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RESUMO

Atualmente, as drogas antiinflamatérias ndo esteroidais seletivas para
cicloxigenase-2 tém sido amplamente utilizadas na pratica cirirgica a fim de
se reduzir o edema e a dor. No entanto, a associa¢éo entre estas drogas e a
laserterapia ndo sdo bem conhecidas. Deste modo, 0 objetivo do presente
estudo foi o de avaliar a agdo de drogas seletivas para COX-2 (celecoxibe) no
reparo 0sseo, associado a laserterapia. Para tanto, 64 ratos foram submetidos
a cirurgias para confeccdo de defeitos Osseos em suas tibias, e
aleatoriamente distribuidos em quatro grupos: Grupo 1) controle negativo;
Grupo 2) animais tratados com celecoxibe; Grupo 3) animais tratados com
laser de baixa intensidade, e Grupo 4) animais tratados com celecoxibe e
laser de baixa intensidade. Os animais foram sacrificados apés 48 horas, 7,
14 e 21 dias. As tibias foram removidas para analises morfoldgica,
morfométrica e imunoistoquimica para COX-2. Diferengas estatisticamente
significantes (p<0,05) foram observadas na qualidade do reparo 6sseo e na
guantidade de osso neoformado entre 0s grupos aos 14 dias nos Grupos 3 e
4. A imunomarcacdo para COX-2 foi mais intensa nas células 6sseas nos
periodos intermediarios avaliados nos animais expostos ao laser. Estes
resultados sugerem que a laserterapia de baixa intensidade €& capaz de
melhorar o reparo 6sseo em tibias de ratos como resultado de uma regulacao
da expressdo de COX-2 nas células dsseas, mesmo quando um
antiinflamatorio anti-COX-2 é administrado durante o procedimento cirargico.

Palavras chave: COX-2 , Laser, Osteoblasto.



ABSTRACT

Nowadays, selective cyclooxygenase-2 non-steroidal anti-inflammatory
drugs have been largely used in surgical practice for reducing edema and
pain. However, the association between these drugs and laser therapy are not
known up to now. Herein, the aim of this study was to evaluate the action of
anti-COX-2 selective drug (celecoxib) on bone repair associated with laser
therapy. A total of 64 rats underwent surgical bone defects in their tibias, being
randomly distributed into four groups: Group 1) negative control; Group 2)
animals treated with celecoxib; Group 3) animals treated with low level power
laser and Group 4) animals treated with celecoxib and low level power laser.
The animals were killed after 48 hours, 7, 14, and 21 days. The tibias were
removed for morphological, morphometric, and imunohistochemistry analysis
for COX-2. Statistical significant differences (p<0.05) were observed in the
quality of bone repair and quantity of formed bone between groups at 14 days
after surgery for groups 3 and 4. COX-2 imunoreactivity was more intense in
bone cells for intermediate periods evaluated in the laser exposed groups.
Taken together, such results suggest that low level laser therapy is able to
improve bone repair in the tibia of rats as a result of an up-regulation for
cyclooxygenase-2 expression in bone cells, even when anti-COX-2 is
administrated during surgical procedure.

Keywords: COX-2 , Laser , Osteoblasto.
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1. Introducéo

Os sinais clinicos e os sintomas decorrentes dos quadros
inflamatérios agudos sdo motivos de desconforto, na qual atingem
especialmente os individuos recém-operados, traumatizados ou portadores
de doengas inflamatorias crénicas e doengas auto-imunes. Para alivio desta
condi¢do, os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) sdo largamente
empregados. Estes medicamentos atuam modulando o metabolismo do
acido araquiddnico, especialmente pela via cicloxigenase (COX), regulando,
assim, a producado das prostaglandinas, principais eicosanotides associados
aos mecanismos da dor e edema (Wannmacher & Ferreira, 1999).

Apesar da terapéutica estabelecida, sdo bem conhecidos os
efeitos colaterais associados ao uso dos AINEs, tais como desconforto
géastrico e sangramento (Wolfe et al. 1999). Estes efeitos se explicam pela
existéncia da enzima cicloxigenase em duas isoformas distintas,
denominadas de COX-1 (forma constitutiva) e COX-2 (forma indutivel)
(Lichtenstein & Wolfe, 2000, Halpin et al. 2000). A primeira encarrega-se da
manutengdo da homeostasia geral do nosso organismo, na producéo
fisiolégica das prostaglandinas, especialmente relacionadas a integridade da
mucosa gastrica (Kargman et al., 1996, Zhang et al.2002). J4 a COX-2 é
ativada principalmente por citocinas e fatores de crescimentos envolvidos
em quadros inflamatérios (Needelman & Isakson, 1997).

O conhecimento acerca dessas duas enzimas possibilitou a
formulacdo de drogas especificas para atuacdo sobre a COX-2, as

denominadas “coxibs”, no intuito de se minimizar, ou até mesmo eliminar, o
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efeitos deletérios proporcionados pela producdo de prostaglandinas
estimuladas pela mesma (Goldstein et al. 2000, Einhorn .2002). Assim,
novos medicamentos foram langcados no mercado como o celecoxib, o
valdecoxib e o Ilumiracoxib. Desse modo, a acdo seletiva destes
medicamentos faz com que sua indicagdo seja ampla, sendo atualmente
indicados para uso crénico, como nas doencgas reumaticas, dismenorréia
priméria, e também em condi¢des pré e pos-operatodrias, com utilizagdo em
curto prazo.

Entretanto, apesar dos beneficios proporcionados pelos
antiinflamatérios inibidores seletivos da enzima COX-2, uma vez
comparados aqueles de natureza ndo seletiva, recentes evidéncias tém
sugerido alguns efeitos indesejaveis similares aos COX-1, estando
especificamente relacionados ao processo de reparo 6sseo, caracterizado
pela drastica diminuicdo dos niveis de prostaglandinas diretamente
envolvidas na formacgéo 6ssea (Harder & Na, 2003; Kawaguchi et al. , 1995).
Tais indicios tém levado varios pesquisadores a confirmarem os efeitos de
diversos AINESs, especificos ou ndo, atualmente disponiveis no mercado.

Altman et al. , em 1995, estudaram a influéncia de dois AINEs
ndo especificos amplamente utilizados, o ibuprofeno e a indometacina, no
reparo de fraturas de fémur de ratos. Apds as fraturas, os antiinflamatérios
foram administrados aos animais dos grupos experimentais nas doses de
2,1mg/dia de ibuprofeno e 70mg/dia de indometacina até os periodos de
sacrificio determinados em 2, 4, 6, 8, 10 e 12 semanas. Histologicamente
confirmou-se um atraso no processo de reparo nos grupos dos animais

tratados com antiinflamatérios, bem como menor resisténcia aos teste
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mecéanicos da regido fraturada, especialmente nos periodos de 10 e 12
semanas.

O diclofenaco sdédico apresenta-se também como uma droga
anti-inflamatéria néo-esteroidal comumente indicada em condicbes poés-
operatérias, sendo assim, motivo de estudo para Akman e colaboradores,
em 2002, os quais observaram o processo de reparo de fraturas de tibias de
ratos medicados com o diclofenaco sodico a 1 e 2mg, comparados a um
grupo controle. O sacrificio dos animais se deu apds dois, quatro e seis
semanas, sendo as &reas de reparo analisadas clinica, radiogréfica, e
microscopicamente. Apds duas semanas, a superioridade do grupo controle,
do ponto de vista clinico, foi evidente, muito embora, nos outros dois
periodos finais, ndo foi possivel observar quaisquer diferencas entre os
grupos a partir dos métodos estabelecidos.

Os “coxibs” também vém sendo avaliados com a mesma
finalidade, como em estudo desenvolvido por Simon et al. (2002). Seus
resultados sugeriram um processo de reparo inadequado nas fraturas
Osseas promovidas de ratos tratados com dois antiinflamatérios seletivos, o
celecoxib e o rofecoxib, confirmados histopatolégica, mecénica e
radiograficamente. As mesmas deficiéncias foram evidenciadas nos animais
que apresentavam uma mutagao no gene COX-2.

Recentemente, Brown et al. (2004) compararam os efeitos do
celecoxib aos da indometacina no reparo de fémures de rato. Cinquenta e
sete animais foram divididos em trés grupos distintos, sendo que em um
deles nenhuma droga foi administrada, em outro, os animais foram

medicados com 1mg/kg de indometacina ao dia, e no ultimo grupo, os ra
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medicados com 3mg/kg de celecoxib, ambos diariamente, iniciando no
primeiro dia pds-operatorio. Os periodos de avaliacdo estabelecidos foram
de quatro, oito e doze semanas apoés a fratura. Foram realizadas anélises
radiograficas, microscopicas e de resisténcia. No periodo de quatro
semanas, 0s animais do grupo da indometacina apresentaram imagem
radiogréafica e resisténcia mecénica inferiores aos demais. No entanto, apés
doze semanas, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os
grupos.

Para melhor esclarecimento dos achados clinicos, a pesquisa
bésica tem exercido papel relevante. Gerstenfeld et al., em 2003, verificando
a expressado de RNAm COX-1 durante o processo de reparo de fraturas de
fémur em ratos, observaram que a mesma permaneceu constante por um
periodo de até 21 dias ap6s o traumatismo. Contudo, a expressao de RNAm
COX-2 apresentou-se com picos de elevacdo durante os primeiros 14 dias
do reparo, retornando a niveis basais por volta do 21° dia. Estes achados
vieram comprovar a participacéo da enzima COX-2 no processo de reparo
tecidual. No mesmo trabalho, os autores também demonstraram a influéncia
de dois antiinflamatdrios distintos, o ketorolac e o parecoxib no reparo de
fraturas dsseas, em altas e baixas doses. As deficiéncias mecénicas e
microscopicas mais evidentes foram observadas no grupo tratado com o
ketorolac, uma vez comparadas ao grupo do parecoxib.

Ainda neste sentido, Zahng et al. demonstraram o papel da COX-
2 na formacdo O6ssea endocondral e intramembranosa, comparando ratos
COX-1", COX-2" quando submetidos a fratura de tibias. Neste estudo,

observou-se a persisténcia de células mesenquimais indiferenciadas
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reducdo acentuada na osteoblastogénese nas areas de reparo dos animais
COX-2". Subseqiientemente a este trabalho, Chen et al., demonstraram a
reducédo na capacidade mecanica do osso de ratos COX-2"" ap6s reparacéo
de fratura no fémur.

Essas evidéncias despertam preocupacbes na clinica,
particularmente nas areas de ortopedia e cirurgia bucomaxilofacial, pela
atuacdo direta no tecido 6sseo nos tratamentos de patologias, fraturas e
reconstrugdes, onde se utiliza uma variedade de drogas antiinflamatérias
disponiveis no mercado.

Em contrapartida, a difuséo do laser de alta e baixa poténcia na
odontologia, tanto para fins cirdrgicos como terapéuticos, tem gerado
inameros trabalhos. O laser de alta poténcia permite que o raio seja
concentrado o suficiente para cortar, soldar, evaporar ou fundir os tecidos
por efeitos puramente térmicos. Ja o mecanismo de a¢do do laser de baixa
poténcia (LLLT) s6 é possivel por meios foto-biol6gicos, envolvendo efeitos
correlatos a biologia celular e molecular (Freitas, 2001). Autores como
Yaakobi, Maltz, Oron (1996), Osawa et al. (1998) e Pinheiro et al. (2003),
avaliando a agdo do LLLT em defeitos Osseos variados, verificaram uma
melhora do processo de reparo quando associado a laserterapia,
possivelmente devido a acdo do laser na estimulacdo das células
mesenquimais indiferenciadas e células osteoblasticas. Objetivos gerais
com o desenvolvimento do presente estudo, tem-se como objetivo avaliar a
atuacdo de drogas antiinflamatdrias especificas para a enzima COX-2 no
processo de reparo 0sseo, bem como a influéncia do laser de baixa

poténcia quando utilizado em associacdo. Objetivos especificos o prese
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estudo propde investigar o processo de reparo de defeitos 6sseos, sob a
interferéncia de drogas antiinflamatérias nao-esteroidais especificas para
COX-2 e a aplicagédo de laser de baixa poténcia. Para isto, realizar-se-&o
defeitos 6sseos mecanicamente induzidos em ratos. Serdo utilizados como
pardmetros de andlise métodos morfoldgicos, morfométricos e
imunoistoquimicos, conforme relacionados a seguir:

Padréo histopatologico das lesdes coradas em H.E;

Quantificacdo do nivel de reparagéo dos defeitos 6sseos por meio de

morfometria de &rea;

Expressao de Cox-2 por imunoistoquimica.
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2. Desenvolvimento

2.1 Material e métodos

2.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 8 semanas de idade
e aproximadamente 200g, provenientes do Biotério da Universidade do
Sagrado Coragdo (USC). Os animais foram colocados em gaiolas de
polipropileno, forradas com maravalha branca de pinho autoclavada, trocada
trés vezes por semana. Durante todo o periodo experimental, os animais
permaneceram no biotério da Universidade do Sagrado Coracdo — USC -
Bauru, sob condi¢es controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade relativa
(55 = 10%), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e exaustdo, e recebendo

agua e racao sem restricao.

2.1.2 Delineamento experimental
Os animais foram distribuidos em 4 grupos de 16, com 4

diferentes tempos de sacrificio: a — 48 horas; b — 7 dias, c- 14 dias e d — 21
dias, conforme descrito a seguir:

Grupo 1 a, b, ¢, d — controle negativo que recebeu agua e ragao;

Grupo 2 a, b, ¢, d — tratado com LLLT

Grupo 3 a, b, ¢, d — tratado com celecoxib (Celebra®) por gavagem;

Grupo 4 a, b, ¢, d — tratado com celecoxib (Celebra®) por gavagem e

LLLT.
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Os animais do Grupo 3 receberam, por meio de gavagem, uma

dose de celecoxib na propor¢do de 1mg/Kg, uma hora antes do procedimento
cirdrgico, continuando com a mesma dosagem a cada doze horas por trés dias
pés operatorios, ou até o periodo de sacrificio (Figura 1). O mesmo
procedimento foi instituido para os animais do Grupo 2, os quais também
receberam sete aplicacdes de 16J/cm? do LLLT laser a cada 48 horas durante
15 dias, ou até o periodo do sacrificio (Figura 2). Os animais do grupo controle

(Grupo 1) receberam gavagem de solucéo fisiolégica salina (0.9%).

Figura 1 - Animal recebendo soro fisiologico a 0,9% por gavagem. Do mesmo modo foi

administrado o antiinflamatério

Figura 2 - Aplicacdo do laser de baixa poténcia em quatro pontos na area do defeito

6sseo
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Os pesos corporeos dos animais foram aferidos semanalmente. Ao final
dos periodos experimentais estabelecidos (48 horas, 7, 14 e 21 dias), todos 0s
animais foram sacrificados para as avaliacdes patoldgicas. Para tanto, os
animais foram anestesiados e sacrificados por meio de deslocamento cervical.
As tibias foram removidas com auxilio de brocas tipo carburundum em baixa
rotagdo, fixadas em formalina (Merck) a 10% por 48 horas e colocadas em
solucdo de EDTA a 4% para desmineralizacdo dos espécimes, até que o
mesmo apresentem consisténcia suficiente para a microtomia. As [aminas com
cortes semi-seriados de 6mm de espessura foram coradas com H.E.

(hematoxilina e eosina) e Tricromico de Masson.

2.1.3 Cirurgia

Ao inicio do delineamento experimental, todos os animais foram
submetidos a cirurgia para a indugdo do defeito 6sseo. Foi administrado no
animal antiinflamatério uma hora antes do procedimento cirargico, continuando
a cada doze horas ate o periodo de sacrificio de cada grupo. Assim, procedeu-
se a anestesia geral por meio de injecdo intramuscular do anestésico
Quetamina a 1% (Francotar, Virbac Ltda., S&o Paulo, Brasil) associado ao
sedativo Cloridrato de Xilazina a 2% (Virbaxyl 2%, Virbac Ltda., Sdo Paulo,
Brasil), na dosagem recomendada pelo fabricante. Apds a anestesia, foi
realizada tricotomia da superficie anterior dos membros posteriores. As areas
tricotomizadas foram submetidas a anti-sepsia com polivinilpirrolidona a 1%
topico, para que se procedessem as incisdes com lamina de bisturi n° 15

montada em cabo n° 3, com 1cm de extensdo, para deslocamento de retalho e
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exposicdo da tibia. Com uma broca de aco carbono esférica n°® 8 (Maillefer
Instrumentos, Ballaiguef, Suica), montada em motor elétrico de baixa rotagéo
(K9, Kavo, Joinvile, Brasil), foi preparada cavidade mantendo-se o diametro da
broca, aprofundando-se 5 mm, expondo a medula 6éssea sob intensa irrigacao
com soro fisioldgico a 0,9%. As brocas tiveram uso Unico, sendo descartadas
apos sua utilizacdo. Na sequéncia, em ambas as tibias, os retalhos foram
reposicionados e suturados com pontos interrompidos utilizando fio 4-0 de
seda (Ethicon, Johnson & Johnson S.A., Sdo José dos Campos, Brasil)

(Figura 3).

Figura 3 — a) Membro posterior direito apds tricotomia e anti-sepsia com solucéo
tépica de PVPI 1%,; b) Tibia exposta para realizacdo da perfuracdo com broca esférica em

baixa rotacao; c) Defeito 6sseo realizado; d) Sutura a pontos interrompidos
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2.1.4 Descricdo morfolégica das lesfes

A descricdo morfolégica das lesbes foi feita em todos os espécimes
considerando padrdo das estruturas Osseas adjacentes, osso cortical,
medular, presenca de infiltrado inflamatorio e reparo na regido dos defeitos

6sseos.

2.1.5 Analise morfométrica

Para a analise morfométrica, as regides de reparo 0sseo
inseridas nos defeitos, identificadas previamente na analise histopatoldgica,
por animal, foram mensuradas pelo programa Image Pro-Plus — verséo 5.1
para Windows (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, E.U.A.) em microscopio
optico de luz (Eclipse 80i, Nikon, Japao) do Laboratério de Biologia Molecular
da Universidade do Sagrado Coragéo. Para tanto, foram utilizadas as laminas
coradas em Tricromico de Masson, pela possiblidade de distingdo entre o
tecido medular e tecido 6sseo pela coloracdo. Trés areas da regido cortical do
defeito foram selecionadas, sendo denominadas: C1 e C3, correspondentes
as regides adjacentes a parede do defeito 6sseo, e C2, correspondente a
regido central do defeito. O tecido 6sseo presente nessas regides foi medido e
sua é&rea registrada em aumento de 20x. ApOs os registros, as areas foram
somadas, resultando na considerada Area éssea total do defeito. Os nimeros
obtidos foram submetidos ao teste estatistico andlise de variancia a um critério
(ANOVA) e para individualizacdo o teste de Tukey utilizando o programa

Sigma Stat (Jadel Scientific, Chigaco, E.U.A.), verséo 2.0 para Windows.



2.1.6 Andlise imunoistoquimica

Para o preparo imunoistoquimico, os blocos cortados em espessuras
de 4mm foram desparafinizados em xilol e reidratados em série
descendente de etandis, a partir de trés passagens em etanol absoluto,
seguidos por etanol 95%, 85% e 80%, durante cinco minutos cada. Apoés
lavagem em &gua corrente e agua destilada, as laminas receberam os
tratamentos de recuperacdo antigénica por meio de solugdo tampdao citrato
a 0,01M (pH= 6), em trés ciclos de cinco minutos cada em forno de
microondas (850 W). A cada ciclo foi completada a solugdo tampéo, de
modo que as laminas ficassem sempre cobertas pela solugédo. Estes
procedimentos visaram restabelecer os sitios antigénicos e romper as
ligagdes cruzadas com o formol.

Apo6s os 15 minutos, as laminas foram deixadas no forno desligado

durante 20 minutos. Depois, foram transferidas das cubas para as
bandejas;
O material foi posteriormente pré-incubado numa solu¢do de 0,3% de
peroxido de hidrogénio (H202) em PBS (solucdo tampdo fosfato) durante
cinco minutos para inativacdo da peroxidase endégena e, apds, bloqueada
com solucao de albumina sérica a 5% em PBS durante dez minutos.

Em seguida, foi pingado PBS, seu excesso removido com bomba a
vacuo e pingou-se 0s anticorpos primarios policlonais anti-COX-2 (Santa
Cruz Biotechnology, E.U.A.) na concentragdo de 1:50. As bandejas foram
vedadas com fita adesiva e colocadas na geladeira por uma noite a 4°C.

Apés este periodo, as laminas foram lavadas em PBS, e, em

seguida, tratadas com anticorpos secundarios biotinilados tipo IgG (Vector

19



Laboratories, Burlingame, CA, E.U.A.). ApGs os primeiros 30 minutos, foram
preparadas as solugcdes de ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
E.U.A.) - (célculo para quarenta laminas): 5mL de PBS, avidina: 200mL e
biotina: 200mL. Foi agitado e deixado descansar durante 30 minutos; as
laminas foram lavadas com PBS, e em seguida, pingada a solugdo de ABC
(j& preparada) por um periodo de 45 minutos; quando faltavam 5 minutos
para findar o tempo do ABC, foi preparada a DAB (diaminobenzidina) -
(célculo para quarenta laminas): 0,375g de DAB, 10mL de PBS e 0,2mL de
H202 (30 %). As laminas foram lavadas com PBS, removido o excesso,
pingou-se a DAB deixando agir por 5 minutos; apos esta etapa, as laminas
foram lavadas em agua corrente, escorrido o excesso, pingou-se sobre 0s
cortes a Hematoxilina de Harris, contra-corante, durante um minuto. Foram
lavados em &gua corrente novamente, seguidos por banho de &gua
amoniacal, antes da desidratacéo.

As laminas foram retiradas da bandeja e colocadas em bergos para
desidratacao (cinco cubas de alcool absoluto e trés cubas de xilol) e foram
montadas com resina sintética (Permount); a avaliacdo das laminas foi
realizada em microscépio 6ptico comum, em aumento de 400 X, utilizando-
se parametros qualitativos, ou seja, positividade ou ndo da marcacédo e sua
respectiva  localizacdo, correlacionando-se com o  diagnéstico

histopatol6gico em HE.

2.1.7 Analise estatistica

20

A analise estatistica foi realizada por meio de testes néo

paramétricos sobre varidveis quantitativas de amostras independentes. Os
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valores de cada grupo serdo comparados entre si, pelo teste de Kruskall —

Wallis. O nivel de probabilidade de erro sera fixado em 5% (P <0.05).

2.2 Resultados

2.2.1 Descri¢do microscopica descritiva

Grupo 1 (Controle) — No periodo de 48 horas observou-se area de defeito
preenchida por coagulo (Figura 4 a). Apés sete dias, o defeito apresentava-se
preenchido por tecido de granulacdo (Figura 4 b). Em um dos espécimes
constatou-se pequeno foco de cartilagem hialina em calcificacdo. No periodo
de 14 dias, notou-se a formacdo de tecido 0sseo primario. Em muitos
espécimes observou-se atividade osteogénica também na regido medular,
decorrente da presenca de fragmentos 6sseos da ostectomia (Figura 4 c).
Ap6s 21 dias, o tecido O6sseo neoformado apresentava-se em fase de
maturacéo, constatado pela presencga das linhas de reversdo. O osso formado

mostrou espessura menor em comparacao as paredes do defeito (Figura 4 d).

Grupo 2 (LLLT) — No periodo de 48 horas visualizou-se preenchimento do
defeito 6sseo por codgulo (Figura 5 a). Apos sete dias, pdde-se observar
discreta neoformac@o Ossea a partir das paredes do defeito, estando ele
preenchido por tecido de granulacdo (Figura 5 b). Em um dos espécimes
verificou-se foco de cartilagem hialina. No periodo de 14 dias, notou-se a

formacdo de uma ponte de tecido 6sseo imaturo fechando o defeito (Figura
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c). Aos 21 dias, o tecido 0sseo ainda se apresentava imaturo, por vezes
interposto por tecido conjuntivo fibroso (Figura 5 d). Em um dos espécimes

notou-se foco de cartilagem hialina.

Grupo 3 (Celecoxibe) — Ap6s 48 horas, observou-se formacédo de coagulo no
interior do defeito 6sseo (Figura 6 a). No sétimo dia, notou-se preenchimento
do defeito 6sseo ora por tecido de granulagdo com neoformagéo Gssea a partir
das paredes do defeito, ora por tecido 6sseo primario (Figura 6 b). No periodo
de 14 dias observou-se a maturacdo do tecido 6sseo preenchendo a area de
defeito (Figura 6 c). Aos 21 dias, notam-se trabéculas ésseas mais definidas,
ainda em processo de remodelagéo, resultando em formacédo de ponte 0ssea
com espessura mais delgada em comparacao as paredes do defeito (Figura 6

d).

Grupo 4 (Celecoxibe e LLLT) — No periodo de 48 horas observou-se
presenca de coagulo no interior do defeito (Figura 7 a). No periodo de sete
dias, o defeito 6sseo apresentou-se preenchido por tecido de granulagéo,
evidenciando-se discreta atividade osteogénica nas paredes do defeito (Figura
7 b). Apos 14 dias, notou-se a formacao de tecido 6sseo primario fechando o
defeito (Figura 7 c) ApGs 21 dias, as trabéculas 6sseas se apresentavam mais

organizadas, indicando processo de maturagao (Figura 7 d).
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Figura 4 — Grupo Controle — a) 48 horas — coagulo preenchendo o defeito
0sseo na cortical da tibia; b) 7 dias — defeito preenchido por tecido de
granulacao (*); c) 14 dias - presenca de trabéculas 6sseas imaturas (**); d)
21 dias - tecido 6sseo em maturacdo preenchendo o defeito 6sseo (setas)

(a, b, ¢, d — aumento original 20x, Tricrdmico de Masson)
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Figura 5 — Grupo LLLT — a) 48 horas — defeito preenchido por coagulo; b) 7
dias — defeito preenchido por tecido de granulagdo (*); c) 14 dias -
trabéculas 6sseas imaturas conectando a parede cortical original (**); d) 21
dias - tecido 6sseo em maturacdo preenchendo o defeito 6ésseo (setas) (a,

b, c, d —aumento original 20x, Tricrdmico de Masson)



Figura 6 — Grupo Celecoxibe - a) 48 horas — defeito 6sseo cortical
preenchido por coagulo; b) 7 dias — defeito preenchido por tecido de
granulacao (*); c) 14 dias- trabéculas 6sseas neoformadas (**); d) 21 dias -
defeito preenchido por tecido 6sseo em maturacdo (setas) (a, b, c, d —

aumento original 20x, Tricromico de Masson)
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Figura 7 — Grupo Celecoxibe e LLLT - a) 48 horas — presenca de coagulo
no interior do defeito; b) 7 dias —tecido de granulagdo preenchendo a
cavidade Ossea, onde se observa discreta atividade osteogénica (*); c) 14
dias- trabéculas Osseas neoformadas conectam as paredes Osseas
originais (**); d) 21 dias - tecido 6sseo em maturacgdo reparando o defeito

0sseo (setas) (a, b, ¢, d —aumento original 20x, Tricrébmico de Masson)
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2.2.2 Anélise histomorfométrica

A é4rea de tecido 6sseo neoformado foi utilizada utilizando-se os cortes
corados em Tricromico de Masson. Os resultados apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05) entre os grupos apés 14 dias, tanto o
grupo tratado com o LLLT ou simultaneamente exposto a droga anti-COX-2.

Tais reesultados estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Média £S.D. da morfometria de area (em mm) de defeito 6sseo

seguindo o tratamento com antiinflamatérios e laser terapia durante

21 dias

Periodo (dias)

Grupos 7

14

21

Controle 56.12+12.42
Celecoxibe 29.9+23%
Laser 54.22+15.02

Celecoxibe 56.95+9.602

Laser

140.81+25.5"
103.53+35.9°
184.53+17.2°¢

192.61+9.64 ¢

158.37+41.2¢
135.5+54.8 ¢
217.0+34.4¢

210.8+31.0¢

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa em p<0,05
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2.2.3 Anélise Imunoistoquimica

A expressdao de COX-2 foi detectada predominantemente no
citoplasma. Os cortes corados com a imunoistoquimica foram analisados por
porcentagens de células imunopositivas, sob microscépio 6ptico. Dez campos
foram avaliados por cortes, 40 campos para cada animal, em aumento de
400x, por casualizagéo sistematica.

Seguindo 48 horas pés-cirdrgico, pbode-se observar
imunoexpressividade da COX-2 no tecido 6sseo circunjacente a lesédo (Figura
8 a). Nos animais tratados com Celebra, somente um animal expressou COX-
2 no tecido dsseo circunjacente, visto que o restante demonstrou um padréo
de marcacao negativo (Figura 8 b). Entretanto, no grupo tratado com laser e
Celebra, um padrdo exuberante de marcagao pdde ser constatado (Figura 8
c). ApOs 7 dias, observou-se expressdo de COX-2 no tecido de granulacdo e
no tecido 0sseo circunjacente no grupo controle (Figuras 8 d). No grupo
tratado com Celebra, pdde-se observar que somente um animal expressou
COX-2 no tecido de granulag&o e dois animais a expressaram no tecido 6sseo
circunjacente (Figura 8 e). Ja no grupo combinado de laser e Celebra, um
padrdo intenso pdde ser constatado (Figura 8 f). Seguindo 14 dias de pOs-
operatorio, pdde-se observar imunoexpressividade da COX-2 somente em
algumas células no tecido 6sseo medular no grupo controle (Figura 8 g). No
grupo tratado com Celebra, a expressdo de COX-2 foi negativa em todos o0s
espécimes analisados. No grupo exposto ao laser e Celebra, pddemos
observar um padréo de marcacgdo difuso, tanto no tecido 6sseo medular
quanto no tecido 6sseo primério (Figura 8 h). Em 21 dias de pds-operatério, o

grupo controle observou-se expressdo de COX-2 em algumas células
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tecido 6sseo medular (Figura 8 i). No grupo tratado com Celebra, no entanto,
houve auséncia de expressividade para esse imunomarcador. Nao obstante, o
grupo tratado com laser e Celebra, um padrdo homogéneo de marcacao pode

ser constatado (Figura 8 j).
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Figura8a, b, c, d, e, f, g, h, i, j - Expressdo de COX-2 em ratos expostos ao

laser e tratados com Celebra (Imunoistoquimica, x40).
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3. Discussao

A inflamagdo representa importante papel na reparacdo do tecido
conjuntivo. No entanto, dependendo da sua intensidade, pode causar dor e
desconforto ao paciente, tornando-se agressiva aos tecidos circunjacentes
devido a liberacdo dos mediadores quimicos, especialmente dos derivados do
metabolismo do acido araquidénico via COX-2. A fim de se minimizar seus
efeitos, a administracdo de drogas antiinflamatérias usualmente se faz
necessaria.

Classicamente, os AINEs inibem mais efetivamente a atividade da
enzima COX-1 do que a COX-2. Entretanto, apds a identificacdo e o
estabelecimento do papel da COX-2 nos processos inflamatérios, a
Organizagdo Mundial de Saude classificou as drogas seletivas para COX-2
como uma nova subclasse de AINEs, os “coxibes”, objetivando a manutengao
da sua atividade antiinflamatéria preservando a biossintesse de
prostaglandinas derivadas da COX-1, evitando, deste modo, sua atividade
fisioldgica, que causaria importantes injurias a mucosa gastrointestinal
Apesar deste beneficio especifico, muitos trabalhos tém mostrado a influéncia
negativa dessas drogas sobre o reparo 6sseo em modelos animais e
administragdo a longo prazo, quando o uso continuado da droga se faz
necessario .

Nos procedimentos cirdrgicos odontolégicos, a indicacdo das drogas
antiinflamatorias é feita a fim de se reduzir a dor e o edema, causados pela
fase aguda da inflamac&o no poés-operatério, a qual ndo deveria exceder 72
horas. Deste modo, o presente estudo foi desenvolvido, empregando-se

administragdo de AINE seletivo para COX-2 em curto prazo, utilizado
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rotineiramente na clinica odontoldgica, o celecoxibe, e analisando-se sua
influéncia no reparo 6sseo de ratos associados a laserterapia. Nossa
experiéncia clinica confirma os beneficios das drogas no controle do edema e
da dor pos-operatorio. Torna-se importante enfatizar que a administracdo das
drogas seguiu a mesma utilizada para procedimentos cirdrgicos odontolodgicos
de pequeno e médio nivel de dificuldade, a fim de se tentar simular as
condigdes clinicas reais, como enfatizado por Einhorn , o qual chamou a
atencéo para a deficiéncia de estudos que simulem o manejo da dor aguda. A
maioria dos artigos na literatura apresentam administracdo a longo prazo,
propria para patologias crénicas persistentes, porém, falha na administracao
pré-operatoria, a qual reproduziria adequadamente a situacdo proposta.
Parece que o tempo de injestdo dos AINEs e, consequentemente, os niveis
plasmaticos da droga interfere com a geracdo de PGs necessarias ao reparo
0sseo, principalmente nos periodos iniciais da inflamagcdo. O’Keefe et al.
observou a reducdo de 45% na formacgdo O6ssea durante a incorporacdo de
aloenxertos congelados associados com a administracao de celecoxibe apés 2
semanas. Apds 5 semanas, a reducdo foi de 60%. Nossos resultados néo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos
controle e tratado com anti-COX-2, em relacdo a quantidade de tecido ésseo
formado nos quatro periodos analisados, a despeito da observagéo
morfolégica, confirmada pela morfometria. Sugere-se, deste modo, que a
posologia instituida para as drogas seletivas para COX-2 nao foi suficiente
para inibir a produgdo da enzima durante a fase aguda da inflamagéo, e,

consequentemente, ndo exerceu papel significativo sobre a diferenciacéo
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osteoblastica e neoformacdo 6ssea, o que mostra-se inteiramente de acordo
com outros autores .

No periodo de 48 horas, a imunoistoquimica para COX-2 confirmou a
maior atividade da enzima na regido central do defeito nos grupos
experimentais nao tratados com o antiinflamatério e também no grupo
controle. Nos periodos seguintes, 14 e 21 dias, a imunoexpressao da COX-2
nao foi observada na medula 6ssea do grupo celecoxibe. Apesar destes
resultados, a falta de imunoreatividade da enzima COX-2, especialmente no
14° dia pos-operatorio ndo interferiu negativamente no reparo 6sseo, como
observado em microscopia Optica. Aparentemente, a presenca da enzima nas
fases iniciais da inflamacgéao foi suficiente para que a atividade das PGs fosse
eficaz em mobilizar as células envolvidas no reparo ésseo, relacionadas a
administragdo inicial da droga apenas uma hora antes da realizagdo do
defeito. Gerstenfeld et al. iniciou a administragcdo das drogas avaliadas,
ketorolac e paracoxibe, 24 horas antes das cirurgias, seguido por 21 e 35 dias.

Para melhor elucidar as possiveis interacdes do celecoxibe e o laser,
realizamos experimentos adicionais a este. Apds 48 horas e sete dias, nossos
resultados demonstraram que a terapia com laser de baixa intensidade por si
s6, falhou ao excercer qualquer atividade evidenciado pelo padréo
histopatoldgico similar entre as tibias expostas e ndo expostas ao laser. O
mesmo panorama ocorreu com 0S animais expostos ao laser e ao celecoxibe.
De um modo geral, no entanto, afirmamos que a laserterapia néo foi capaz de
acelerar o reparo 0sseo imediatamente apdés o trauma mecénico, ou de

modular a atividade da terapia anti-COX-2 neste experimento.
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Inversamente, a exposicdo ao laser de baixa intensidade resultou em
significante inducdo de formagéo 6ssea 14 dias apos o inicio da terapia. O
mesmo foi verificado quando o laser foi combinado com o celecoxibe,
evidenciado pela histopatologia e andlise morfométrica subsequer
Entretanto, o laser parece ter estimulado uma melhora no reparo 6sseo
gquando comparado ao reparo observado nas tibias controle, e tratadas
somente com celecoxibe. Nossos dados estdo de acordo com outros autores
que igualmente investigaram este mecanismo (Khadra et al., 2004; Gerbi et
al., 2005). Na verdade, varios autores tém postulado que o laser de baixa
intensidade pode estimular a proliferagcdo celular 6ssea e atividade ALP, a qual
reflete a atividade osteoblastica (Coombe et al., 2001). Contudo, em estudo
conduzido por Ozawa et al. (Ozawa et al., 1998), a radiacdo apds 14 dias
falhou em causar estimulacdo. Os autores concluiram que a acao estimulante
da radiagdo com laser ocorre durante a fase proliferativa e periodos iniciais da
diferenciag@o dos precursores imaturos, porém, ndo ocorre durante os estagio
mais avangados. Faz-se importante ter em mente que algumas vezes torna-se
dificil comparar estudos sobre a agéo do laser de baixa intensidade no tecido
0sseo devido aos parametros dosimétricos, modelos experimentais e duracao
do tratamento serem muito distintos. Outros estudos sdo necessarios para
elucidar esta questéo.
Ainda, nossos resultados revelaram que a terapia com o laser promove
uma regulacéo da expressdo de COX-2, mesmo quando combinado com o
celecoxibe. No periodo de 48 horas, a imunoistoquimica para COX-2
confirmou a atividade principal da enzima na regido central do defeito no grupo

controle, porém, fraca nos animais tratados com o celecoxibe. Esta situagédo
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ndo foi mantida apds sete dias, quando a imunorreatividade foi mais intensa
nas células do osso neoformado deste grupo experimental quando comparado
ao controle. Nos periodos seguintes, 14 e 21 dias, a imunoexpressédo de COX-
2 foi positiva nas células O6sseas. Uma vez que a laserterapia de baixa
intensidade é capaz de aumentar a formacdo de novos capilares pela
liberagcdo de fatores de crescimento como, fator de crescimento vascular
endoteial (VEGF) (Shibata et al., 2005), estimular a sintese de DNA e RNA no
nacleo celular, e consequentemente, aumentar a proliferacdo e diferenciacédo
celular (Wang et al., 2007), acreditamos que a imunoexpressado da COX-2
encontrada no tecido ésseo também poderia auxiliar no reparo 6sseo. Em
1997, Sato et al. sugeriram que a COX-2 poderia estar envolvida nos estagios
iniciais de osteogénese, provavelmente associado com a maturagdo dos
osteoblastos. Além disso, Zhang et al. afirmaram que a enzima COX-2 atua na
osteoblastogénese regulando os genes de diferenciacdo osteoblastica como
Cbfa-1 e osterix. Mais recentemente, postulou-se que as células 6sseas sao
capazes de produzir COX-2 apos trauma mecénico (Li et al., 2002), sendo
deste modo, importante para a formacdo Ossea (Forwood, 1996). Nossos

resultados estdo em concordancia com estes estudos prévios.
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4. Concluséo

Nossos resultados sustentam a nogdo de que a terapia com laser de
baixa intensidade é capaz de melhorar o reparo 6sseo em tibia de ratos como
resultado de uma regulacdo para a expressdo de COX-2 nas células 6sseas,
mesmo quando associados com a administracdo de drogas anti-COX-2. Tais
achados devem ser cuidadosamente direcionados a pacientes apresentando
trauma da tibia, especialmente em casos onde se faz necessario administrar
drogas antiinflamatorias em curto periodo de tempo, a fim de se minimizar a

dor e 0 edema, como por exemplo, apds procedimentos cirargicos.
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