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Efeito do antiinflamatdrio ndo-esteroidal Rofecoxib (Vioxx®) no processo
de reparo dsseo em tibias de ratos estressados: estudo microscopico

Effect of nonsteroidal anti-inflammatory drug Rofecoxib (Vioxx™) on the bone repair
process in the tibiae of stressed rats. A Microscopic Study
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do antiinflamatério ndo-esteroidal Rofecoxib (Vioxx®) no processo de reparo ésseo em tibias de ratos estressados.
Métodos: Foram utilizados 48 ratos (Albinus Wistar), machos, com peso entre 150 e 200 gramas e divididos em trés grupos com 16
animais cada. Foram realizados os seguintes procedimentos: o grupo | foi utilizado como grupo controle e nele foi realizado apenas
o defeito ésseo; no grupo Il os animais receberam estimulo estressor nos trés dias pré-operatérios e nos dias pds-operatérios, apds
a realizacdo do defeito, até o sacrificio; no grupo Il os animais receberam a administracdo do antiinflamatério ndo-esteroidal (pré-
operatério), estimulo estressor uma hora apés a administracéo da droga, no periodo pré-operatério, defeito ésseo e estresse no periodo
pbs-operatério, até o respectivo sacrificio. Em grupos de quatro, os animais foram sacrificados aos 7, 14, 30 e 60 dias pés-operatérios,
por meio de deslocamento da coluna cervical. Em seguida ao sacrificio, as tibias direita e esquerda foram removidas, fixadas em forma-
lina, descalcificadas em d4cido etilenodiaminatetracético (Na.2H2.2H20) e incluidas em parafina. Os cortes com seis micrometros de
espessura foram corados pela hematoxilina e eosina para andlise microscépica.

Resultados: Os resultados obtidos foram descritos em funcéo do tempo pés-operatério das ocorréncias histomorfolégicas observadas em
diferentes grupos experimentais.

Conclusiio: Os resultados obtidos permitiram concluir que: 1) a reparacdo do defeito ésseo provocado nos ratos do grupo Il mostrou-se
mais atrasada que a do grupo |; 2) a reparagéo do defeito ésseo provocada nos ratos do grupo Ill mostrou-se menos atrasada que a do
grupo II; 3) a prescricdo do antiinflamatério Rofecoxib pode ser indicada no caso de experimentos de animais estressados porque diminui
o efeito do estresse sobre o reparo ésseo, no caso de defeitos provocados na tibia de ratos.

Termos de indexag@o: tibia; regeneracdo 6ssea; antiinflamatérios néo esteréides; ratos.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of the nonsteroidal anti-inflammatory drug Rofecoxib (Vioxx™) on the bone repair process in the tibiae of
stressed rafs.

Methods: In this study, use was made of 48 young male (Albinus Wistar) rats weighing between 150 and 200 grams, divided into three
groups of 16 animals each. The following procedures were performed: Group | was used as the control group, and in it, only the bone de-
fect was performed; in Group Il the animals received stressor stimulus in the three pre-operative days and three post- operative days after
the defect was performed, up to the time of sacrifice; in Group Ill the animals received the administration of nonsteroidal anti-inflammatory
medication (pre-operatively), stressor stimulus one hour after drug administration, in the pre-operative period, bone defect and stress in
the post-operative period, up to the time of sacrifice. In groups of four, the animals were sacrificed at 7, 14, 30 and 60 post-operative
days, by means of cervical column dislocation. After being sacrificed, the right and left tibiae were removed, fixed in formalin, decalcified
in ethylenodiaminatetracetic acid (Na.2H2.2H20) and included in paraffin. Cuts of 6 micrometers thickness were stained with hema-
toxylin and eosin for microscopic analysis.

Results: The results obtained were described as a function of the post-operative time of the histomorphologic occurrences observed in the
different experimental groups.

Conclusion: The results allowed one to conclude that: 1) repair of the bone defect caused in the rats of Group Il were shown to be more
delayed than those in Group I; 2) repair of the bone defect caused in the rats of Group Il were shown to be less delayed than those in
Group Il; 3) the prescription of the anti-inflammatory drug Rofecoxib can be indicated in the case of experiments with stressed animals,
because it diminished the effect of stress on bone repair, in the case of defects caused in the tibia of rats.

Indexing terms: tibia; bone regeneration; anti-inflammatory agents, non-steroidal; rafs.
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INTRODUCAO

A capacidade de um tecido lesado reparar-se é
uma resposta da préopria vida. Uma ferida nido cicatrizada
eventualmente resultara na morte do organismo. Deve ficar
claramente entendido que a cicatrizagdo de uma ferida nio é
um fendémeno isolado e solitario, mas uma série complexa de
eventos biologicos'.

No caso de cavidades ésseas, o processo de repato
pode ser morfologicamente dividido em trés fases: exsudativa,
caracterizada pela formagdo do coagulo de fibrina; proliferativa,
marcada pela proliferagio fibroblastica e capilar; e reparadora
propriamente dita, com sintese de colageno e mineralizagdo
da matriz extracelular®>,

Os estudos envolvendo o repato da ferida de extragio
dental se multiplicaram a partir das pesquisas iniciais de Euler?,
de tal maneira que este processo tem sido investigado em uma
série de modelos experimentais, nas mais variadas condi¢oes
locais e sistémicas, com o intuito de observar a relacdo entre o
reparo e os possiveis fatores que nele interferem, acelerando-o
ou retardando-o.

Um dos fatores que apresenta possivel interferéncia
e que estd presente no cotidiano do cidaddo contemporineo
¢ o estresse. Hssa condicido, quando observada nos cidadios,
faz com que ocorra uma desordem na homeostase do
organismo.

O termo homeostase tem como significado repouso,
ou até mesmo equilibrio e, segundo Ferreira®, o termo estresse
significa um conjunto de rea¢Ses do organismo a agressoes
de ordens fisicas, psiquicas, infecciosas e outras capazes de
perturbar a homeostase.

Alvez-Rezende & Okamoto® trabalharam experimen-
talmente com alvéolos dentais de ratos e detectaram a acio
depressora do estresse pré e pos-operatdrio, que promovia
a desorganiza¢do do coagulo sangliineo sobre a cicatrizagdo
da ferida alveolar. Esses autores trelacionaram tais achados
ao estresse, que promoveria a desorganiza¢do do coagulo
pelo desequilibrio do sistema plasminogénio-plasmina e pelo
aumento acentuado dos niveis de ativadores do plasminogénio,
que induz ao aumento da fibrinogendlise e da plasmina na rede
de fibrina.

Assim como o estresse é uma realidade em nosso
dia-a-dia, o uso dos antiinflamatérios em procedimentos
cirdrgicos estd presente no cotidiano do paciente e dos
cirurgides. Uma gama de opgdes em antiinflamatério ¢é
encontrada nas farmicias e, entre eles, encontram-se 0s nao-
esteroidais (AINESs).

310

Einhorn’ relatou que os antiinflamatérios nio-
esteroidais estdo entre os medicamentos mais freqiientemente
prescritos no mundo. Indicados para o tratamento de diversas
formas de artrite, dores menstruais e dores de cabeca, eles
atuam modulando o processo inflamatério agudo por inibi¢do
da enzima cicloxigenase-1 (COX-1) e redugio da sintese
de prostaglandina. Sua performance como medicamento
antiinflamatorio tem sido favoravel, contudo o seu uso tem
sido limitado pelos efeitos gastrintestinais colaterais, tais
como dispepsia, dores abdominais e, em algumas ocasides,
perfuragiao duodenal ou hemorragia.

O Rofecoxib ¢é um inibidor especifico da
cicloxigenase-2 (COX-2) humana e, em concentragoes
terapéuticas, nao esta associado as reagoes adversas mediadas
pela isoenzima COX-1, que estd associada a alteragOes
gastrintestinais e inibicdo da agregacdo plaquetaria.

Considerando o grande numero de pessoas
estressadas que sdo submetidas as cirurgias na rotina dos
consultérios, impde-se a necessidade da realizacio de um
estudo em animais que tenha por escopo conhecer as possiveis
interacGes do estresse sob a acio de medicamentos utilizados.
Assim, este trabalho teve o propésito de avaliar o reparo 6sseo

em ratos estressados, sob efeito ou nao de antiinflamatério.

METODOS

Foram utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), machos, adultos, com peso entre 150 e 200 gramas.
Esses animais foram escolhidos de forma aleatdria, numerados
e sorteados.

Os ratos foram divididos em trés grupos contendo
16 animais cada, os quais foram submetidos aos seguintes
procedimentos:

Grupo 1 (controle): realizacio de defeitos ésseos
experimentais em ambas as tibias;

Grupo II (experimental I): realizacdo de defeitos
Osseos experimentais em ambas as tibias ¢ mantidos sob
estresse cronico;

Grupo III (experimental II): realizagio de defeitos
Osseos experimentais em ambas as tibias, mantidos sob

estresse cronico e tratados com 5mg de Rofecoxib.

Os animais dos grupos 2 e 3 receberam estimulos
estressores pelaimobilizagao em tubos de PVC confeccionados
para este fim, conforme metodologia proposta por Alvez-
Rezende & Okamoto® (Figura 1).
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Figura 1. Dispositivo estressor.

Figura 2. Rato recebendo a droga durante o petiodo pré-operatério.

Vioxx'
(Rofecoxib, MSD)

Figura 3. Droga apresentada em forma de suspensao para posterior
administracdo por gavagem.

Figura 4. Reposicionamento dos retalhos e sutura com fio de Poliglactina 910.

O estresse foi aplicado nos trés dias pré-operatérios
e em todos os dias pés-operatérios até o sacrificio. A
aplicagdo do estresse foi realizada todos os dias no periodo da
manhi como padronizac¢io da metodologia, ja que os fatores
ambientais, como temperatura, luz e sons sofriam mudancas
insignificantes.

Os ratos do grupo III sofreram a administra¢do
do Rofecoxib uma hora antes da aplicacdo do estimulo
estressor nos trés dias pré-operatérios e no dia da cirurgia
(Figura 2).

O medicamento, encontrado somente na forma
s6lida, em comprimidos, passou por um processo de trituragio
para chegar a uma suspensdo. A concentragio da droga foi
estabelecida em 5mg/kg;

A composi¢io da droga, para administragdo por
gavagem, ¢ feita por glicerina, sorbitol, hidroxietilcelulose,
nipazim, nipazol e¢ agua destilada. A droga foi obtida da
seguinte forma: os comprimidos foram triturados (até ficarem
bem finos), levigados em glicerina e sorbitol e acrescentou-se
uma solugdo feita com hidroxietilcelulose (Figura 3).

A administra¢do do antiinflamatério, realizada por
gavagem, foi com uma dosagem de 0,3mL da droga, por meio
de uma seringa de insulina de 1ml, em que foi adaptada uma
canula endodéntica com 40X10mm envolvida com silicone
para evitar traumatismo ao animal.

Dos 0,3mlL do antiinflamatério usado na seringa de
insulina, 0,1mL permaneceu retido dentro da canula; ou seja,
foi administrado 0,2mL da droga.

Na noite anterior a realizagdo do procedimento
cirargico suspendeu-se o fornecimento da ragio ¢ da
agua até o periodo depois de passado o efeito das drogas

anestésicas.
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Para os procedimentos cirirgicos, os animais foram
anestesiados por via intramuscular, utilizando-se o relaxante
cloridato de xilazina a 2% e o anestésico geral quetamina a 1%,
preparado na dosagem de 0,1mL/100gt do peso corporal.

Em seguida, foi realizada depilacio na superficie
anterior dos membros posteriores, seguida da assepsia e
antissepsia com polivinilpirrolidona tépico a 1% sobre o campo
cirurgico. No terco médio dos referidos membros, foram
realizadas as incisdes com lamina de bisturi n° 15, montada em
cabo n° 3, com 1cm de extensio, e exposi¢io da tibia.

Com a broca de aco catbono n° 702, montada em
motor elétrico, foi preparada uma cavidade éssea circular
com aproximadamente 2mm de didmetro por 5mm de
profundidade, expondo a medula éssea sob intensa irrigagdo
com soro fisiolégico a 0,9%.

Durante a incisio, o afastamento do musculo
gastrocnémio e o deslocamento do peridsteo foram feitos de
forma mais atraumatica possivel. Os retalhos, na seqiiéncia,
foram reposicionados, ¢ foram realizadas as suturas
interrompidas com fio de Poliglactina 910 (Figura 4).

Decorridos os tempos de 7, 14, 30 e 60 dias, os
animais foram sacrificados por deslocamento da coluna
cervical. A seguir, quatro animais de cada grupo tiveram as
tibias seccionadas com uma tesoura de ponta romba e disco
de carburundum, apés a remocio dos excessos de tecidos
duros e moles.

As pecas obtidas foram fixadas em formalina a 10%,
por um periodo de 24 horas. A seguir, as mesmas foram
colocadas em solugio de acido etilenodiaminatetracético
(EDTA) a20%. A troca da substancia descalcificadora era feita
duas vezes por semana, durante aproximadamente 20 dias, até
a peca nao oferecer resisténcia ao corte. Apds processamento
laboratorial de rotina, as pegas foram incluidas em parafinas
para possibilitar a microtomia.

Os cortes semi-seriados com Gum de espessura
foram corados pela técnica da hematoxilina-eosina para o

estudo em microscopio éptico de luz.

RESULTADOS

Os resultados obtidos foram descritos em funcio
do tempo pds-operatério das ocorréncias histomorfoldgicas
observadas em diferentes grupos experimentais.

Grupo I — No petiodo de sete dias, a loja cirdrgica
encontrou-se praticamente ocupada por tecido dsseo

neoformado; apés 14 dias observou-se, ao longo de toda a
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extensao, tecido 0sseo neoformado; aos 30 dias as incisoes
de todos os espécimes encontravam-se totalmente reparadas
port tecido 6sseo bem desenvolvido; aos 60 dias observou-se
a loja cirurgica totalmente reparada, com tecido dsseo bem
desenvolvido, que acompanhava a morfologia da cortical pré-
existente.

Grupo II — Aos sete dias observou-se a loja cirtrgica
sem diferenciacio 6ssea, quase em sua totalidade ocupada por
tecido conjuntivo e mostrando algumas células multinucleadas
em seu interior; aos 14 dias notou-se, em todos os casos,
tecido 6sseo neoformado caracterizado por trabéculas 6sseas
deixando amplo espaco intertrabecular; aos 30 dias observou-
se em todos os espécimes inumeras areas sem diferenciacio
6ssea; aos 00 dias a loja cirdrgica encontrava-se reparada em
todos os espécimes, com trabeculado ésseo irregular.

Grupo I1I — Aos sete dias, a loja cirdrgica mostrou, na
maioria dos casos, trabéculas ésseas neoformadas delgadas e
pouco organizadas, em sua por¢do mais profunda; aos 14 dias
observou-se aloja cirirgica em toda a sua extensio preenchida
por tecido 6sseo neoformado (em indmeros pontos, no
entanto, observaram-se amplos espagos intertrabeculares
ocupados por tecido conjuntivo sem diferenciagdo 6ssea); aos
30 dias, a loja cirargica encontrava-se preenchida por tecido
6sseo bem desenvolvido que acompanhava a espessura da
cortical pré-existente, com exce¢do de um caso; aos 60 dias,
observou-se em um dos espécimes a formacio de trabéculas
6sseas além do limite externo da cortical dssea e, em outros
casos, o tecido 6sseo neoformado acompanhava a espessura

da cortical pré-existente.

DISCUSSAO

Sabe-se que a formacdo dssea é um complexo de
reagdes que envolvem a agdo de vitaminas, hormonios e
fatores de crescimento produzidos sistémica e localmente®.
Além disso, a quantidade do reparo ésseo, sob condi¢bes
experimentais em modelo animal, é influenciada pelo espécime,
idade, localizagdo anatémica, envolvimento cortical, presenca
ou auséncia de periésteo ou dura-mater e estabilidade do
defeito’.

O estresse é uma realidade em nossas vidas. O
organismo humano estd em um equilibrio dinamico, isto é,
em homeostase. O sistema de estresse ¢ ativado quando a
homeostase ¢ alterada por forgas extrinsecas ou intrinsecas, os
estressores. Este sistema, cujo componente central é o Sistema

Nervoso Central, incluindo o sistema de hormonio deliberagio
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de corticotropina (CRH) e neur6nios noradrenérgicos, tem
sua parte periférica no eixo hipotilamo-hipéfise-adrenal e no
Sistema Nervoso Auténomo.

Os ratos dos grupos II e III foram submetidos
durante os trés dias pré-operatérios e, apds a cirurgia, durante
todos os dias até o perfodo de sacrificio, a um estresse
cronico durante duas horas diarias por meio de um método
de imobiliza¢io proposto por Alvez-Rezende & Okamoto'.

O estresse do cotidiano implica necessatiamente
tensdio mental e ansiedade'”. Segundo Selye, o estresse
produzido pela ansiedade é o total das respostas do organismo
a um estimulo que tende a alterar o equilibrio existente. Desta
forma, o estresse é o denominador comum de todas as reacSes
de adaptagdo do corpo, isto ¢, o estado manifestado por todas
as alteragdes inespecificas em um sistema bioldgico.

O método de imobilizacao utilizado foi escolhido
porque ndo ¢é fisicamente prejudicial ao animal e serve
primatriamente como um estressor psicoldgico™ .

Com relagdo a injaria provocada pelo ato cirdrgico, a
resposta natural dos tecidos ¢ a inflamacéo, resultando desta a
liberacdo, pelo tecido lesado, de histamina e outras substancias,
iniciando assim o processo de prote¢do do organismo'®.

Apesar de primariamente a inflamagio representar
um dos mecanismos de defesa do organismo, esta pode trazer
consequéncias desagradaveis ao individuo, especialmente pela
formacio do edema e da dor. Para minimizar tais efeitos,
pode-se lancar mio de drogas antiinflamatérias que modulam
o processo inflamatério. No conjunto de drogas que limitam
estas seqiielas estdo os antiinflamatérios nao-esteroidais.

Wassall et al."” relatam que os antiinflamatdrios nio-
esteroidais possuem propriedade antitrombética, antitérmica,
analgésica e antiinflamatéria. Seu efeito antiinflamatério vem
da inibigdo da sintese de prostaglandinas, efetuada mediante
a inativacdo da enzima ciclooxigenase. Essa inativacdo da-se
de forma reversivel ou irreversivel, dependendo do tipo de
antiinflamatério ndo-esteroidal empregado. Alle & Alle-Filho'®
relatam que o efeito dos antiinflamatérios nio-esteroidais é
inespecifico, sintomatico e nio interfere na histéria natural do
processo inflamatorio.

Os resultados com o grupo I permitiram observar
microscopicamente uma desorganiza¢do no seu coagulo,
um atraso acentuado da maturacio e ainda uma demora na
formacio completa do reparo, quando comparado ao grupo
controle.

Segundo Alvez-Rezende & Okamoto®, uma grande
gama de agentes estressores (traumatismos, infecgGes, calor
ou frio intensos, aplicacdo sistémica de noradrenalina ou

de outras substancias simpaticomiméticas, intervencoes
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cirdrgicas, inje¢oes subcutineas de substancias necrosantes,
situacSes de imobilizacio forcada e doencas debilitantes)
produzem sinais neurais que sdo transmitidos a eminéncia
média hipotalimica, na qual o hormoénio liberador de
corticotrofina é secretado para o sistema porta-hipofisirio.
Em poucos minutos, toda a seqtiéncia resulta em quantidades
aumentadas dos niveis séricos de cortisona que, por sua vez,
inicia uma série de defeitos metabdlicos orientados no sentido
de aliviar a natureza lesiva do estado estressante (aumento
da glicogénese, diminuicdo da sintese protéica e aumento
da concentragdo de 4cidos graxos no plasma), acarretando
alteracoes e, de acordo com Alvez-Rezende & Okamoto®,
sintese molecular e na formacio de colageno.

Para Guyton", além do aumento dos niveis séricos
da cortisona, os estimulos estressores promovem um
aumento dos niveis de prolactina, testosterona e, dependendo
da natureza do agente agressor, aumento ou diminui¢io dos
niveis de horménio de crescimento.

Bernick & Ershoff*’ concluiram que a cortisona inibe
a calcificacdo adequada e organizada pela sua a¢do inibitéria
na sintese de mucopolissacarideos, que sio responsaveis, em
parte, pela fixacido do calcio na matriz 6ssea.

No grupo III, os resultados permitem observar
que ocotrreu um atraso no processo de reparacio Ossea mais
acentuado que no grupo I (controle), mas de menor intensidade
que a do grupo II (experimental). Esses resultados mostram
que a administracdo do antiinflamatério Rofecoxib, na dose
ministrada ao rato, amenizou a a¢do do estresse, promovendo
uma reparagao 6ssea mais precoce.

Os antiinflamatérios ndo-esteroidais sio indicados
em processos inflamatérios, nos quais a dor, o edema e
a disfuncdo decorrentes trazem desconforto e prejuizo
funcional ao paciente.

Em que pese os resultados deste estudo,
trabalhos relacionados ao reparo dsseo associado ao uso
de antiinflamatério nido-esteroidal, inibidor de COX-2, tém
mostrado um atraso no processo normal de reparacio. Assim,
Gerstenfeld et al?, em estudo experimental utilizando um
antiinflamatério ndo-esteroidal nao especifico em comparacio
a um inibidor de COX-2, mostraram que o primeiro propiciou
uma melhora no processo de reparo.

Também Zhang et al.? relatam que a reparagio Gssea
foi deficiente no grupo que se apresentava com a COX-2
inibida e demonstrou um defeito primario na osteogénese. Mais

recentemente, Endo et al. ?

concluiram que, mecanicamente, o
fémur de ratos tratados com etodolac, um inibidor especifico
de COX-2, ficou mais fragil quando comparado ao grupo

controle. Ainda em trabalho realizado por Goodman et al.*
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foi observado que, em experimento animal de fraturas dsseas
utilizando os antiinflamatérios nao-esteroidais ndo especificos
e inibidores da COX-2, houve disturbio no processo de reparo.
Contudo, os autores referem que a relagdo entre a dosagem
e o tempo de prescricdo destes medicamentos com os efeitos
resultantes sobre 0 0sso nio foram ainda bem elucidados.
Com base nos resultados aqui obtidos e os encontrados
na literatura, em desencontro, hipéteses podem ser sugeridas.
Os produtos mais marcadamente elaborados durante o estresse,
no caso, a cortisona, foram diminuidos com a administracao do
antiinflamatério. Assim, ocorreu um alivio da natuteza lesiva
do estado estressante, gerador de um aumento de substancias

endégenas que propiciam uma melhor reparagio éssea.
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