996).

Para que o reparo se inicie, o céagulo sanguineo e os restos celulares e da
matriz devem ser removidos pelos macrofagos. Simultaneamente a formagao do

coagulo, o tecido circunvizinho a fratura se necrosa. Esse tecido necrético estimula
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intensa resposta inflamatéria, caracterizada por vasodilatagdo, exsudagao do plasma,
células mesenquimais e leucocitos (MOURAD, 1997).

Aproximadamente do terceiro ao quinto dia apdés a fratura, o periésteo e o
enddsteo préximos a area fraturada respondem com intensa proliferagdo, um tecido
muito rico em células osteogénicas é formando, constituindo um colar em torno da
fratura, que penetra entre as extremidades 6sseas rompidas, sendo denominado calo
fribroso. Células endoteliais derivadas de tecidos adjacentes migram, proliferam-se e
formam novos capilares que penetram no hematoma. A hipdxia local parece ser o
estimulo para essa nova formagao vascular. A angiogénese ocorre em direcdo a um
gradiente quimico, que pode ser estabelecido pela concentracdo de quimiotaticos,
como o PDGF , FGF e a hipdxia local (HOLLINGER e WONG, 1996; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Osteoblastos localizados no interior do calo sintetizam colageno e matriz;
portanto, nesse anel ou colar conjuntivo, bem como no conjuntivo localizado entre as
extremidades Osseas fraturadas, surge tecido 6sseo imaturo, tanto pela ossificagéo
endocondral de pequenos pedacgos de cartilagem que se formam, como também por
ossificao intramembranosa. Esse processo evolui de modo a aparecer, ap6és algum
tempo, um calo 6sseo, o qual é constituido de tecido 6sseo imaturo, que se formou de
modo desorganizado, caracterizado por arranjo irregular dos osteocitos e orientacéo
irregular das fibras colagenas (TROWBRIDGE e EMLING, 1996; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Enquanto o processo de reparacao continua, ocorre remodelacdo 6ssea, o calo
se torna desnecessario, ocorrendo desta forma sua reabsorcéo, e as trabéculas 6sseas

sdo formadas e orientadas ao longo de linhas de esforgcos e se tornam funcionais. A
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velocidade desse processo depende de alguns fatores locais e sistémicos, entre eles
presenca de processo infeccioso, sangramentos, tipo de tecido 6sseo a ser reparado
(cortical ou esponjoso), imobilizagao local, idade, alteragdes nutricionais e uso de
medicamentos ( MOURAD, 1997; TROWBRIDGE e EMLING, 1996; RANG, DALE e
RITTER, 2004).

As pressoes e tragdes exercidas sobre 0 0sso durante o reparo da fratura dssea,
e apos o retorno as atividades normais, causam a remodelagao do calo 6ésseo e sua
completa substituicdo por tecido 6sseo maturo. Se essas pressdes e tragdes forem
iguais as exercidas sobre o osso antes da fratura, a estrutura do osso volta a ser a
mesma que existia anteriormente (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Em regides que apresentam excessiva mobilidade, pode ocorrer o
desenvolvimento de cartilagem, tecido que possui menos exigéncias metabdlicas do
que o 0sso. Quando o tecido € imobilizado, a reparagao ocorre por meio de formacao
ossea primaria (HOLLINGER e WONG, 1996).

As células 6sseas nao atuam de forma isolada durante esse processo dinamico.
Elas sado reguladas por interagdes sistémicas, executadas pelo sistema endocrino, por
meio da liberacdo de diversos horménios: PTH, GH, insulina, calcitonina, hormbnios
esteroides e da tiredide (HOLLINGR e WONG, 1996).

Apesar de apresentar excelentes propriedades mecanicas, esta capacidade
regenerativa é limitada, de modo que o reparo de lesdes com grande perda de massa
O0ssea provocadas por traumas, infecgdes ou ressecgdes de neoplasias representa um
desafio para as cirurgias médicas e odontolégicas (SAKAKURA, MARCANTONIO e

REZENDE, 2001). Assim, os implantes autégenos e de biomateriais visam a manter as
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mesmas caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas do tecido 6sseo quando
colocados na area receptora (BERTRAN et al., 2000).

Os materiais autégenos para a realizagdo de enxertos 6sseos vém sendo a
primeira escolha, pois, sdo fontes de células osteogénicas, osteocondutores e nao
promovem reagbes de imunogenicidade. Apesar das vantagens oferecidas por esses
enxertos, o procedimento para a sua obtencéo acarreta tempo operatério maior, dobra
os locais cirurgicos e nem sempre oferece quantidade de osso suficiente para o reparo
(HILL e HORNE, 1999).

Devido as limitagbes para obtengcdo do material autégeno, surgiram os
implantes de biomateriais. Dentre esses implantes destaca a hidroxiapatita sintética,
que é uma bioceramica com composicao quimica similar ao osso. Quando implantada,
apresenta estabilidade quimica e biocompatibilidade (ONO, TATESHITA e NAKAJIMA,
2000; LEGEROS, 2002), sendo amplamente utilizada na correcédo de defeitos 6sseos
em varias espécies (ARAKAKI et al., 1995).

A hidroxiapatita € o principal componente mineral dos tecidos mineralizados
do corpo humano e apresenta a formula quimica Ca10(P0O4)6(OH)2 (CAMILLI et al.,
2004). Para o uso clinico a hidroxiapatita pode ser produzida em p6 ou blocos densos
ou porosos, com diferentes granulagdes e associada a diversos materiais, como o
colageno, matriz 6ssea desmineralizada e proteinas osteoindutoras (VIDIGAL JUNIOR
e GOISMAN, 2003).

Existem varios fatores que podem interferir no processo de osteogénese ao
redor do implante, dificultando a migragao, proliferacédo e diferenciagdo das células
osteogénicas e a sintese de colageno, comprometendo a osteointegragao (SOARES et

al., 2010). Esses fatores podem ser divididos em mecénicos e bioldgicos. Entre os



24

fatores mecanicos encontramos a intensidade do trauma e a inadequada estabilizacéo
da fratura (KUMAR, JAFFIN e BERMAN, 2002; SOARES et al., 2010) e entre os fatores
biolégicos encontramos as doengas metabdlicas, as doengas carenciais e 0 uso de

medicamentos.

2.4 ANTI-INFLAMATORIOS

O processo inflamatério ocorre como resposta do tecido a lesédo celular, sendo
caracterizado como um fendmeno complexo, dindmico, podendo manifestar-se
mediante qualquer agente lesivo, como traumas, cirurgias, queimaduras,
microrganismos, substancias causticas. A resposta inflamatéria aguda envolve uma
complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, consistindo fundamentalmente
em uma reacgdo inata, ndo imunoldgica, com eventos vasculares e celulares e uma
resposta imune adquirida (SILVA, 2006).

Com a perspectiva de minimizar os sinais e sintomas do processo
inflamatério, os anti-inflamatérios tém sido amplamente utilizados pelos profissionais de
saude, principalmente em traumas ortopédicos acidentais ou provocados
cirurgicamente (PELISSONI et al., 2003).

Os possiveis efeitos deletérios dessas drogas sobre o reparo 6sseo, no entanto,
tém sido objeto de muita investigagdo, com resultados ainda controversos (CURVELLO,
2004).

2.4.1 Efeitos dos anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES) no tecido 6sseo
Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo os medicamentos de maior

prescricdo em todo o mundo, tanto para os animais como para os seres humanos.
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Combatem a inflamacao, a dor, a hipertermia, podendo também inibir a agregacéao
plaquetaria. Atuam inibindo a agdo das ciclooxigenases (COXs) diminuindo assim a
producao de prostaglandinas (SILVA, 2004; RANG, DALE e RITTER, 2004).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) possuem trés principais efeitos:
anti-inflamatdrio, analgésico e antipirético. Esses efeitos estdo relacionados com a agéo
primaria destas drogas, que consiste na inibigio da enzima araquidonato
ciclooxigenase (COX) e, portanto, inibicdo da produgdo de prostaglandinas e
tromboxanos (RANG, DALE e RITTER, 2004). Existem dois tipos de Cox: a COX-1 e a
COX-2. A COX-1, enzima presente nas plaquetas sanguineas, envolvida na sinalizagao
celular e na homeostase tecidual; a COX-2, presente nas células inflamatérias ativadas
e que produz mediadores da inflamagdo (MEADLE, SMITH e WINTT,1993).

O cetoprofeno € derivado do acido arilcarboxilico, pertencente ao grupo do acido
propidnico, das drogas antiinflamatorias ndo esteroidais. Possui atividade analgésica,
anati-inflamatoria e antipirética (TASAKA, 2002).

E um inibidor de dupla acdo, pois inibe COX-1 e 2, atuando tanto sobre a
ciclooxigenase quanto sobre a lipoxigenase, levando ao bloqueio das respostas
inflamatérias vasculares e celulares (TASAKA, 2002).

Os farmacos derivados do acido propidnico sdo destinados ao tratamento da
artrite reumatodide, osteoartrite, bursites, sinovites, tenossinovites, epicondilites,
tendinites e processos inflamatorios odontolégicos (SILVA, 2006).

O cetoprofeno é metabolizado por dois principais processos: uma menor parte,
por hidroxilagdo, e a maior parte, por conjugagédo com o acido glicurénico, envolvendo
a enzima citocromo P-450. Possui agdo analgésica de longa duragédo, devendo ser

administrado de 24 em 24 horas, por ser potente inibidor da sintese de prostaglandinas,
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prostaciclinas; existe risco de toxicidade renal e gastrintestinal (GRISNEAUX et al.,
1999).

Akman et al. (2002) observaram reducgéo na formacéo 6ssea em fraturas de tibia
em ratos apdés administracdo de diclofenaco (2 mg/Kg via subcutanea) por 10 dias.
Camilotti et al. (2005) analisaram periodontites induzidas por ligaduras em ratos e nao
constataram perda éssea alveolar nos animais tratados com cetoprofeno (12 mg/kg via
subcutanea) por 31 dias. Pelissoni et al. (2003) constataram que o cetoprofeno (2
mg/kg via subcutanea) por 6 dias pos-osteotomias em ulnas de coelho néo interferiu no
processo de formagdo do calo ésseo. Martins et al. (2005) observaram que o
cetoprofeno influenciou no processo de reparagao 6ssea, devido a um aumento na
densidade optica realizada em tibias fraturadas de ratos durante a primeira semana
pos-fratura e atraso na neoformacao 6ssea apos trés semanas.

Embora também seja um inibidor da ciclooxigenase, o cetoprofeno parece
estabilizar as membranas lisossomicas e pode antagonizar as ag¢des da bradicinina
(INSEL, 1996). Os efeitos analgésicos do cetoprofeno ja foram testados em varios
experimentos (NIEMI et al.,1995; MATSUDA et al., 1999; ALVES et al., 2001); contudo,
0s mecanismos precisos do efeito deste anti-inflamatério na osteogénese ainda
permanecem obscuros.

Lamano-Carvalho (2007) menciona que a literatura mostra que a maioria dos
trabalhos sobre os AINES convencionais podem atrasar o reparo de fratura de ossos
longos e a fusdo espinhal, em animais de laboratério, e interferir negativamente com a
taxa de fusdo espinhal, em humanos. Mesmo com a comprovacao da importancia da
prostaglandina E2, sintetizada por osteoblastos sob estimulo da COX-2, para a

formacado Ossea, os resultados experimentais relacionados aos provaveis efeitos
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inibitérios dos AINES seletivos sobre o reparo 6sseo, além de raros, sao ainda
controversos, € ndo ha comprovacdo de que eles interferem na neoformagao Ossea

reparacional em humanos.

2.4.2 Efeitos dos anti-inflamatérios esteroidais (AIES) no tecido 6sseo

Os glicocorticéides sdo drogas usadas de forma ampla em funcdo de seus
efeitos imunossupressivos e anti-inflamatérios no tratamento de muitas doencgas
reumaticas, além de outras doencgas inflamatorias. Porém, seu uso é muitas vezes
limitado pelas numerosas reagdes adversas que provoca (ANTI, GIORGI e CHAHADE,
2008).

Os corticosteroides sdo hormdnios secretados pelo coértex das glandulas
suprarenais. Os glicocorticéides sao produzidos pela zona fasciculada, estdo envolvidos
em diversas fungdes fisiologicas e também na adaptacdo a situagdes de estresse
(ANTI, GIORGI e CHAHADE, 2008). Os glicocorticéides podem ser classificados de
acordo com sua meia-vida, sua poténcia e sua duragao de acdo. A caracterizacdo de
duragdo de agdo, como curta, intermediaria e longa, é baseada na duragdo da
supressao do ACTH apds dose unica, com atividade anti-inflamatéria equivalente a 50
mg de prednisona. Sdo considerados glicocorticoides de agédo curta a cortisona e a
hidrocortisona, pois suprimem o ACTH por 8 a 12 horas; glicocorticoides de acéo
intermediaria sdo a prednisona, a prednisolona, a metilprednisolona e a triamcinolona;
estas suprimem o ACTH por 12 a 36 horas. Os glicocorticéides de agao longa, que séao
a dexametasona e a betametasona, promovem supressdo do ACTH por 36 a 72 horas

(ANTI, GIORGI e CHAHADE, 2008).



28

A dexametasona sintética € 30 vezes mais potente que o cortisol e ndo possui
atividade mineralocorticéide, o que a torna uma droga especialmente importante para o
estimulo especifico da atividade glicocorticéide (GUYTON e HALL, 2006).

Apesar de apresentarem em sua denominacao o seu efeito caracteristico sobre o
metabolismo dos carboidratos, os glicocorticoides atuam praticamente sobre todos os
orgaos e tecidos. O mecanismo fundamental que promove a transativagdo ou a
transrepressdo génica inicia-se com o hormdnio, que é lipofilico, atravessando a
membrana citoplasmatica da célula-alvo por difusdo passiva. No citoplasma ligam-se a
receptores protéicos especificos, que sao proteinas citoplasmaticas com estrutura
contendo dominios comuns a outros membros da superfamilia de receptores nucleares.
Atuam como fatores de transcrigéo, alterando a expressédo dos genes alvo em resposta
a um sinal hormonal especifico ( WRIGHT et al., 1993).

A osteogénese pode ser interferida pela acéo de fatores biolégicos, como o uso
de anti-inflamatodrios esteroidais (AIES). A dexametasona € um anti-inflamatério
esteroidal, amplamente utilizada na pratica clinica.

A causa mais comum de osteoporose secundaria € a exposicao crbnica a
glicocorticoides, que acomete principalmente o osso trabecular (BOLING, 2004).

Os AIES provocam efeitos negativos no tecido ésseo através da inibigdo
osteoblastica (WATERS et al., 2000); da alteragao inflamatéria na cicatrizagao, inibindo
a formacao do hematoma, diminuindo o fluxo sanguineo e a permeabilidade capilar no
foco de fratura 6ssea (CORNELL e LANE, 1992); da diminuicdo da atividade periostal, o
que reduz o numero de células osteogénicas (CHYUN, KREAM e RAISZ, 1984),
retardando a consolidagcao 6ssea, em fraturas, osteotomias e artrodeses (MENDES et

al., 2001).
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O uso desta droga também influencia no metabolismo ésseo de calcio e fosfato
(CHYUN, KREAM e RAISZ, 1984), pois diminui a absor¢do do calcio no intestino e
aumenta a secre¢cdo de hormodnio paratiredideo (PTH), (WATERS et al.,, 2000). Os
glicocorticoides tém grandes efeitos na homeostasia mineral, estimulando a secregao
de PTH diretamente (BOLING, 2004) e indiretamente (CIPRIANI e FARIAS, 2005).0
aumento indireto ocorre devido a diminuicdo da absorgao intestinal de calcio e ao
aumento da excrecdo urinaria de calcio. Ha diminui¢cao renal da reabsorgéo tubular de
calcio e fosfato. Esses mecanismos provocam como resultado o balango negativo de
calcio, o que promove aumento na sintese e secregdo de PTH e, como consequéncia,
aumento da reabsor¢gdo 6ssea para manter o nivel sérico de calcio (CIPRIANI e
FARIAS, 2005).

Mendes et al. (2001) verificaram que a corticoterapia prolongada em altas doses
interferiu no processo de reparo da fratura, limitando a fase inflamatodria e diminuindo a
formacdo do hematoma fraturario. Retardou a producdo do tecido cartilaginoso e
posteriormente a sua substituicdo por osso trabecular, levando a um certo retardo do
processo de consolidagao da fratura.

Kalia, Melsen e Verna (2004) avaliaram a taxa de movimento dentario em
ratos, com o uso de uma terapia a curto e longo prazo e demonstraram que a
remodelacdo Ossea pareceu abrandar em administracdes agudas (dose maior
comparada a dose de manutengdo), e o movimento dentario aumentou quando foi
realizado um tratamento cronico (dose de manutencéo da atividade imunossupressora).
Estes resultados sugerem que é possivel tratar pacientes submetidos a terapia de

corticdides com efeitos colaterais minimos. Na fase inicial da terapia os pacientes
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podem ser aconselhados a adiar o tratamento ortoddntico, uma vez que a remodelagcao
O0ssea sera menor, ou devem-se agendar consultas em intervalos maiores.

Cavagni et al. (2005) observaram que a dexametasona aumentou a
progressao de perda éssea alveolar.

A dexametasona tem a capacidade de estabilizar as membranas lisossomais dos
leucdcitos, diminuindo a concentragao destas enzimas e reduzindo a capacidade dos
vasos em responder aos estimulos agressivos. Reduz a expressdo endotelial das
moléculas de adesdo intracelular, fato que dificulta a migragdo leucocitaria em
circulacéo (PETTET et al.,1996). Diminui a angiogénese, a sintese de prostaglandinas
e leucotrienos por meio do bloqueio da fosfolipase A2, enzima que promove a liberacao

do acido araquidonico na lesao celular (MACEDO e OLIVEIRA, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PROTOCOLO ANIMAL

Trata-se de um estudo experimental em ratos, o qual foi aprovado pelo comité de
ética e pesquisa da UNIFENAS, sob o parecer n° 03A/2008 (ANEXO A). Foram
utilizados 15 ratos machos (Rattus norvegicus) com 50 dias de idade, pesando
250+30g, mantidos em caixas para roedores com forragdo de maravalha, no biotério da
pos-graduacao da Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS) em estantes
ventiladas com controle de temperatura e controle de 12 horas no ciclo claro/escuro. Os
animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n=5): controle (CT), anti-
inflamatério nao esteroidal (AINES) e anti-inflamatdrio esteroidal (AIES). Os animais do
grupo AINES receberam doses de 12 mg/kg/dia de cetoprofeno (CAMILOTTI et al.,
2005) e os do grupo AIES foram submetidos ao tratamento com dexametasona na dose
de 0,10 mg/Kg/dia (TENIUS, BIONDO-SIMOES e IOSHII, 2007) por via subcutanea, em
regides anatbmicas alternadas, com agulha 13 x 4,5mm, por um periodo de 30 dias.
Nos animais do grupo CT foi administrada por via subcutanea, solugéo salina (0,9%),
gerando a mesma condigao de estresse dos animais do grupo AINES e AIES.

A administragdo da droga foi realizada no periodo da manh&. Todos os
animais receberam a mesma dieta solida (Nuvilab ®, Colombo, PR, Brasil) e agua ad
libitum. Durante o experimento, a ingestdo liquida e a ingestdo solida foram
mensuradas diariamente e o peso dos animais, semanalmente, para a caracterizacao

do estado nutricional.
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3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com solu¢do 1:1 de quetamina (Francotar®) e
cloridrato de xilazina (Virbaxyl® 2%) na dose de 0,10 ml/100g IM. Foi realizada
tricotomia e incisdo longitudinal na pele da calota craniana e da perna esquerda; o
periosteo foi afastado expondo a cortical éssea. Foi produzido no osso parietal
esquerdo uma cavidade de 3 mm com auxilio de um Punch trepano (figura 1). Esta
falha foi mantida aberta para a verificagdo do osso neoformado ao término dos 30 dias
de experimento. Na epifise proximal da tibia esquerda foi realizada outra falha de 3mm
e implantada a bioceramica hidroxiapatita densa (HAD). O periésteo no parietal e tibia
foi reposicionado através da sutura de suas bordas com fio de seda 8.0, e a pele foi
suturada com fio de algodao 4.0. A bioceramica HAD foi produzida pelo Instituto de

Quimica da Unicamp, apresentando 3mm de diametro e 3mm de comprimento.

&,

Figura 1. Punch trepano® de 3mm.

Os animais receberam agua com dipirona® por 24 horas e os respectivos
tratamentos citados no protocolo animal acima. No dia seguinte a cirurgia, os animais

deambulavam sem limitagdes significantes. Ao completar 30 dias de experimento todos



33

0s animais sofreram eutanasia através da administracdo intraperitoneal (IP) de

overdose de Tiopental Sédico®.

3.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E MORFOMETRICO

O osso parietal esquerdo e a tibia esquerda, depois de coletados, foram fixados
em formalina tamponada a 10% por 48 horas e descalcificados em solugdo de acido
férmico, formol e citrato de sdédio durante 15 dias. Em seguida, os ossos foram
reduzidos e incluidos em parafina para cortes histolégicos. Foram realizados cortes
transversais semisseriados com 6 micrdbmetros de espessura, depositados em laminas.
Em seguida foram corados com hematoxilina/eosina (HE) para analise morfologica
(JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983).

O volume de osso neoformado foi obtido com o auxilio de um reticulo
quadrilatero de 100 pontos acoplado a ocular do microscopio. Apés a contagem dos
pontos foi utilizada a formula Vv = Pp/ P; (%), onde Vy = densidade de volume ou
volume relativo; Pp = quantidade de pontos sobre o osso neoformado; P; = numero total
de pontos do sistema, de acordo com o principio de Delesse proposto por Mandarim de
Lacerda (1999).

Foram utilizados 4 cortes histologicos de mesma espessura para cada area. Esta
analise foi feita com a objetiva do microscépio luz Olympus CBB padronizada em
aumento de 400 vezes (Carls Zeiss) para a analise do volume 6sseo neoformado. Os
cortes histoldgicos foram selecionados aleatoriamente, e somente apos a contagem dos
pontos sobre a area foi feita a identificacdo dos grupos. Todas as analises histologicas

foram feitas por um unico avaliador.
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3.4 TESTE MECANICO

Para a realizagdo do teste mecanico, o fémur esquerdo dos animais foram
coletados, limpos e acondicionados em gaze embebida em solugao fisiolégica (0.9%) e
armazenado em freezer (—20°C) até o dia anterior ao ensaio.

Os fémures foram submetidos a teste mecéanico de resisténcia no Laboratorio
de Propriedades Mecénicas da Faculdade de Engenharia Mecanica (FEM) da Unicamp.
O ensaio mecéanico foi realizado em um modulo de flexdo de trés pontos, MTS TestStar
Il (figura 2A), utilizando um célula de carga de 100 Kgf, a uma velocidade de 1.3
mm/min (figura 2B). A distancia entre as duas extremidades dsseas foi de 50 mm e para
se obter o valor da resisténcia, uma carga foi aplicada no ter¢o médio do osso (diafise)
por meio de uma ponta, acoplada em uma maquina de ensaio universal (figura 2B)
(SOARES et al., 2010). A forca maxima necessaria para a ruptura completa dos
fémures foi obtida apds uma célula de carga registrada pelo Modulo de Flexdo MTS em

Newton (N).
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Figura 2. Médulo de flexdo MTS (modelo TESTSTAR 1l) (A); teste de flexdo do fémur
em 3 pontos a uma velocidade de 0,05 mm/s (1.3 mm/min) com célula de carga de 100
Kgf (B).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em meédia = erro padrao da média (EPM) e a

comparagao estatistica entre os grupos foi realizada com teste de Tukey-Kramer. Os

resultados foram considerados significativos para p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 AINES E AIES NAO ALTERARAM O GANHO DE PESO DOS ANIMAIS

O consumo diario de agua e de ragao foi satisfatorio entre os grupos. Entretanto,
os animais dos grupos AINES e AIES apresentaram menor ingestdo de ragdo quando
comparados com os animais dos grupos CT (tabela 1). O ganho de peso ao longo do
experimento ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos (tabela 1),

mostrando ndo haver desnutricdo protéica e desidratagado nos grupos estudados.

Tabela 1. Comparagcdo do consumo diario da dieta liquida (dgua), da dieta sodlida
(racédo) e do ganho de peso (AP) ao longo do experimento de ratos controle tratados
com AINES e AIES.

CT AINES AIES
Dieta Liquida (mL) 18,9 + 1 15,8 + 1 15,7+ 0,5
Dieta Sélida (g) 31,6 1 26,4+0,5 255+ 1
AP () 235+ 8 230,2+7 234 + 10

*p<0.05 comparado com CT; Dados expressos em média £ EPM.

4.2 AINES E AIES DIMINUIRAM O VOLUME DE OSSO NEOFORMADO AO REDOR
DA HAD NA TiBIA

Microscopicamente observamos o0sso neoformado no sitio de implantagédo da
HAD na epifise proximal da tibia esquerda em todos os grupos, estando a neoformacéao
continua com a cortical 6ssea (figura 3). As superficies dos blocos de HAD

apresentaram fissuras preenchidas, demonstrando osseocondug¢ao na HAD (figura 3).
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Entretanto, nos animais dos grupos AINES e AIES o volume ésseo neoformado foi

menor que no grupo CT (figura 3 e tabela 2).

Figura 3. Fotomicrografia transversal do sitio de implantagdo da HAD na epifise
proximal da tibia mostrando menor volume de osso neoformado (seta) nos animais dos
grupos AINES e AIES quando comparados com o grupo CT. (HE, 400X).

4.3 AINES E AIES DIMINUIRAM O VOLUME DE OSSO NEOFORMADO NA FALHA
OSSEA DO OSSO PARIETAL

Nesse periodo de experimento, microscopicamente, os animais dos grupos
AINES e AIES apresentaram um menor volume de osso neoformado na falha éssea do
osso parietal quando comparados ao grupo CT (figura 4, 5 e tabela 2). Além disso, os
animais dos grupos AINES e AIES apresentaram predominancia de osso imaturo em
quase toda a extensao da falha, ndo preenchendo a falha 6ssea (figura 5). Os animais
do grupo CT apresentaram osso maturo nas extremidades das falhas e osso imaturo

nas partes centrais, preenchendo completamente a falha éssea (figura 5).
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Figura 4. Fotomicrografia frontal do osso parietal exibindo menor neoformacéo na falha
O0ssea dos animais dos grupos AINES e AIES em comparagdo com os do grupo CT.
(HE 40X)
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Figura 5- Fotomicrografia frontal do osso parietal exibindo menor neoformagao na falha
O0ssea dos animais dos grupos AINES e AIES em comparagdo com os do grupo CT

(painel superior HE 40X e painel inferior HE 400x).
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Tabela 2. Volume de osso neoformado ao redor da HAD implantado na tibia esquerda e
neoformacao na falha éssea do parietal de ratos controle tratados com AINES e AIES.

Volume Osseo CT AINES AIES

Osso Neoformado (%) ao redor do 41,2 +1,7 30 £ 2,5* 28,6 £+1,3*

implante de HAD

Osso Neoformado (%) na falha 6ssea 15,4 £0,5 8,4 £0,5* 7,8 +£0,4*

do osso parietal

*p<0.05 comparado com o grupo CT. Dados expressos em média * erro padrao da média.

4.4 AINES E AIES DIMINUIRAM A PROPRIEDADE ESTRUTURAL DO FEMUR

Na analise da propriedade estrutural forca maxima foi observado que os animais
dos grupos AINES e AIES necessitam de menor forga maxima para a ruptura completa

dos fémures quando comparados com do grupo CT.

Tabela 3. Propriedade estrutural (forga maxima) registrada pelo mdédulo de flexdao MTS
(modelo TESTSTAR Il) no ensaio mecanico dos animais dos grupos CT, AINES e AIES.

Propriedade estrutural CT AINES AIES

Forca maxima (N) 971 88+2* 85+2*

*p<0.05 comparado com o grupo CT; Dados expressos em média * erro padrao da média.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que todos os animais ganharam peso ao longo do
experimento. O cetoprofeno (AINES) e a dexametasona (AIES) no protocolo
empregado néo interferiu na ingestao liquida dos animais desses grupos. Entretanto,
diminuiu a quantidade da dieta sdlida ingerida nesses grupos quando comparados com
o grupo CT. A porcentagem de osso neoformado ao redor da HAD na tibia e na falha
0ssea no 0sso parietal foi menor nos grupos AINES e AIES quando comparados ao
grupo CT. A forgca maxima necessaria para ruptura completa dos fémures nos animais
dos grupos AINES e AIES foi inferior a forgca necessaria para romper os fémures dos
animais dos grupos CT.

Os experimentos envolvendo o uso prolongado de drogas necessitam de uma
atencao especial referente ao estado nutricional dos animais, pois as variagdes no
consumo de dieta sélida e liquida podem provocar modificagbes nas respostas
biolégicas dos animais em experimentacdo (WEISBROTH et al.,1977). Svendsen e Hau
(1984) preconizaram que, para manter o estado nutricional adequado do rato e evitar a
desnutricdo e a desidratagao, eles devem apresentar consumo médio diario de 25g de
ragcdo e de 15 a 80 mL de agua. Nossos resultados mostraram que as alteragdes
Osseas observadas nos grupos AINES e AIES nao foram decorrentes da desnutrigdo
protéica ou desidratagéo, pois todos os animais dos grupos estudados ganharam peso
durante o experimento, e a ingestao solida e liquida permaneceu dentro dos padrdes
preconizados por Svendsen e Hau (1984). De acordo com Palencia et al. (1994), a
ingestdo solida inferior a 25 g/dia e as perdas de peso acentuadas ao longo do

experimento caracterizam a desnutricdo em roedores. A variagcao de peso corpéreo no
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nosso estudo nao foi diferente dos estudos citados, o que provavelmente nao interferiu
na resposta biolégica do tecido ésseo dos animais do grupo AINES e AIES .

Alguns autores sugerem que os principais fatores que interferem com os
resultados obtidos com a administracdo de AINES sdo a dose e o tempo de tratamento
(MULLIS et al., 2006), além de diferengas intra e interespécies na sensibilidade as
drogas, de possiveis fatores locais e sistémicos compensatérios, da interferéncia de
condigdes como idade, ritmo da remodelacédo éssea e doengas associadas, e também
da farmacocinética dessas drogas em roedores versus humanos (RADI e KHAN, 2005).
Os resultados dos animais do grupo AINES em nossos estudos podem ter ocorrido em
reposta a alta dosagem do cetoprofeno utilizada: 12 mg/ Kg, descrita nos estudos de
Camilotti et al., (2005). Porém, Silva (2004), trabalhando com extrapolagdo alométrica
do cetoprofeno em Rattus norvegicus, indicou a dose de 2 mg/kg, via subcutanea e,
segundo Flecknell (1996), essa dose garante boa analgesia. A alometria € um método
que permite extrapolar indicagdes posologicas de espécies mais comuns e conhecidas
para espécies onde ndo foram realizados estudos farmacocinéticos da droga em
questao, levando em conta, entre outros, o tamanho corporal, o0 metabolismo e a taxa
basal (SILVA, 2004).

A diminuigdo da ingestdo alimentar dos animais do grupo AINES pode estar
relacionada com os efeitos adversos gerais dos AINES como, por exemplo, a dispepsia,
nauseas e vOmitos, em grande parte causados por inibicdo da COX1 na mucosa
gastrica (RANG, DALE e RITTER, 2004) e em resposta a alta dosagem do cetoprofeno
utilizado no nosso experimento. O grupo AIES apresentou uma ingestao sélida inferior
ao grupo CT. Fato semelhante foi encontrado nos estudos de Santos et al. (2007), que

observaram uma diminuicdo no consumo alimentar dos ratos tratados com
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dexametasona. A dexametasona aumenta a taxa de gliconeogénese e reduz a
utilizacdo da glicose na célula, elevando a concentragdo sanguinea de glicose. Essa
elevagao nos niveis plasmaticos de glicose estimula a secregao de insulina. Assim, a
redugdo do consumo alimentar nos grupo AIES pode ser explicada pelo efeito
anorexigeno exercido pela insulina sobre receptores localizados no nucleo arqueado do
hipotaldamo. Esta regido € conhecida por estar envolvida com o controle alimentar.
Injecbes de insulina na regido intracerebroventricular reduzem em 50% a ingestdo de
alimento em ratos normais, confirmando tal pressuposto (TORSONI et al., 2003).

O tecido 6sseo € fonte abundante de prostaglandinas, principalmente a PGEZ2,
que sao produzidas pelos osteoblastos sob estimulo principalmente da COX-2
(LAMANO-CARVALHO, 2007). As prostaglandinas (PGs), que podem, em
determinadas circunstancias, estimular a reabsorcao dssea, sao também responsaveis
por mediar importantes eventos relacionados ao processo de formacgéo e reparo 6sseo
(KAWAGUCHI et al.,, 1995). Os AINES, por inibirem a sintese de COX-1 e COX-2,
reduzem a sintese de PGs provenientes da metabolizagdo do acido araquiddnico
(EMERY, 1996). Estudos tém demonstrado que a enzima COX-2 exerce papel crucial
sobre o processo de reparo 0sseo, e importantes mecanismos biolégicos podem
explicar esta associagédo (SATO et al., 1997; ZHANG et al., 2002). De acordo com Sato
et al., (1997), ambas as enzimas, COX-1 e COX-2, podem estar envolvidas com a
osteogénese, sendo que a COX-2 apresenta essencial importancia na maturagao dos
osteoblastos apds o inicio do processo de formacédo 6ssea. Além disso, a COX-2 é
requerida em ambos os processos de ossificagdo (endocondral e intramembranosa),
enquanto que a COX-1 ndo possui papel critico nesta agdao (ZHANG et al.,, 2002).

Adicionalmente, Zhang et al. (2002) demonstraram que a COX-2 regula importantes
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fatores de transcricdo, tais como cbfa-1 (core binding factor alpha 1) e osterix, os quais
exercem papel fundamental na diferenciacéo de células mesenquimais em osteoblastos
(DUCY et al., 1997; KOMORI et al., 1997). O cbfa-1, um membro da familia Runx dos
fatores de transcricdo, estd envolvido na regulacdo de genes especificos da
osteoblastogénese, controlando, por exemplo, a produgéo de osteocalcina, colageno
tipo |, osteopontina e sialoproteina 6ssea (DUCY et al.,, 1997; KOMORI et al., 1997).
Além disso, a presenca desse fator de transcricdo é essencial na producdo de
osteoblastos, ja que estudos demonstraram que camundongos nocautes para cbfa-1
nao sao capazes de produzir células osteoblasticas (DUCY et al., 1997; KOMORI et al.,
1997). Osterix € um outro fator de transcricao que também tem grande importancia no
processo de formagdo 6ssea (NAKASHIMA et al.,, 2002). Semelhantemente ao que
ocorre com animais que nado expressam cbfa-1 (DUCY et al., 1997; KOMORI et al.,
1997), camundongos nocautes para osterix apresentam falta de osteoblastos, além de
nao ativarem importantes marcadores ligados a osteoblastogénese, tais como
osteopontina, osteocalcina e sialoproteina 6ssea, havendo persisténcia de células
mesenquimais indiferenciadas (NAKASHIMA et al., 2002). Outro importante aspecto
que pode explicar o efeito negativo dos inibidores seletivos de COX-2 sobre o reparo
0sseo é o fato de haver uma interacdo entre os metabdlitos da COX-2 e as proteinas
o0sseas morfogenéticas (BMPs) no processo de reparo do tecido 6sseo. Determinadas
BMPs, tais como BMP-2, BMP-4 e BMP-7, ndo somente estimulam a diferenciacao
osteoblastica de células osteoprogenitoras, como também transdiferenciam células
mesenquimais ndo osteogénicas em células da linhagem osteoblastica (YAMAGUCHI
et al., 1996). De maneira geral, a COX-2 é induzida nas fases iniciais do processo de

reparo 0sseo e produz aumentadas quantidades de PGE2. As PGE2, por sua vez,
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podem induzir a produgéo de BMPs e/ou cooperar com as BMPs para que seja elevada
a expressao de cbfa-1 e osterix (NAKASHIMA et al., 2002; ZHANG et al., 2002). Além
disso, parece existir uma interagcdo sinérgica entre cbfa-1 e BMP-2 para que a
diferenciacdo osteoblastica seja estimulada, tanto in vitro como in vivo (YANG et al.,
2003). Estudos sugerem também que a BMP-2 pode induzir a expressdao de osterix
independentemente de cbfa-1 (CELIL e CAMPBELL, 2005), embora osterix tenha sido
sugerido como dependente do fator de transcricdo cbfa-1 (NAKASHIMA et al., 2002).
Outros estudos tém relatado mecanismos alternativos que podem agir independente de,
ou em paralelo ao cbfa-1, durante a progressdo da diferenciacdo da linhagem
osteoblastica (JADLOWIEC et al., 2004). De acordo com estes autores, além do cbfa-1,
outros componentes sdo necessarios para regular a expressao de osterix durante a
osteoblastogénese e, adicionalmente, os estudos sugerem que mecanismos
independentes de cbfa-1/osterix devam ainda ser elucidados. Arikawa et al., (2004)
observaram que células tronco mesenquimais humanas constitutivamente expressavam
COX-2, e que a inibicdo da sintese de PGE2 por um inibidor seletivo de COX-2,
suprimia a expressdo de BMP-2. Tais observagbes sugerem que a PGE2,
endogenamente produzida por COX-2, seja essencial para a adequada expressao de
BMP-2. Adicionalmente, a enzima COX-2 parece ser necessaria para que ocorra a
maxima osteogénese na presenca de BMP-2 e a complementagcdo de BMP-2 a COX-2,
in vitro, suporta a possibilidade de que os eventos associados as BMPs possam ser
dependentes de metabdlicos da COX (ZHANG et al., 2002). Deste modo, de acordo
com os mecanismos discutidos, a COX-2 regula fatores de transcrigdo associados a
osteogénese e controla a diferenciagéo osteoblastica. Portanto, a hipétese da redugéao

no processo osteoblastogénico ao redor do implante da HAD, da redugdo na
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ossificacdo na falha do osso parietal e a diminuicdo da resisténcia éssea nos fémures
dos animais do grupo AINES em comparacdo com o CT, em nossos estudos, podem
ser os efeitos prejudiciais do cetoprofeno na inibicdo da COX-2 sobre o metabolismo
0sseo em decorréncia da alta dosagem empregada, 6 vezes maior que a descrita por
Silva (2004) e da terapia anti-inflamatéria prolongada do cetoprofeno.

Varios mecanismos decorrentes do uso dos AIES concorrem para prejudicar a
osteogénese e a diminuicdo da resisténcia Ossea, dentre eles a diminuigcdo da
absorcao intestinal e o aumento da excregao urinaria de calcio, que produz balango
negativo deste mineral, estimulando assim a sintese e secrecédo de paratormdnio (PTH)
e consequente aumento da reabsor¢cdo déssea para manter o nivel sérico do calcio
(CIPRIANI e FARIAS, 2005). Além disso, os AIES diminuem a sintese de
prostaglandinas e leucotrienos por meio do bloqueio da fosfolipase A2, enzima que
hidrolisa os fosfolipideos de membrana celular, liberando para o citoplasma o acido
araquiddnico, que sera convertido em endoperoxidos ciclicos instaveis, pela acéo das
cicloxigenases. Estes por sua vez se transformam em prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos (RANG, DALE e RITTER, 2004). As prostaglandinas , principalmente a
PGE2, sédo produzidas pelos osteoblastos sob estimulo principalmente da COX2, cuja
expressdo é controlada pelos horménios, citocinas e fatores de crescimento que
controlam a remodelagédo 6ssea. No tecido ésseo, as prostaglandinas, desempenham
uma importante funcdo fisioldgica, aumentando a formagdo Ossea em resposta ao
estimulo mecéanico, em animais e humanos (GAJRAJ, 2003). Os AIES inibem a
transcricao de varios genes de citocinas, como a interleucina 6 (IL-6) (RANG, DALE e
RITTER, 2004). A IL6 e 11 estimulam a reabsor¢gao, mas também a formagao Ossea,

pois os osteoclastos, além de sua fungao osteolitica, desempenham importante papel
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no desenvolvimento e crescimento &ésseos, ao liberarem esses fatores da matriz
extracelular mineralizada. Tais fatores estimulam os osteoblastos a se proliferarem e a
sintetizarem proteinas da matriz. Ao término do ciclo da reabsorg&o, os osteoclastos
secretam proteinas que servirdo de substrato para a fixagdo do osteoblasto (MEGHJL,
1992).

Os AIES inibem a indugao dos genes nos osteoblastos mediada pela vitamina D3
e modificam a transcricdo dos genes da colagenase. O uso prolongado dos AIES
reduzem a func&o dos osteoblastos e aumentam a atividade dos osteoclastos (RANG et
al., 2004). A transcrigdo do RNAm para o colageno tipo | é diminuida pela agao dos
AIES (FRANK et al., 1996). Os glicocorticoides aumentam ou diminuem a transcri¢gao de
muitos genes, alterando a sintese de RNAm que gera as proteinas que agem como
mediadoras em multiplos efeitos fisiolégicos no osso (GUYTON e HALL, 2006). Deste
modo, de acordo com o0s mecanismos discutidos, os animais do grupo AIES,
apresentaram menor porcentagem de 0sso neoformado ao redor do implante da HAD,
reducdo na ossificagdo na falha do osso parietal e a diminuicdo da resisténcia 6ssea
nos fémures, em resposta induzida pela dexametasona sobre os varios processos que

envolveram a osteogénese.
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6 CONCLUSAO

Com bases nos resultados obtidos no presente trabalho, concluiu-se que o
cetoprofeno e a dexametasona interferiram na osteogénese e ao redor do implante de
HAD e alteraram a propriedade estrutural do osso em ratos, por alterarem o
metabolismo do tecido ésseo, provavelmente pela inibicdo da COX2 e diminuicao das
prostaglandinas .

A osseointegragao dos implantes de HAD pode ser esperada mesmo em animais
e humanos submetidos a tratamento prolongado com cetoprofeno e dexametasona. No
entanto, com menor volume, o que pode comprometer a estabilidade e manutencao do

implante.
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8 ANEXO

PARECER N.° 03A/2008

O COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP, da UNIFENAS,
Setor de Experimentacao Animal, tendo analisado, nesta data, o protocolo do
projeto de pesquisa intitulado EFEITOS DA DEXAMETASONA E DO
CETOPROFENO SOBRE A RESISTENCIA MECANICA EM OSSO E NA
OSTEOGENESE AO REDOR DE IMPLANTES EM RATOS, de autoria do
Prof. Dr. José Antonio Dias Garcia, resolveu enquadra-lo na categoria de .

aprovada para fins de inicio da pesquisa.

Alfenas, 25 de abril de 2008.
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