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1. INTRODUGAO

Acapacidade do tecido lesado de reparar-se € uma
resposta da prépria vida, sendo que uma ferida néo
cicatrizada eventualmente resultara na morte do organismo. Deve
ficar claramente entendido que a cicatrizagdo de uma ferida ndo é
um fendmeno isolado e solitario, mas na realidade uma série
complexa de eventos biolégicos (SHAFER, 1980).

A cicatrizagdo de uma ferida parece ser um mecanismo
primario de sobrevivéncia, perfeitamente ajustado ao coagulo formado.
No caso de cavidades Osseas, 0 processo de reparo pode ser
morfologicamente dividido em trés fases: exsudativa, caracterizada
pela formagao do coagulo de fibrina, proliferativa, marcada pela pro-
liferacao fibroblastica e capilar, e reparadora propriamente dita, com
sintese de colageno e mineralizagdo da matriz extracelular (ALVES-
REZENDE, 1991; TROWBRIDGE & EMLING, 1996).

Os estudos envolvendo o reparo da ferida de extracéo
dental se multiplicaram a partir das pesquisas iniciais de Euler
(1923), de tal maneira que este processo tem sido investigado em
uma série de modelos experimentais, nas mais variadas condi¢cdes
locais e sistémicas, com o intuito de se observar a relagao entre o
reparo e os possiveis fatores que nele interferem, acelerando-o ou
retardando-o.

Um dos fatores que apresenta possivel interferéncia e
que esta presente no cotidiano do cidaddo contemporaneo é o
estresse. Essa condicdo quando observada nos cidadaos, faz com
que ocorra uma desordem na homeostase do organismo.

O termo homeostase tem como significado repouso, ou
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até mesmo equilibrio, e, segundo Ferreira (1986), o termo stress
significa um conjunto de rea¢des do organismo a agressdes de
ordens fisicas, psiquicas, infecciosa, e outras capazes de perturbar
a homeostase.

O crescimento da tecnologia e da propria civilizagcao
moderna vem trazendo inumeras vantagens para a humanidade.
Porém, ao mesmo tempo, este crescimento traz consigo a
violéncia e agitagao existentes nas grandes cidades, as incertezas
da economia e a disputa no mercado de trabalho, culminando com
o estresse no cotidiano.

Para Berger (1980), o estresse do cotidiano implica
necessariamente em tensdo mental e ansiedade. Segundo Selye
(1946), o estresse produzido pela ansiedade € 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 reacoes
de adaptagcao do corpo, ou seja, o estado manifestado por todas as
alteragdes inespecificas produzidas em um sistema biologico.

O processo de reparo se relaciona intimamente com os
mecanismos de hemostasia e fibrindlise, ja que a formagao do
coagulo sanguineo sao condigdes fundamentais para assegurar a
reparacdo ordenada do osso. Dessa maneira, a constituigao,
manutencdo e eliminagdo do coagulo sanguineo sio fatores
reguladores da reparacdo da ferida, de tal forma que qualquer
disturbio, como o estresse, pode desorganiza-lo, e
consequentemente retardar consideravelmente o reparo ésseo.

Alves-Rezende & Okamoto (1989) trabalharam
experimentalmente com alvéolos dentais de ratos, e detectaram a agao
depressora do estresse pré e pos-operatorio que promovia a
desorganizacdo do coagulo sanguineo sobre a cicatrizacdo da ferida
alveolar. Estes autores relacionaram tais achados ao estresse, que
promoveria a desorganizagao do coagulo pelo desequilibrio do sistema
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plasminogénio-plasmina, 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 € uma realidade em nosso
dia-a-dia, o uso dos antiinflamatérios em procedimentos cirurgicos
esta presente no cotidiano do paciente e dos cirurgides. Uma gama
de opc¢des em antiinflamatdorio € encontrada nas farmacias, e dentre
eles encontram-se os ndo-esteroidais (AINES).

Einhorn (2002) relata que os antiinflamatorios
nao-esteroidais estdo entre o0os medicamentos mais
frequentemente prescritos no mundo. Indicados para tratamento
de diversas formas de artrite, dores menstruais e dores de
cabeca, eles atuam para modular o processo inflamatério agudo
por inibicdo da enzima cicloxigenase-1 (COX-1) e reducédo da
sintese de prostaglandina. Sua performance como medicamento
antiinflamatério tem sido favoravel, contudo o seu uso tem sido
limitado pelos efeitos gastrintestinais colaterais, tais como
dispepsia, dores abdominais, e em algumas ocasiodes,
ocorrendo perfuragdo duodenal ou hemorragia.

Com o desenvolvimento de inibidores especificos da
cicloxigenase-2 (COX-2) responsavel pela inibicdo da producgéao
de prostaglandinas sem os efeitos colaterais, a indicagcdo de
antiinflamatérios tomou novos rumos.

O rofecoxib é um inibidor especifico da COX-2
humana e, em concentragdes terapéuticas, nao esta associado
com as reacgdes adversas mediadas pela isoenzima COX-1, que
esta associada a alteragbes gastrintestinais e inibicdo da
agregacao plaquetaria.

Considerando o grande numero de pessoas
estressadas que s&o submetidas as cirurgias na rotina dos
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consultorios, impde-se a necessidade da realizacdo de um
estudo em animais que tenha por escopo conhecer as possiveis
interacdes do estresse sob a acdo de medicamentos utilizados
quando necessario. Assim, achamos oportuno este trabalho com
o proposito de avaliar o reparo 6sseo em ratos estressados, sob
efeito ou nao de antiinflamatério.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- REPARO OSSEO

0sso € um dos poucos tecidos no adulto que se
Orepara totalmente em forma e fungdo apdés uma
lesdo (Szachowicz, 1995; Mourad, 1997; Fergunson et al., 1999).
Qualquer alteracdo 6ssea, como fraturas, defeitos e insercao de
implantes, ativa a reparagao através da liberacdo de fatores de
crescimento que servem de estimulo para a diferenciagao de células
osteogénicas e producdo de osso. Para tanto, algumas condi¢des
basicas devem ser asseguradas, como amplo suprimento sanguineo
e estabilidade mecanica (SCHENK, 1994). O mecanismo deste
padrdo de reparacdo € considerado uma recapitulacdo da
osteogénese que ocorre no embrido e durante o periodo de
crescimento (VORTKAMP et al., 1998; FERGUNSON et al., 1999).

Segundo Junqueira & Carneiro (1995), a reparacao de
fraturas ésseas sempre se inicia com hemorragia no local, pela
les&o dos vasos sanguineos do osso e peridsteo. Nesta, nota-se
destruicdo de matriz e morte de células 6sseas. Para que a
reparacao se inicie, o coagulo e os restos celulares da matriz
devem ser removidos pelos macréfagos. O peridosteo e o endosteo
proximos a area fraturada respondem com uma intensa
proliferacdo de seus fibroblastos, que formam um tecido muito rico
em células, constituindo um calo em torno da fratura e penetrando
entre as extremidades 6sseas rompidas. Neste anel, bem como no
conjuntivo que se localiza entre as extremidades Osseas
fraturadas, surge tecido O0sseo imaturo, tanto pela ossificagao
endocondral de pequenos fragmentos de cartilagem que ai se
forma, quanto por ossificagdo intramembranosa. Podem, entéo,
ser encontradas no local de reparag¢do, ao mesmo tempo, areas de
cartilagem, area de ossificacdo intramembranosa e areas de
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ossificacdo endocondral. Esse processo evolui de modo a
aparecer um calo 6sseo, constituido por tecido ésseo imaturo que
se forma de modo desordenado, mas que une provisoriamente as
extremidades do osso fraturado. Com a volta gradual do osso as
suas atividades, as tragcdes normais a que esta sujeito véao
determinar a remodelacgéo do calo. Pouco a pouco, o tecido 6sseo
primario do calo vai sendo absorvido e substituido por osso
lamelar, até que a estrutura que o osso apresentava antes da
fratura seja refeita.

Friedenstein et al. (1976) afirmaram que existem dois
tipos de células osteoprecursoras ou osteogenéticas: determinadas
e induziveis. As células osteoprecursoras determinadas sao as
células estromais da medula 6ssea e as células indiferenciadas da
camada profunda do peridsteo e do enddsteo. Estas células reagem
a inducgao pela BMP, por exemplo, com proliferacéo e diferenciacao
em osteoblastos. Ja as células osteoprecursoras induziveis sao
encontradas em tecidos distantes do tecido 6sseo, como no
conjuntivo subcutaneo, no tecido muscular esquelético, bago e
figado. Estas ultimas apresentam inducdo mais complexa e a
resposta acontece por formacdo O6ssea direta ou ossificagcao
intramembranosa. Neste caso, a osteogénese € mais rapida.

Hollinger & Wong (1996) descreveram a sequéncia
dinamica de eventos durante o reparo de uma fratura, identificando
varios moduladores celulares relacionados. Apds a fratura, ha
estimulacao da inflamacao, com ativacédo do sistema complemento.
A ruptura de vasos locais inicia a formagdo do hematoma e as
plaquetas da area liberam PDGF e FGF, fatores quimiotaticos e
reguladores da atividade celular. Osteoclastos chegam, entdo, a
regiao para remover restos necroticos da borda éssea e restos de
tecido, juntamente com macréfagos, no estagio conhecido como
fase de demoli¢do. Por volta do terceiro a quinto dia apds a fratura,
células e produtos do estroma se condensam e células endoteliais
derivadas dos vasos intactos migram e proliferam, formando novos
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capilares, que penetram no hematoma. O estimulo para tanto
parece ser a hipoxia local e a acao quimiotatica de PDGF e FGF. Ha
migracao de fibroblastos e formacdo do tecido de granulagao.
Células osteoprogenitoras aparecem por volta do terceiro dia apos a
fratura. As células determinadas provém do periésteo e medula
O0ssea e podem expressar o fendtipo osteoblastico. As células
induziveis migram para a regidao da fratura através de vasos
sanguineos. Células mesenquimais indiferenciadas também podem
ser consideradas osteoprogenitoras e, sob a agcao de BMPs, serem
convertidas em osteoblastos. Os osteoblastos iniciam a sintese de
matriz, apos o0 que comeca a deposicao e crescimento de cristais,
com estrutura de hidroxiapatita, sobre as fibras colagenas. Este
processo € iniciado pela acdo da enzima fosfatase alcalina,
aproximadamente dez dias apdés a fratura. Em locais onde ha
mobilidade, pode ocorrer o desenvolvimento de cartilagem, que
possui menos exigéncias metabdlicas que o osso. Quando o
movimento € ausente ou minimizado, o reparo geralmente ocorre
através de formacdo O&ssea primaria. Finalmente, ocorre
remodelacdo Ossea. Durante o processo dindmico de reparo de
fraturas, as células 6sseas ndo funcionam de maneira isolada de
interacdes sistémicas, sendo que a modulacao do reparo local é
realizada através do sistema endécrino com acao do PTH,
calcitonina, insulina, horménio do crescimento, hormoénios
esterodides e da tiredide.

Segundo Grandini (1978), a importancia do metabolismo
protéico na cicatrizacdo de feridas € obvio. O tecido envolvido no
reparo € colagenoso e apresenta uma caracteristica sintese de
proteinas, fato que conduz o tecido em formacdo para sua
completa maturagdo. O intrincado relacionamento entre o
metabolismo protéico e o metabolismo dos carboidratos torna-se
enfatico quando observamos que algumas alteracdes sistémicas,
afetando esse metabolismo, modificam o padrao de cicatrizacao.

Alguns autores comprovam através de estudos em
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reparo alveolar com ratos que as alteracdes sistémicas afetam esse
processo. Barroso et al(1972), no hipotireoidismo, notou intensa
reabsorcdo da cortical alveolar e reducdo na velocidade de
fibrogénese, havendo atraso na cronologia do processo de reparo.
Estes mesmos fatos foram observados em animais submetidos a
tiroparatireoidectomia (GOSUEN, 1972). Neste caso, a intensa
osteoclasia observada foi atribuida a provavel hiperplasia das
glandulas paratiredides acessorias.

A administracdo de anticonceptivo hormonal em doses
mais elevadas provocou pronunciado atraso no processo de reparo
alveolar em ratas, interferindo, principalmente, na organizacéo do
coagulo e na fase de proliferagédo celular.

A hipertensdo renal crénica, provocada em ratos
mediante a colocagcdo de um “clamp” na artéria renal, alterou
significativamente o processo de reparo em feridas de extracio
dental (CARVALHO, 1980).

Outro fator que atrasa o processo de reparacédo 6ssea é
o estresse. Alvez-Rezende & Okamoto (1989) concluiram que o
estresse altera a cronologia do processo de reparo alveolar,
retardando-o. Essa alteragao se mostra agravada quando o estresse
€ aplicado no periodo pos-operatorio.

2.2-STRESS

O estresse, produzido pela ansiedade, € segundo Selye
(1946), o total de respostas do organismo ao estimulo que tende a
alterar o equilibrio existente. O estresse € a resposta estereotipada,
nao especifica do corpo para realizar tarefas, como mudancas que
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ocorrem quando um individuo tem que lidar com qualquer aumento na
demanda da atividade vital, ou tem que se adaptar a uma mudanca.

O estresse atua através do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal, na forma de arco reflexo neuroenddcrino, com centro no
sistema nervoso central em nivel de hipotalamo meédio basal,
provocando a liberagdo do fator liberador da corticotropina (CRH), o
qual, provavelmente em conjunto com outros hormdnios como o
anti-diurético (ADH) e catecolaminas, estimula a liberagdo
hipofisaria de ACTH, que entdo estimula a secrecdo dos
glicocorticéides (cortisol por humanos e corticosterona para ratos e
camundongos) pelo cértex da adrenal (MUNCK & GUYRE, 1989); os
glicocorticoides atuam perifericamente, exercendo importantes
efeitos na regulacdo do metabolismo glicidico, equilibrio
hidrossalino e nos processos inflamatérios e imunolégicos
(JIMENEZ, 1990). Os agentes estressores provocam aumento na
quantidade dos niveis séricos de glicocorticoides (MANN & ORR,
1990; TAKASE e col., 1992), que por sua vez iniciam uma série de
efeitos metabdlicos orientados no sentido de aliviar a natureza do
estado estressante (aumento da gliconeogénese, diminuicdo da
sintese protéica e aumento da concentragao de acidos graxos no
plasma), acarretando alteragdes na sintese molecular e na formagéao
de colageno (ALVES & OKAMOTO, 1989). Os glicocorticéides
protegem contra o estresse mais por inibicao do que por estimulacao
dos mecanismos de defesa, assim prevenindo a injuria por
sobrecarga (MUNCK & GUYRE, 1989). As ac¢des supressoras dos
glicocorticoides sao exercidas pela inibicdo da producao ou da acao
dos mediadores de mecanismos homeostaticos. Entre estes
mediadores estao substancias consideradas importantes nas
reacbes imunes e inflamatérias, como os eicosandides,
interleucinas, linfocinas, enzimas como os ativadores do
plasminogénio, colagenase e elastase, entre outros (MUNCK &
GUYRE, 1989).

A producdo aumentada de cortisol tem efeito
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linfocitolitico, inibe a mobilizagdo de macréfagos, a migragcéo de
polimorfonucleares e a sintese de anticorpos humorais (PALMBLAD
e col. 1977). Aumentos notaveis da atividade fibrinolitica do plasma
aparecem durante os estados estressantes (WILLIANS e col. 1976).
O estresse exerce um efeito fibrinolitico sobre a coagulagao
sanguinea por acgao direta das prostaglandinas liberadas durante a
atuacado do agente estressor (PALMBLAD et al, 1977), alterando,
assim, de forma significativa, o processo de reparacao tecidual
dependente da formacdo do tecido de granulagdo, como o tecido
osseo. O sistema plasminogénio-plasmina sofre total desequilibrio
de sua atividade durante o estresse, caracterizado pelo aumento
dos niveis dos ativadores do plasminogénio (COHEN, 1968). Desta
forma, o cortisol teria uma acido depressora sobre a formacao de
tecido de granulacéo, proliferagdo de fibroblastos e de novos brotos
endoteliais e de matriz extracelular, elementos essenciais a
reparagao tecidual. Aparentemente, ndo ha uma supressio real,
mas sim apenas um retardo da atividade mesenquimatosa
(SHAFER, 1980).

Alvez-Rezende & Okamoto (1997) evidenciaram, em
estudo realizado, que o aumento da fibrindlise no estresse estaria
diretamente relacionado ao aumento macigco dos niveis dos
ativadores do plasminogénio, os quais, incorporados ao coagulo
sanguineo, explicariam sua dissolucédo e/ou desorganizacao.

Trabalhos como o de Gamllo et al. (1986) mostram o
aumento na concentragcdo plasmatica de corticosterdides apos a
inducdo de estresse, subsequente ao isolamento ou amontoamento
de ratos. Os niveis de corticosterona plasmatica também foram
significantemente maiores em ratos submetidos a imobilizagdo como
nos trabalhos de Nakane e col. (1985), Yahata e col. (1987), Pitman
e col. (1987), Natelson et al. (1988), Mann & Orr (1990), Kvetnansky
e col. (1993) e Marti et al. (1994).

Além do aumento de glicocorticoides, sabe-se que a



Revisdo da Literatura 34

exposicdo aguda ou crbnica a estimulos estressantes provoca:
diminuicdo dos niveis plasmaticos de testosterona (MANN & ORR,
1990; LOPEZ-CALDERON et al. , 1991); aumento na secrecdo de
prolactina (NONAKA et al. 1991; HAANSWINCKEL et al., 1991);
diminuicdo de GH (KRULICH et al, 1974); efeito bifasico na secrecao
de hormoénio luteinizante (LH) (MARTI et al., 1993) e aumento da
concentragdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) no
plasma (COLLU et al. 1984).

Stringheto & Caruso (1999) salientaram que o estresse
vem se tornando problema de saude publica, ja que acomete grande
parte da populacdo e sobrecarrega o sistema de saude por conta
das complicagbes financeiras que provoca. As drogas
antidepressivas seriam obrigatoriamente o recurso inicial, quando os
sintomas clinicos aparecem, prejudicando o cotidiano dos pacientes.

2.3-ANTIINFLAMATORIO NAO-ESTEROIDAL

Segundo Majno (1975), a inflamacéo é definida como a
reagao do tecido vivo vascularizado a uma agressao local. Algumas
respostas a uma agressdo local sdo a fagocitose do agente
agressor, inibigdo do agente irritante por células especializadas
(hemdcitos), que entdo o ingerem, e a neutralizagdo dos estimulos
nocivos por hipertrofia da célula ou uma de suas organelas. A
caracteristica basica para os seres superiores € a reacao dos vasos
sanguineos, levando ao acumulo de liquido e de células
sanguineas.

O processo inflamatério esta intimamente relacionado
com o processo de reparo. A inflamacao serve para destruir, diluir,
ou imobilizar o agente agressor, mas, com o tempo, ela deflagra
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uma série de acontecimentos que, tanto quanto possivel, curam e
reconstituem o tecido lesado.

Segundo Katsung (1998), a inflamag&o € um mecanismo
de defesa natural do organismo a qualquer agressao eventualmente
sofrida. Sua intensidade mostra-se diretamente proporcional ao
tamanho do trauma sofrido.

Segundo Wannmacher (1995), a inflamag¢ado aguda
refere-se a resposta inicial a lesdo tecidual; € mediada pela
liberagcdo de autacdides e, em geral, precede o desenvolvimento
da resposta imune.

Apesar de, primariamente, a inflamacao representar um
dos mecanismos de defesa do nosso organismo, esta pode trazer
consequéncias desagradaveis ao individuo, especialmente pela
formacdo do edema e da dor. Para minimizar tais efeitos, pode-se
lancar mao das drogas antiinflamatérias que modulam o processo
inflamatério. Idealmente, esperar-se-ia que tais drogas aumentassem
os efeitos salutares da inflamacdo, e diminuissem as sequelas
nocivas.

No conjunto de drogas que limitam estas sequelas, estao
os antiinflamatérios néo-esteroidais (AINES). Estes farmacos
possuem propriedade analgésica, antitérmica, antiinflamatéria e
antitrombodtica. Seu efeito decorre da inibicdo de sintese das
prostaglandinas, efetuada mediante a inativacdo da enzima
cicloxigenase. Sao indicados em processos inflamatorios nos quais
a dor, o edema e a disfuncdo decorrentes trazem desconforto e
prejuizo funcional ao paciente.

A grande maioria das algias odontologicas tem sua
etiologia nos processos inflamatérios. Portanto, o conhecimento dos
mecanismos de acéo dos farmacos antiinflamataorios, principalmente
as drogas do grupo dos antiinflamatérios nao-esteroidais, assim
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como suas posologias, sdo de importancia para que possamos
apresentar aos pacientes uma opgao terapéutica segura e rapida no
controle dos problemas advindos da inflamacao.

A aspirina, segundo Wannmacher (1995), acetila
covalentemente, inativando-se de forma irreversivel; enquanto os
demais representantes agem reversivel ou irreversivelmente. O
mesmo mecanismo de acdo €, ao menos parcialmente, responsavel
por alguns dos efeitos adversos, como as toxicidades renal e
gastrintestinal.

Ciancino et al. (1989) ressaltam ainda que a aspirina
inibe a agregacao plaquetaria e prolonga o tempo de sangramento
em baixas doses (100mg/dia). No entanto, o emprego
pos-operatério de aspirina ndo aumenta a tendéncia hemorragica,
exceto em pacientes que usam anticoagulantes ou agentes
tromboliticos.

Todos os AINEs apresentam efeitos adversos comuns,
presumivelmente devidos a inibicdo da enzima cicloxigenase (COX).
Wannmacher (1995) ressalta que os disturbios gastrintestinais sao
atribuidos a redugdo do efeito citoprotetor gastrico das
prostaglandinas. O aumento do fluxo sanguineo da mucosa
gastrica, a estimulagcdo da secrecao de muco e bicarbonato e a
diminuicdo de acido livre desaparecem com o bloqueio da sintese
desses compostos. As manifestacdes incluem eritema e erosoes
gastricas, ulceragbes gastrica e duodenal, dispepsia, dor
epigastrica, nauseas e vomitos, anorexia, flatuléncia, diarréia e
perda de sangue pelo tubo digestivo.

De acordo com Shutz et al. (1997), as prostaglandinas
exercem uma variedade de efeitos sobre os vasos sanguineos, as

terminagdes nervosas e as células envolvidas na inflamacéao.

Segundo Oates et al. (1988) disturbios como problemas
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renais decorrem do emprego prolongado em pacientes com
perfusdo renal. A nefrotoxicidade relaciona-se com a inibicado das
prostaglandinas renais, protetoras contra os efeitos vasoconstritores
de angiotensina e catecolaminas. Ainda em situagcdes de cirrose
com ascite, nefrite lupica, sindrome nefrética e insuficiéncia
cardiaca, os AINEs podem intensificar a reducdo da filtracdo
glomerular, provocando manifestagdes clinicas importantes.

Segundo Meade et al. (1993) e Mitchel et al (1993), ha
dois tipos de cicloxigenases, quais sejam COX-1 e COX-2. A
COX-1 é uma enzima constitucional expressa em muitos tecidos,
incluindo plaquetas sanguineas, e esta envolvida na sinalizagao de
uma célula para outra e na homeostase tecidual. A COX-2 é
induzida em células inflamatérias quando elas sdo ativadas, e é
considerada como sendo a enzima que produz os mediadores da
inflamacao da classe dos prostandides. Muitos AINEs atualmente
em uso sao inibidores de ambas as isoenzimas, embora variem
quanto ao grau de inibicdo de cada uma delas.

De acordo com Rang et al. (1997), a acéao
antiinflamatoria dos AINEs esta claramente relacionada com a sua
inibicdo da COX-2 e é provavel que, quando usados como agentes
antiinflamatorios, seus efeitos indesejados se devam principalmente
a sua inibicdo de COX-1. Conforme Enrich et al. (1999), os novos
compostos com acio seletiva sobre COX-2 que estdo sendo
desenvolvidos acabam gerando uma nova abordagem no
tratamento da inflamacgao (Tabela 2). Um exemplo é o rofecoxib, que
inibe especificamente a COX-2, n&o atuando, assim, sobre a
COX-1 e, consequentemente, ndo impedindo a formacado de
prostaglandinas fisiolégicas, o que diminui futuras irritagcdes
gastrointestinais, disturbios plaquetarios e disfungdes renais.

Rang et al. (1997) relatam que os leucotrienos possuem
poderoso efeito quimiotatico sobre os eosindfilos, neutrofilos e
macrofagos e promovem broncoconstricdo e alteragbes da
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permeabilidade vascular. Evidéncias recentes sugerem que a
isoenzima COX-2, responsavel pela produ¢cdo de prostaglandinas
por células envolvidas na inflamacédo, ndo é idéntica a COX,
presente na maioria das outras células do organismo (COX 1).

Pela influéncia direta no desencadeamento e
manutencao do processo inflamatorio, observa-se que os processos
de reparo, especialmente 6sseo, podem sofrer alteracées quando
instituida terapia antiinflamatéria.

No trabalho realizado por Akman et al. (2002), onde se
estudou o efeito do diclofenaco sodico na unido de fratura de tibia de
ratos, observou-se que ao final de duas semanas, por meio de
exames clinicos, diferengas significantes ocorreram entre os dois
grupos tratados com a droga e o grupo controle, com maior
formacdo de calo 6sseo no grupo controle. Radiograficamente,
diferencas numeéricas foram observadas entre o grupo controle e os
grupos tratados, mas nao significantes estatisticamente. No periodo
entre a quarta e a sexta semana, as observacdes clinicas e
radiograficas foram comparaveis entre os grupos. Em nivel
histolégico, diferencas nao significantes na formagao do calo 6sseo
foram evidentes em todas as avaliacoes.

Beck et al. (2003) concluiram que a administragao via oral
do diclofenaco retarda significativamente o processo de reparo 0sseo
em defeitos em tibias de ratos. Relatam ainda que este efeito pode ser
comparavel com outros AINEs no processo de reparo em humano.

Huo et al. (1991), em um estudo da influéncia do
ibuprofeno no processo de reparo, mostraram que os parametros
histomorfométricos da remodelagcédo 6ssea, incluindo volume 6sseo
e formacdo o6ssea desses animais com fratura unilateral de fémur,
nao foram diferentes entre o grupo tratado e o grupo controle.

Giordano et al. (2003) realizaram estudo avaliando o
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efeito do tenoxican no processo de reparo 6sseo em tibia de ratos,
onde se observou que, sob as condicdes de estudo propostas, os
resultados da administragao intramuscular de tenoxicam mostraram
atraso no processo de reparo 0sseo na tibia de ratos. Os resultados
sugerem a hipdétese de que a droga administrada previamente ao
defeito experimental pode retardar o reparo ésseo, entretanto, este
fato ndo é estatisticamente significante.

Tais efeitos ndo sao exclusivos dos AINEs que atuam na
COX-1. Mesmo os medicamentos que tém como alvo a COX-2,
apesar dos menores efeitos colaterais gastrintestinais, podem
interferir nos processos de reparacao.

Brown et al. (2004) observaram os efeitos do celecoxib,
um inibidor especifico de COX-2, em fraturas ésseas, onde este ndo
retardou a reparacao nas doze semanas apos fraturas no fémur de
ratos adultos. Entre a quarta e a oitava semanas, a reparacgao
fibrosa predominava no grupo de celecoxib em comparacdo com 0s
resultados no grupo néao tratado; porém, a resisténcia mecanica e
sinais radiograficos de reparo ndo foram significantemente inibidos.
Muitos ortopedistas confiam em analgesia narcotica para o periodo
pos fratura e antiinflamatérios ndo-esteroidais t€ém mostrado atraso
na unido de fratura. Este efeito pode ser menor com inibidores
especificos de COX-2.

O antiinflamatodrio n&o-esteroidal rofecoxib € encontrado
apenas na forma de comprimidos nas dosagens de 12,5mg e 25mg
acondicionados em caixas contendo 7, 14 ou 28 comprimidos e, em
dosagens de 50mg, em caixas contendo 4 comprimidos. Cada
comprimido contém celulose microcristalina, lactose,
hidroxipropilcelulose, croscarmelose sédica, 6xido de ferro amarelo e
estearato de magnésio; os comprimidos de 50mg contém ainda oxido
de ferro vermelho.

Rofecoxib (3-fenil-4[4-(metilsulfonil)fenil1]-2-(5H)
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furanona, Vioxx, um potente e altamente seletivo inibidor de COX-2
(PRASIT et al. 1999), tem sido aprovado pela Food and Drug
Administration para o tratamento de artrite e dor. A alta seletividade
do rofecoxib como inibidor de COX-2 tem sido examinada em varios
estudos in vitro e in vivo em ratos (CHAN et al. 1999). Em tentativas
clinicas, rofecoxib mostrou efetivo poder analgésico em modelos de
dor dental (ENRICH et al. 1999) e efetiva atividade anti-pirética em
macacos € humanos (SCHWARTZ et al. 1999).

Segundo Cannon (2000), rofecoxib é um inibidor
especifico da COX-2 em humanos, pois experimentos em humanos
vivos revelaram nas amostras de sangue coletadas, uma certa
inibicdo da COX-2 depois de ministradas doses desta substancia. O
grau de inibicdo da COX-2 foi igual ao obtido com os AINEs, em
doses de 15 a 40 vezes a dose clinica proposta; o rofecoxib ndo
mostrou dependéncia direta entre a inibicdo da COX-2 e a
quantidade de doses aplicadas.

Segundo Chan et al. (1999) rofecoxib mostrou
claramente ter capacidade antiinflamatoéria, analgésica e antipirética
comparados com os outros AINES em experimentos em animais;
por outro lado, apresenta uma diferenca acentuada em relacdo ao
perfil de efeitos gastrointestinais colaterais. Concluem que os
antiinflamataérios inibidores de COX-2 podem ser classificados como
uma classe nova de agente terapéutico para o tratamento de
condi¢des inflamatorias agudas e crbnicas, com um objetivo
molecular e bioquimico bem definido.
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3- PROPOSICAO

Opropc’)sito do presente estudo ¢é avaliar
microscopicamente o reparo 0sseo em tibias de
ratos estressados, previamente submetidos ou ndo a acado de
antiinflamatério ndo-esteroidal.
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4 - MATERIAL E METODO

Para realizagdo deste experimento, o projeto foi
submetido ao Comité de Etica da Universidade do
Sagrado Coracgado, da cidade de Bauru, SP, e recebeu parecer
favoravel para o seu desenvolvimento (Anexo 1).

Neste estudo, foram utilizados 48 ratos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar), machos, adultos, com peso entre 150 e
200 gramas. Estes animais foram escolhidos de forma aleatoria,
numerados e sorteados.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram
alimentados com ragao sélida para ratos' e agua ad libitum. Foram
mantidos, antes e durante o experimento, em caixas plasticas de
40x32x17cm, em condigcdes controladas de iluminacdo, com 12
horas de luz e 12 horas de escuro, e temperatura entre 21 e 25 C°.

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

Grupo 1 (controle): realizacdo de defeitos 6sseos experimentais em
ambas as tibias;

Grupo 2 (experimental |): realizagcdo de defeitos ésseos experimen-
tais em ambas as tibias e mantidos sob estresse crénico;

Grupo 3 (experimental Il): realizacdo de defeitos 6sseos experimen-
tais em ambas as tibias, mantidos sob estresse crénicos e tratados
com 5mg de rofecoxib. (Tabela 1)

' Ragédo ativada Produtor-Anderson&Clayton S/A.
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Tabela 1 -  Distribuicdo dos ratos segundo os grupos e os periodos de sacrificio

S,
R:CRIFI.C. . . . .
Pog lo| 7 dias 14 dias 30 dias 60 dias

R

GRUPO| 4 ratos 4 ratos 4 ratos 4 ratos

GRUPOIl | 4ratos 4 ratos 4 ratos 4 ratos

GRUPOIlIl| 4ratos 4 ratos 4 ratos 4 ratos

G e

Os animais dos Grupos 2 e 3 receberam estimulos
estressores, no periodo da manha, pela imobilizagdo em tubos de
PVC confeccionados para este fim, durante 2 (duas) horas diarias
conforme metodologia proposta por Alves Rezende & Okamoto
1989, 1997 (Fig. 1 e 2).

FIGURA 1 - Dispositivo estressor



Material e Método 46

FIGURA 2 - Dispositivo estressor

O estressor consistia de um tubo de PVC com um anel de resina
posicionado na regiao posterior, com a funcdo de imobilizar o rato,
tendo, na regido anterior, uma espécie de guilhotina que mantinha o
pescoco do animal fixo, sem muita pressdo, o que promovia a imobi-
lizacao total do rato. (Fig. 3)

O estresse foi aplicado nos 3 (trés) dias pré-operatorios e em
todos os dias pds-operatorios até o sacrificio, com duracdo de 2
horas diarias.

FIGURA 3 - Rato sendo estressado com o uso do estressor
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A aplicacao do estresse era realizada todos os dias no periodo da
manha como padronizagdo da metodologia, ja que os fatores ambientais,
como temperatura, luz, sons sofriam mudancas insignificantes.

Os ratos do grupo lll tratados com rofecoxib? (Fig. 4 e 5)
foram submetidos a administracao por gavagem de 1ml por quilo de
peso corporal, uma hora antes da aplicacdo do estimulo estressor
nos trés dias pré-operatorios e no dia da cirurgia (Fig. 6).

Vioxx®
(Rofecoxib, MSD)

25 my
CONTEM 2 COMPRINIDOS

Dose inkial | Dose de manutengio
subsequents

50 mg 25 myg a 50 mg
uma ves o dia uma vez #o dio

12.5 mg 12,5 mg a 25 mg

NTEM 2 COMPRIMIDOS

FIGURA 5 - Antiinflamatério ndo-esteroidal Rofecoxib (Vioxx®)

2 Vioxx, MerckSharp & Dohme, Colbnia Xotepingo, México
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FIGURA 6 - Rato recebendo a droga durante periodo pré-operatorio

O medicamento, encontrado somente na forma solida, em
comprimidos, passou por um processo de trituragdo para chegarmos a
uma suspensao. A concentragdo da droga foi estabelecida em 5 mg/kg.

A composicao da droga, para administragdo por
gavagem, contém 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, acrescentando-se uma solugao feita com hidro-
xietilcelulose (nipazim, nipazol e agua destilada) (Fig .7 e 8)

(Rofecoxib, MSD)

25 my
CONTEM 2 COMPRIMIDOS

€ MERCK SHARP & DOHME
ot T

10800-122232
E-mail:anlinef@marchk.com
Conte Pt 373 o M3 2P% Eae Fas 39

FIGURA 7 - Droga apresentada em forma de suspensao para
posterior administragéo por gavagem
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FIGURA 8 - Droga apresentada em forma de suspensao para
posterior administracéo por gavagem

A administragédo do antiinflamatério, realizada por gavagem, foi
feita em uma dosagem de 0,3 ml da droga, através de uma seringa
de insulina de 1ml, em que foi adaptada uma canula endodéntica
com 40x10mm envolvida com silicone para evitar traumatismo ao
animal (Fig. 9 e 10).

FIGURA 9 - Material utilizado para administragdo da droga por
gavagem
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-I-m! - -

g4 T el

FIGURA 10 - Dosagem da droga administrada

Dos 0,3ml do antiinflamatério usado na seringa de
insulina, 0,1ml da droga permaneceu retida dentro da canula, sendo
ministrado ao animal 0,2ml da droga.

Nos animais utilizados, na noite anterior a realizagado do
procedimento cirurgico, suspendeu-se o fornecimento da ragdo e da
agua até o periodo depois de passado o efeito das drogas anestésicas.

Para os procedimentos cirurgicos, 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/100gr do peso corporal
(Fig. 11 e 12).

® Vibraxyl, Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil
4 Francotar, Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil
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Francotar @ Virbaxyl 2%

o IR 40 L

Casntusiide 10 mi

FIGURA 12 - Drogas utilizadas para a realizagéo da anestesia

Em seguida, foram realizadas as depilagdos na
superficie anterior dos membros posteriores (Fig. 13 e Esq 1).
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FIGURA 13 - Realizagéo da depilagéo na ESQUEMA 1 - Realizag&o da tricoto-
tibia do rato mia na tibia do rato

ApOs assepsia e antissepsia com polivinilpirrolidona a 1% tépico
sobre o campo cirurgico (Fig. 14 e Esq. 2), no ter¢co meédio dos referi-
dos membros, foram realizadas as incisbes com lamina de bisturi
n° 15, montada em cabo n° 3, com 1cm de extensao, desloca-
mento de retalho, incluindo o musculo gastrocnémio (Esq. 3) e
exposicao da tibia (Fig. 15 e Esq. 4).

FIGURA 14 - Realizagédo da assepsia e

antssepsia com P.V.P. sia e antssepsia com
PV.PI

musculo
gastrocnimo

lateral anterior medial

ESQUEMA 3 Visualizagdo do musculo gastrocnémio na tibia
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ESQUEMA 5 - Realizag&o do defeito

FIGURA 17 - Realizagédo do defeito 6sseo

e R E ]

FIGURA 18 - Visualizagido do defeito 6sseo
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Na sequéncia, em ambas as tibias, os retalhos foram

reposicionados e realizadas as suturas interrompidas com fio 4

0 de

(Fig. 19, Fig. 20 e Esq. 7).

Poliglactina 910".

"Vicryl, Sao José dos Campos, Brasil Johnson e Johnson S. A
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Cutigular

70cm VICRYL*

[POLIGLACTIN 210)
L

nangads / Trensats
Aba.

Etipoint*™
X-20

Cant, 36 Liniduces /B
12 ¥ 200 (LU TRETTEY VTt

ETHICON

FIGURA 20 - Reposicionamento dos reta-
Ihos e sutura com o fio de retalhos e sutura com o
Poliglactina 910 fio de Poliglactina 910

Decorridos os tempos de 7, 14, 30 e 60 dias, os animais foram sac-
rificados por deslocamento da coluna cervical.

Em grupos de 4 (quatro) animais, a tibia dos ratos foi
seccionada com uma tesoura de ponta romba e disco de carborum-
dum, apds a remocgao dos excessos de tecidos duros e moles (Fig. 21
e Fig. 22).
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FIGURA 21 - Tibia do rato sendo dissecada

FIGURA 22 - Visualizagéo da tibia apds sua
remogao

As pecas obtidas foram fixadas em formalina a 10%, por
uma periodo de 24 horas. A seguir, as mesmas foram colocadas em
solucao de EDTA a 20% (acido etilenodiaminotetracético). A troca da
substancia descalcificadora era feita 2 (duas) vezes por semana,
durante aproximadamente 20 dias, até a peca nao oferecer
resisténcia ao corte. Apds processamento laboratorial de rotina, as
pecas foram incluidas em parafinas para possibilitar a microtomia.

Os cortes semi-seriados com 6um de espessura foram
corados pela técnica da hematoxilina-eosina para o estudo em
microscopico optico de luz.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos serdao descritos em funcédo do
tempo pos-operatorio das ocorréncias
histomorfologicas observadas em diferentes grupos experimentais.

7 DIAS

Grupo | (Controle). A loja cirurgica encontra-se praticamente
ocupada por tecido 6sseo neoformado. Na maioria dos espécimes,
observa-se delgadas trabéculas imaturas ocupando parcialmente a loja
cirurgica com numerosos osteoblastos em suas bordas (*) (Fig. 23).

Figura 23 - Grupo | (Controle). 7 dias. Evidéncia de delgadas trabéculas
imaturas com osteoblastos sem suas bordas. HE, original 63X

O tecido conjuntivo sem diferenciagao 6ssea apresenta numerosos
fibroblastos, alguns macréfagos e linfocitos (Fig. 24).
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Figura 24 - Grupo | (Controle). 7 dias. Tecido conjuntivo sem diferenciagéo

6ssea com numerosos fibroblastos e alguns macrofagos e lin-

fécitos. HE, original 160X.
Num dos espécimes evidencia-se maior quantidade de tecido 6sseo
ao longo de toda extensdo da cavidade cirurgica. As trabéculas
osseas (*), no entanto, sdo imaturas deixando amplo espaco
inter-trabecular (Fig. 25) ocupado por tecido conjuntivo bem
vascularizado e rico em fibroblastos (°).

R A S T R e

Figura 25 - Grupo | (Controle). 7 dias. Trabéculas 6sseas imaturas com
amplo espaco inter-trabecular. HE, original 160X
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Grupo Il (Estressado). A loja cirurgica sem diferénciagdo o0ssea (¢),
quase em sua totalidade, acha-se ocupada por tecido conjuntivo ,
mostrando algumas células multinucleadas em seu interior (seta)

Figura 26 - Grupo Il (Estressado). 7 dias. Tecido conjuntivo sem diferenciagéo
6ssea mostrando algumas células multinucleadas. HE, original 63X.

O tecido conjuntivo € pouco organizado com numerosos
fibroblastos (seta) ao lado de alguns macrofagos e linfocitos (Fig.27).
Observa-se ainda, a presenca de osteoclastos junto as bordas da loja
cirurgica (cabeca de seta) (Fig. 27).

zado com numerosos fibroblastos e alguns macréfagos e lin
focitos além de osteoclastos junto as bordas da loja cirurgica.
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Num dos espécimes, nota-se inicio de neoformacgao
0ssea na area mais profunda da loja cirurgica com presenca de
numerosos osteoblastos (seta)(Fig. 28).

Figura 28 - Grupo Il (Estressado). 7 dias. Evidéncia inicio de neoformagéo
O6ssea com numerosos osteoblastos junto a area mais profunda
da loja cirurgica. HE, original 160X.

Grupo lll (Estressados + Rofecoxib). A loja cirurgica, na maioria
dos casos mostra em sua porcdo mais profunda, trabéculas 6sseas
neoformadas delgadas e pouco organizadas (*) (Fig. 29).

Figura 29 - Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). 7 dias. Area profunda da
loja cirurgica mostrando delgadas trabéculas ésseas pouco
organizadas. HE, original 63X.
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O tecido conjuntivo sem diferenciagcdo Ossea € rico em
fibroblastos (seta) (Fig. 30).

Figura 30 - Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). 7 dias. Tecido conjuntivo
sem diferenciagao 6ssea rico em fibroblastos. HE, original 160X.

Alguns linfécitos e macréfagos podem também ser
observados na regido. Num dos espécimes, a neoformacao ossea
ao longo de toda extensao da loja cirurgica € mais pronunciada. As
trabéculas Osseas, no entanto, sdo imaturas e delgadas com
numerosos osteoblastos em suas bordas (*) (Fig. 31). O tecido
conjuntlvo sem dlferenC|ag:ao ossea é rico em fibroblastos (¢ ).
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Figura 31 - Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). 7 dias. Espécime mostran-
do trabéculas 6sseas delgadas e imaturas com numerosos
osteoblastos. HE. Original 160X.
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14 DIAS

Grupo | (Controle). A loja cirurgica, ao longo de toda extenséo,
encontra-se ocupada por tecido 6sseo neoformado (*). As
trabéculas 6sseas geralmente sao delgadas permanecendo amplo
espaco inter-trabecular (Fig. 32).

B T S P e e e S e P e P S e A O e S e e T e P ]
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Figura 32 - Grupo | (Controle). 14 dias. Trabéculas 6sseas delgadas ocupan-
do toda extenséao da loja cirurgica. HE. Original 63X.

A neoformacéo éssea (*) em alguns casos estende-se
além do limite externo e interno da cortical (Fig. 33).

"§ o)
Bl R S

Figura 33 - Grupo | (Controle). 14 dias. Evidéncia da neoformacgéo éssea
além do limite externo e interno da cortical. HE. Original 160X.
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Outras vezes, o tecido 6sseo neoformado acompanha a morfologia
e espessura desta cortical 6ssea. (Fig. 34).

R R e e R |

Figura 34 - Grupo | (Controle). 14 dias. Neoformagéo dssea acompanhan-
do a morfologia e espessura da cortical. HE. Original 160X.

Grupo Il (Estressado). Ao longo de toda extensdo da loja cirurgica
observa-se, em todos os casos, tecido 6sseo neoformado
caracterizado por trabéculas Osseas delgadas deixando amplo
espaco inter-trabecular (Fig. 35).

Figura 35 - Grupo Il (Estressado). 14 dias. Evidéncia de trabéculas 6sseas
delgadas mostrando amplo espaco inter-trabecular. HE, original 63X.
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Em alguns espécimes nota-se neoformacgao ossea além do limite
externo e interno da cortical 6ssea (*) (Fig. 36).
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neoformacao dssea além do limite externo e interno da cortical
ossea. HE, original 160X.

Num dos animais, evidencia-se a formacao 6ssea abaixo
do limite superior da cortical 6éssea (*) (Fig. 37).
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Figura 37 - Grupo Il (Estressado). 14 dias. Evidédncia a neoformagéo
6ssea abaixo do limite superior da cortical 6ssea. HE, original 160X.
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Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). A loja cirurgica em toda sua
extensdo encontra-se preenchida por tecido 6sseo neoformado.
Comparado ao grupo anterior, as trabéculas 6sseas sdo mais
desenvolvidas e ocupam regularmente a loja cirurgica (Fig. 38).

Figura 38 - Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). 14 dias. Loja cirurgica
ocupada por trabéculas 6sseas mais desenvolvidas que aquelas
observadas no grupo anterior. HE, original 63X.

Em inumeros pontos, no entanto, observam-se amplos
espacgos inter-trabeculares ocupados por tecido conjuntivo sem
diferenciagao 6ssea (¢) (Fig. 39 e 40).
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Figura 39 - Grupo Il (Estressado + Rofecoxib). 14 dias. Trabéculas 6sseas
mostrando amplos espacgos inter-trabeculares ocupados por
tecido conjuntivo. HE, original 160X.
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Figura 40 - Grupo Il (Estressado + Rofecoxib). 14 dias. Trabéculas 6sseas
mostrando amplos espagos inter-trabeculares ocupados por teci-
do conjuntivo. HE, original 160X.

30 DIAS

Grupo | (Controle). Em todos os espécimes, a loja cirurgica
encontra-se totalmente reparada por tecido Osseo bem
desenvolvido (Fig. 41).

Figura 41 - Grupo | (Controle). 30 dias. Tecido 6ésseo neoformado acom-
panhando a espessura da cortical 6ssea. HE, original 63X.
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Na maioria dos casos, a area reparada acompanha a espessura da
cortical 6ssea. Ocasionalmente podem ser observadas pequenas
areas sem ossificagéo (¢) (Fig. 42).

A e e T e e e e e e o e e e e e e e e e A D e e S A P o)

Figura 42 - Grupo | (Controle). 30 dias.Evidécia de pequenas areas sem
ossificagcao. HE, original 160X.

Grupo Il (Estressado). Em alguns casos, o tecido ésseo neoforma-
do acompanha a espessura da cortical 6ssea (Fig. 43).
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Figura 43 - Grupo |l (Estressado). 30 dias. Espécimes em que se evidencia
a reparagao parcial da espessura 6ssea. HE, original 160X.
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Em outros espécimes, as trabéculas Osseas
neoformadas n&o refazem totalmente a espessura acima
mencionada (Fig. 44). Por outro lado, em todos os animais, o
trabeculado 6sseo apresenta inumeras areas sem diferenciacao
ossea.

preenchida por tecido 6sseo bem desenvolvido acompanhando a
espessura da cortical. HE, original 63X.

Grupo lll (Estressado+ Rofecoxib). A loja cirurgica, com excecao de
um caso, acha-se preenchida por tecido 6sseo bem desenvolvido que
acompanha a espessura da cortical pré-existente (Figs. 45 e 46).

Figura 45 - Grupo Il (Estressado + Rofecoxib). 30 dias. Maior aumento da
figura anterior. HE, original 160X.
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Figura 46 - Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). 30 dias. Evidéncia de
trabéculas 6sseas com inUmeras areas sem diferenciagdo 6ssea.
HE, original 160X

Num dos espécimes, observam-se trabéculas Osseas
neoformadas que exibem inUmeras areas sem diferenciacdo dssea

(*) (Fig. 47).
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Figura 47 - Grupo | (Controle). 60 dias. Loja cirurgica reparada por tecido
6sseo neoformado que acompanha a morfologia da cortical
pré-existente. HE, original 63X.
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60 DIAS

Grupo | (Controle). A loja cirurgica, em todos os espécimes
encontra-se reparada, notando-se tecido 6sseo bem desenvolvido
que acompanha a morfologia da cortical pré-existente (*) (Figs. 48 e
49).
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Figura 48 - Grupo | (Controle). 60 dias. Loja cirurgica reparada por tecido
6sseo neoformado que acompanha a morfologia da cortical pré-
existente. HE, original 160X..
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Figura 49 - Grupo Il (Estressado). 60 dias. Evidéncia de areas de
reabsorgao das bordas da ferida reparadas por tecido 6sseo
neoformado. HE, original 160X.
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Grupo Il (Estressado). A loja cirurgica, em todos o0s espécimes,
encontra-se reparada, notando-se trabeculado ésseo irregular(*).
Observam-se também areas de reabsor¢cao das bordas da ferida
reparadas por tecido 6sseo neoformado (seta) (Figs. 50 e 51).

Figura 50 - Grupo Il (Estressado). 60 dias. Evidéncia de areas de
reabsorcao das bordas da ferida reparadas por tecido ésseo neo
formado, HE, original 63 X.
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Figura 51 - Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). 60 dias. Formagéo de
trabéculas 6sseas além do limite externo da cortical 6ssea. HE,
original 160X.
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Grupo Ill (Estressados + Rofecoxib). Num dos espécimes,
observa-se a formacao de trabéculas 6sseas além do limite externo
da cortical 6ssea. Nos demais casos, o tecido 6sseo neoformado
acompanha a espessura da cortical pré-existente (Fig. 52).

Figura 52 - Grupo lll (Estressado + Rofecoxib). 60 dias. Tecido 6sseo
neoformado acompanhando a espessura da cortical pré-exitente.
HE, original 160X.
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que a formacdo Ossea € um complexo de
reagdes que envolvem a agao de vitaminas, hormonios
e fatores de crescimento produzidos sistémica e localmente (ALKAN
et al., 2002). Além disso, a quantidade e a qualidade do reparo 6sseo,
sob condi¢cdes experimentais em modelo animal, sdo influenciadas
pelo espécime, idade, localizacdo anatébmica, envolvimento cortical
(monocortical ou bicortical), presenga ou auséncia de peridsteo ou
dura-mater e estabilidade do defeito (AABOE et al., 1995).

No presente estudo, o rato foi o modelo animal
experimental adotado. (Rattus norvegicus, albinus, Wistar). A
escolha do rato ocorreu principalmente pela facilidade de acesso a
estes animais, pela facilidade de execucao da técnica cirurgica, do
controle pos-operatorio e da obtengdo do material para analise
histoldgica.

Dentre os varios modelos de estudo em ossos, um outro
fator de relevancia € que a tibia, como um osso de extremidade, é
formada, embriologicamente, pelo processo de ossificacdo
endocondral. Segundo Hollinger et al. (1999), independente da rota
da embriogénese Ossea, durante o reparo 0sseo no esqueleto
adulto, a sequéncia de regeneracdo do o0sso endocondral ou
intramembranoso n&o ocorre através de caminhos que mimetizam
precisamente a embriogénese. Somado a isso, ndo ha evidéncias
de que as células, os fatores soluveis (proteinas o&sseas
morfogenéticas) e os fatores insoluveis (moléculas de colageno)
sejam diferentes para os dois tipos de 0ssos.

Uma observagdo de grande importancia a ser
considerada é que o local anatdmico escolhido para o preparo das
cavidades cirurgicas do presente estudo foi um osso de
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extremidade, ou seja, a tibia. Em comparagcdo com outros locais
anatémicos, a tibia apresenta algumas vantagens. A calota craniana,
por exemplo, € uma estrutura muito delgada e nio esta sujeita a
forca de tensdao produzida pela musculatura. O angulo da
mandibula, que seria um dos locais de analise ideais na odontologia,
por sua vez, também é muito delgado. A tibia, apesar de ter origem
embriolégica diferente da mandibula, expressa algumas
semelhancas com esse 0sSso, pois a cicatrizagao de ambos parece
estar influenciada pelas forgcas fisiolégicas que agem sobre os
mesmos: a forga tensora do musculo gastrocnémio na tibia e a
compressao mastigatoria do masseter na mandibula.

Em relagdo ao descolamento do musculo, Landry et al.
(2000) relataram que a injuria provocada pela remocgédo de
aproximadamente 10% do musculo da tibia de ratos nao interferiu no
processo de cicatrizagao ossea.

Para a determinacao das dimensdes do defeito 6sseo
preparado na tibia do animal, contendo 2mm de didmetro por 5mm
de profundidade, levamos em consideracdo a anatomia do 0sso
empregado. Lewandrowski et al. (1999) constataram que defeitos de
3mm de didmetro em tibias de ratos eram de tamanho critico, ou
seja, nao cicatrizavam espontaneamente.

A manobra de remocgéo do tecido 6sseo ja foi alvo de
estudos experimentais e clinicos que sao base para o tratamento dos
nossos pacientes. Inicialmente, preconizou-se que a ostectomia
deveria ser realizada através de cinzéis, com ou sem o auxilio de
martelo (BERGER, 1950; GRAZIANI, 1986). Com o advento dos
instrumentos rotatorios esta manobra cirurgica passou a ser mais
confortavel para o paciente, sendo realizada com maior rapidez e
melhor nitidez do que quando realizada com os instrumentos
manuais (RIES-CENTENO, 1973; BIRN & WIHTHER, 1978;
OKAMOTO et al., 1984). Porém, ainda existem situagdes em que os
dois recursos podem ser indicados, ou seja, cinzéis e brocas, como
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em enucleagao de cistos intra-6sseos ou em cirurgias ortognaticas
(ZANINI, 1990).

Para a utilizacdo de instrumentos rotatérios, faz-se
necessario que uma refrigeracdo seja utilizada em conjunto e
direcionada as brocas, para que se evite um superaquecimento do
0ss0, vindo a interferir na reparagéo do tecido 6sseo (OKAMOTO et
al., 1984; CARVALHO et al., 1994).

A escolha por qual instrumento rotatorio utilizar deve ser
dada pelo tipo de intervencao, localizagao e caracteristica 6ssea da
area. Para a utilizacado dos instrumentos rotatorios, devemos ainda
considerar que estes estdo sujeitos a gerar acidentes
trans-operatorios que devem ser considerados quando da realizagao
do planejamento cirurgico.

O estresse € uma realidade em nossas vidas. O
organismo humano esta em um equilibrio dindmico, isto &, em
homeostase. O sistema de estresse € ativado quando a homeostase
€ alterada por forcas extrinsecas ou intrinsecas, os estressores.
Este sistema, cujo componente central € o Sistema Nervoso Central
(SNC), incluindo o CRH e neurdnios noradrenérgicos, tem sua parte
periférica no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) e no Sistema
Nervoso Autébnomo (STRAKAKIS & CHROUSOS, 1995).

Salienta-se que o estresse vem se tornando problema de
saude publica, ja que acomete grande parte da populagdo e
sobrecarrega o sistema de saude por conta das complicagbes que
provoca. As drogas antidepressivas sao o recurso inicial quando os
sintomas clinicos aparecem, comprometendo o cotidiano dos
pacientes (STRINGHETO & CARUSO, 1999).

No presente experimento, os ratos dos grupos Il e lll
foram submetidos durante os trés dias pré-operatorios, e apos a
cirurgia, durante todos os dias até o periodo de sacrificio, a um
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estresse cronico durante duas horas diarias através de um método
de imobilizacdo proposto por Alves-Rezende & Okamoto, 1989,
1997).

O estresse do cotidiano implica necessariamente em
tensdo mental e ansiedade (BERGER, 1980). Segundo Selye
(1946), o estresse produzido pela ansiedade € o total das respostas
do organismo a um estimulo que tende a alterar o equilibrio
existente. Desta forma, o estresse € o denominador comum de todas
as reacoes de adaptacdo do corpo, isto €, o estado manifestado por
todas as alteracdes inespecificas produzidas em um sistema
bioldgico.

O método de imobilizacdo utilizado no nosso
experimento foi escolhido porque nao é fisicamente prejudicial ao
animal e serve primariamente como um estressor psicologico
(MARTI et al., 1994; MELIA et al., 1994).

Com relagdo a injuria provocada pelo ato cirurgico, a
resposta natural dos tecidos é a inflamacgao, resultando desta a
liberac&o, pelo tecido lesado, de histamina e outras substancias,
iniciando assim o processo de protegado do organismo (MESSER &
KELLER, 1975).

Apesar de primariamente a inflamagao representar um
dos mecanismos de defesa do organismo, esta pode trazer
consequéncias desagradaveis ao individuo, especialmente pela
formacédo do edema e da dor. Para minimizar tais efeitos, pode-se
langcar mao das drogas antiinflamatorias que modulam o processo
inflamatério. No conjunto de drogas que limitam estas sequelas
estdo os antiinflamatorios nao-esteroidais (AINES).

Segundo Tortamano et al. (1994), como a maioria dos
procedimentos cirurgicos bucais determinam respostas
inflamatorias, a indicacdo do uso de AINEs se faz necessaria toda
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vez que as manifestagcdes antiinflamatorias superam o beneficio da
regeneracao tecidual determinada pela reacéo inflamatéria. Assim
os antiinflamatérios n&o-esterdides (AINES) s&o indicados em
processos inflamatérios, dos quais a dor, o edema e a disfuncéo
decorrentes trazem desconforto e prejuizo funcional ao paciente.

(Tabela 2)
Tabela - 2 Relagdo de antiinflamatérios ndo-esteroidais, com seus nomes comerciais e
posologia

FARMACO NOME COMERCIAL DOSE RECOMENDADA
Acido acetil salicilico | Aspirina : 1,2-1,5g,3X ao dia
Cetoprofeno Profenid 70mg, 3 X ao dia
Diclofenaco Voltaren 50 - 75mg, 4 X ao dia
Diflunisal Dorbid 500mg, 2 X ao dia
Fenilbutazona Butazolidina 100 - 200mg, 3 X ao dia
Fenoprofeno Trandor 200mg, 4 X ao dia
Ibuprofeno Spidufen 400 - 600mg, 4 X ao dia
Indometacina Indocid : 50-70mg, 2 X ao dia
Naproxeno Naprosyn 375mg, 2 X ao dia
Piroxicam Feldene 20mg ao dia
Rofecoxib Vioxx 25 -50mg uma vez ao dia
Celecoxib Celebra 200mg, 2 X ao dia
Ac. Mefenamic Ponstan 500mg, 3X ao dia
Tenoxican Tilatil 10 - 20mg ao dia
Nimesulide Nisulid 200mg -2 X ao dia

Arbex et al. (1992) relatam que os AINEs possuem
propriedade  antitrombdtica, antitérmica, analgésica e
antiinflamatéria. Seu efeito antiinflamatério vem da inibicdo da
sintese de prostaglandinas, efetuada mediante a inativacédo da
enzima cicloxigenase. Esta inativagdo se da de forma reversivel ou
irreversivel, dependendo do tipo de AINE empregado. Alle &
Alle-Filho (1992) relatam que o efeito dos AINEs é inespecifico,
sintomatico e n&o interfere na histéria natural do processo
inflamatério.

Nossos resultados permitem afirmar que obtivemos no
grupo |, um processo normal de reparo, como era esperado, e que
sdo similares aos de outros autores (RIBEIRO, L. G. R., 2003;
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MELO, L. G. N., 2003). Este resultado nos ofereceu dados que se
apresentaram como parametro de comparagdo com os outros
grupos do estudo.

A cicatrizacdo de uma ferida € um mecanismo primario
de sobrevivéncia, perfeitamente ajustada ao coagulo de fibrina
inicialmente formada. O reparo de cavidades ésseas pode ser
morfologicamente dividido em trés fases: exsudativa, caracterizada
pela formacdo do coagulo de fibrina; proliferativa, marcada pela
proliferacao fibroblastica e capilar; e reparadora, com sintese de
colageno e ossificaggdo (TROWBRIDGE, H.O. & EMLING, R.C.,
1996; ALVEZ REZENDE, M.C.R; 1991) .

A importancia do metabolismo protéico na cicatrizagao
de feridas é o6bvia. O tecido envolvido no reparo é colagenoso e
apresenta uma caracteristica sintese de proteinas, fato que conduz
o tecido em formacdo para sua completa maturacdo. O intrincado
relacionamento entre o metabolismo protéico e o metabolismo dos
carboidratos torna-se enfatico quando observamos que algumas
alteracdes sistémicas, afetando esse metabolismo, modificam o
padrao de cicatrizagdo (GRANDINI, 1978).

Os resultados com o grupo Il permitem observar
microscopicamente uma desorganizagdo no seu coagulo, um atraso
acentuado da maturacdo e ainda uma demora na formacao
completa do reparo, quando comparado ao nosso grupo controle.

Segundo Alvez-Rezende & Okamoto (1989), uma
grande gama de agentes estressores (traumatismos, infecgdes,
calor ou frio intensos, aplicacado sistémica de noradrenalina ou de
outras substancias simpaticomiméticas, intervengdes cirurgicas,
injegdes subcutaneas de substancias necrosantes, situagdes de
imobilizacdo forcada e doencas debilitantes) produzem sinais
neurais que sao transmitidos a eminéncia meédia hipotalamica, na
qual o HLC (horménio liberador de corticotrofina) € secretado para
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o sistema porta-hipofisario. Segundo Takase e col. (1992), em
poucos minutos, toda a sequéncia resulta em quantidades
aumentadas dos niveis séricos de cortisona, que, por sua vez, inicia
uma série de efeitos metabdlicos orientados no sentido de aliviar a
natureza lesiva do estado estressante (aumento da glicogénese,
diminuicdo da sintese protéica e aumento da concentracdo de
acidos graxos no plasma), acarretando alteragdes, e de acordo com
Alvez-Rezende & Okamoto (1989), sintese molecular e na formacgao
de colageno.

Para Guyton (1984), 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¢do dos niveis de horménio de
crescimento.

Anderson (1958), sugere que a cortisona afeta o
metabolismo mineral 6sseo em trés locais: trato gastrintestinal,
tubulos renais e no proprio 0sso; a cortisona inibe a absorgcao de
calcio pelo intestino, aumenta a excreg¢ao urinaria de fosfato e
diminui a formacédo de ostedide, que é a matriz de proteoglicanas
onde os sais sao depositados.

Bernick & Ershoff (1963), concluiram que a cortisona
inibe a calcificagdo adequada e organizada pela sua agao inibitoria
na sintese de mucopolissacarideos, que sao responsaveis, em
parte, pela fixagdo do calcio na matriz éssea.

Em trabalho realizado por Demarest et. Al. (1985), foi
observada a acgao inibitoria da testosterona sobre a prolactina na
atividade basal dos neurdnios tubero-infundibulares dopamiérgicos
em ratos submetidos ao estresse por imobilizacio forcada.

Segundo Palmblad et al. (1977), a produ¢cdo aumentada
da cortisona tem efeito linfocitolitico, inibe a mobilizacdo de
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macrofagos, a migracdo de polimorfonucleares e a sintese de
anticorpos humorais. Aumentos notaveis da atividade fibrinolitica do
plasma aparecem durante os estados estressantes (WILLIANS et al.
1976).

Segundo Bumpy & Kolodny (1973), o estresse provoca
aumento de fibrindlise, gragas a agado das catecolaminas sobre as
células endoteliais, estimulando a liberacdo dos ativadores de
plasminogénio.

O equilibrio dos mecanismos de hemostasia e fibrindlise joga
um papel fundamental no curso natural da reparagdo dos tecidos.
Durante a coagulagdo sanguinea, gragas a um intrincado mecanismo
enzimatico em cascata, fatores teciduais se combinam para converter, na
presencga de ions calcio, a protrombina em trombina, a qual por sua vez
converte o fibrinogénio em fibrina (WEDGWOOQOD, 1970).

Quando na coagulagao sanguinea a fibrina é formada, o
ativador do plasminogénio e a plasmina sao absorvidos ao coagulo
de modo sequencial e ordenado. A fibrina aumenta essencialmente
a concentracao local de plasminogénio, e este € bastante elevado,
indicando que uma eficiente ativagao pode ocorrer (SHERRY, 1968).

Estes achados estariam relacionados a fatores como o
aumento da fibrindlise, que no estresse estaria diretamente
relacionado ao aumento macico dos niveis dos ativadores do
plasminogénio, os quais, incorporados ao coagulo sanguineo,
explicariam sua dissolugao ou desorganizagao (ALVEZ-REZENDE &
OKAMOTO, 1989).

Aqui estdo, ao nosso ver, as justificativas da agédo do
estresse que comprometeu o processo de reparo 0sseo da tibia do

rato, no nosso estudo.

No grupo Ill, os resultados permitem observar que
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ocorreu um atraso no processo de reparagao 6ssea mais acentuado
que no grupo | (controle), mas de menor intensidade que a do grupo
Il (experimental).

Estes resultados, ao nosso ver, mostram que a
administragao do antiinflamatério Rofecoxib, na dose ministrada ao
rato, amenizou a acdo do estresse, promovendo uma reparacao
Ossea mais precoce.

Segundo Serra & Muniz (2002), os antiinflamatérios n&o
esteroides sdo indicados em processos inflamatorios, dos quais a
dor, o edema e a disfuncdo decorrentes trazem desconforto e
prejuizo funcional ao paciente.

De acordo com Castilho et al. (1998), a principal agdo dos
AINES se faz com a inibigdo da cicloxigenase araquidénica e tromboxanas.

Ha dois tipos de cicloxigenases (COX), quais sejam, a
COX-1 e COX-2. ACOX-1 é uma enzima constitucional expressa em
muitos tecidos, incluindo plaquetas sanguineas, e esta envolvida na
sinalizacdo de uma célula para outra e na homeostase tecidual. A
COX-2 é induzida em células inflamatérias quando elas sé&o
ativadas, e é considerada como sendo a enzima que produz os
mediadores da inflamagdo da classe dos prostandides. Muitos
AINES atualmente em uso sao inibidores de ambas as isoenzimas,
embora variem quanto ao grau de inibicdo de cada uma delas
(MEADE et al. 1993).

Em que pese os resultados do nosso estudo, trabalhos
relacionados ao reparo 6sseo associado ao uso de antiinflamatorio
nao-esteroidal, inibidor de COX-2, tém mostrado um atraso no
processo normal de reparacéo. Assim, Gerstenfeld et al. (2003), em
estudo experimental utilizando um antiinflamatério nao-esteroidal
nao especifico em comparacdo a um inibidor de COX-2, mostram
que o primeiro propiciou uma melhora no processo de reparo.
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Também, Zhang et al. (2002) relatam que a reparagao Ossea foi
deficiente no grupo que se apresentava com a COX-2 inibida e
demonstrou um defeito primario na osteogénese. Relatam, ainda,
que seus estudos mostram uma preocupacdo sobre o uso de
inibidores da COX-2 em pacientes que sofrem traumatismos 6sseos.
Mais recentemente, Endo et al. (2002) concluiram que,
mecanicamente, o fémur de ratos tratados com etodolac, um inibidor
especifico de COX-2, ficou mais fragil quando comparados ao grupo
controle. Concluiram que o etodolac inibiu o reparo de fratura 6ssea
dos animais. Também, Goodman et al. (2003) relatam que, em
experimento animal de fraturas oOsseas utilizando os
antiinflamatorios néo-esteroidais nao especificos e inibidores da
COX-2, observaram que ambos atrapalham o processo de reparo.
Contudo, referem que a relacdo entre a dosagem e o tempo de
prescricdo destes medicamentos com os efeitos resultantes sobre o
0sso nao foram ainda bem elucidados.

Com base nos nossos resultados e os encontrados na
literatura, em desencontro, pareceu-nos que hipoteses podem ser
sugeridas frente ao ocorrido. Assim, os produtos mais
marcadamente elaborados durante o estresse, no caso a cortisona,
foram diminuidos com a administracdo do antiinflamatério. Isto
ocorrendo, tivemos uma diminuicdo da natureza lesiva do estado
estressante gerador de um aumento de substancias enddégenas que
propiciam uma pior reparagao ossea.
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6. CONCLUSAO

( jom base nos resultados obtidos no presente
trabalho, pode-se concluir que:

1- A reparacdo do defeito ésseo provocada nos ratos do grupo lll,
que sofreram a agao do estresse, mas receberam a administracao
de antiinflamatério, mostrou-se menos atrasada que a do grupo Il

2- A prescricdo do antiinflamatorio Rofecoxib pode ser indicada no
caso de experimentos em animais estressados, porque diminui o
efeito deste sobre o reparo 6sseo de defeitos 6sseos provocados na
tibia de ratos.
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CURVELLO, V. P. Efeito do antiinflamatério n&o esteroidal
rofecoxib (Vioxx®) no processo de reparo 6sseo em tibia de ratos
estressados. Estudo microscopico. Marilia, 2004. 105p. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia) — Faculdade deOdontologia de Marilia,
Universidade de Marilia.

RESUMO

Neste estudo avaliou-se o efeito do antiinflamatério
nao-esteroidal rofecoxib (Vioxx®) no processo de reparo 6sseo em
tibias de ratos estressados. Foram utilizados 48 ratos (Albinus
Wistar), machos, com peso entre 150 e 200 gramas e divididos em
03 grupos com 16 animais cada, onde foram realizados os seguintes
procedimentos: O grupo | foi utilizado como grupo controle, servindo
de parametro para os outros, no qual realizou-se apenas o defeito
0sseo. No grupo Il, os animais receberam estimulo estressor nos 3
dias pré-operatorios e nos dias pds-operatérios, apos a realizacao
do defeito, até o sacrificio. No grupo Ill, os animais receberam a
administragdo do antiinflamatério n&o-esteroidal (pré-operatério),
estimulo estressor uma hora apdés a administragédo da droga, no
periodo pré-operatério, defeito 6sseo e o estresse no periodo
pos-operatdrio até o respectivo sacrificio. Em grupo de 4 os animais
foram sacrificados aos 7, 14, 30 e 60 dias pds-operatorios através
do deslocamento da coluna cervical. Em seguida ao sacrificio, a tibia
direita e esquerda foram removidas, fixadas em formalina,
descalcificadas em E.D.T.A. e incluidas em parafina. Os cortes com
06 micrometros de espessura foram corados pela hematoxilina e
eosina para analise microscopica. Os resultados obtidos permitiram
concluir que: 1) a reparagao do defeito 6sseo provocada nos ratos
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do grupo Il mostrou-se mais atrasada que a do que a do grupo [; 2)
a reparagao do defeito 6sseo provocada nos ratos do grupo Il
mostrou-se menos atrasada que a do grupo Il; 3) a prescricdo do
antiinflamatério Rofecoxib pode ser indicada no caso de
experimentos em animais estressados porque diminui o efeito deste
sobre o reparo 6sseo de defeitos 6sseos provocados na tibia de
ratos.

PALAVRAS CHAVE: estresse, reparo 0Osseo, antiinflamatério
nao-esteroidal
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Effect of the non steroidal anti-inflammatory rofecoxib (Vioxx®) in the
process of tibial bone repair in stressed rats. Microscopy study.
Marilia, 2004 105p. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) —
Faculdade de Odontologia de Marilia, Universidade de Marilia.

ABSTRACT

The present study evaluated the effect of the non-steroidal
anti-inflammatory rofecoxib (Vioxx®) in the process of tibial bone
repair in stressed rats. Forty eight male rats (Albinus Wistar) weight-
ing around 150 and 200g, were divided into three groups containing
16 animals each, and the following procedures performed: group |
was used as control group, being parameter for the others, where the
tibial bone defect was created. In group Il, the animals were stressed
three days before the surgery, and also in the post-operatory period,
up to the sacrifice. In group Ill, the animals were stressed and
received the administration of non steroidal anti-inflammatory three
days before the surgery; stress was daily instituted until the sacrifice
periods. Seven, 14, 30 and 60 post-operatory days four animals
from each group were sacrificed by the spine dislocation; the left and
right tibial bones were removed, fixed in formaline solution, deminer-
alized in E.D.T.A. and embedded in paraffin. Six-micrometer slices
were stained with H.E. to be analyzed under light microscopy. From
the results, it was concluded that: 1) bone repair in group Il was
delayed compared to group I; 2) bone repair in group |l showed a
slight delay compared to group lll; 3) the prescription of the anti-
inflammatory rofecoxib may be indicated in experiments with
stressed animals because it reduces the stress effect in the bone
repair process of tibial bones in rats.

KEYWORDS: stress, bone repair, non-steroidal anti-inflammatory
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