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Resumo

O Symphytum officinale ou confrei € uma planta medicinal usada no tratamento
auxiliar da consolidacao de fraturas. Entretanto, casos de intoxicacdo hepatica pela
planta levaram a proibicdo de seu uso interno. Este fato justifica a avaliacdo da
formulacdo homeopatica. Os relatos de sua aplicacdo sdo basicamente populares e
clinicos e existe pouca literatura cientifica investigando sua acdo na reparacdo
Ossea. Este estudo avaliou a acdo do Symphytum officinale na reparacéo de lesdes
O0sseas em tibia de ratos, através de analise microscépica. Foi comparada a acao do
extrato fitoterapico 500mg/Kg/dia, da formulacdo homeopatica de 6CH dois
glébulos/dia e de um placebo controle. Os tratamentos com Symphytum officinale
em ambas as formulacdes estimularam a reparacdo 6ssea. O medicamento
fitoterdpico Symphytum officinale estimulou formacdo de tecido osteocondral e de
tecido 6sseo periosteal. O medicamento homeopéatico Symphytum officinale 6CH
apresentou formagao de osso na cavidade medular alguns dias mais tardia que o
fitoterapico, estimulou a formacdo de tecido 6sseo periosteal e apresentou
remodelacdo 6ssea mais rapidamente. S8o necessarios mais estudos analisando os

efeitos do Symphytum officinale homeopatico no reparo ésseo.

Palavras chave: 1. Symphytum officinale. 2. Confrei. 3. Homeopatia. 4. Fitoterapia.

5. Regeneracdo 6ssea. 6. Microscopia.



Abstract

Symphytum officinale (Comfrey) is a medicinal plant used in the treatment of
fractures consolidation. However, reports of hepatic intoxication after consuming
Comfrey led to prohibiting its internal use. Taking into account this aspect the
homeopathic formulation of Symphytum officinale should be investigated. There are
few scientific reports about its effects on bone repair. This study evaluated the effects
of Symphytum officinale on bone regeneration in rat’s tibiae, by microscopic analysis.
It was compared the effect of the Phytotherapic (Phy) Symphytum officinale
500mg/Kg/day, of the Homeopathic (H) Symphytum officinale 6CH two globules/day,
and of a control placebo. Both the homeopathic and the phytotherapic medicine
stimulated bone repair. Phy showed more periosteal bone and cartilage formation.
Homeopathic Symphytum stimulated bone formation in the medullary cavity some
days later than Phy. It also stimulated periosteal bone formation and had a more
intense bone remodeling. Further studies are necessary to evaluate the homeopathic
Symphytum officinale effects on bone regeneration.

Key words: 1. Symphytum officinale. 2. Comfrey. 3. Homeopathy. 4. Phytoterapy.
5. Bone regeneration. 6. Microscopy.
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Introducéao

A participacdo das fraturas O0sseas na saude é significativa. Felizmente, a
maioria das fraturas é regenerada sem muitas complicacdes. Entretanto, estima-se
que 5 a 10% destas desenvolvam problemas. A reparacdo de lesbes Osseas
causadas por fraturas, traumatismos, processos infecciosos, neoplasias,
intervencdes cirargicas e outros agentes, representa ainda um grande desafio em
procedimentos médicos e odontoldgicos. Trata-se de um processo complexo que
requer a interacdo de muitos fatores, incluindo uma resposta inflamatoria
equilibrada, o recrutamento e acdo harmoniosa de células com diferenciacéo
especifica, o controle de infeccdo e outros. Mediante acdo inadequada ou
interrompida destes fatores a reparacdo pode ser prejudicada e ocorrer com atraso
ou resultar em uma falta de unido do 0sso ou em uma unido fibrosa (VICTORIA et
al.,, 2009). Por isso justifica-se a importancia de estudos visando agentes
farmacolégicos que facilitem a regeneracdo 0ssea.

As desigualdades sociais e regionais em nosso pais deixam uma parcela da
populacdo sem a possibilidade de realizar os tratamentos propostos pelo estado
atual da ciéncia nas diversas doencas que atingem o ser humano. Por isso ocorre a
necessidade de ampliar as medidas terapéuticas, buscando avaliar a eficacia e
riscos de tratamentos mais acessiveis, como objetivo de realizar uma incluséo social
e de oferecer aos cidadaos a possibilidade de um tratamento adequado e seguro. A
homeopatia e a fitoterapia representam alternativas de tratamento importantes nessa
direcéo.

Entre os medicamentos homeopéticos e fitoterapicos com importante acdo

regeneradora em tecido 6sseo podemos citar o Symphytum officinale L. ou confrei.



Esta € uma planta conhecida e utilizada ha muito tempo como cicatrizante para unir
bordas de feridas, na consolidacdo de fraturas e no tratamento de traumatismos em
0Ss0s, periosteo, tenddes, ligamentos e articulagbes (CARVALHO, 2004; TYLER,
1992; VIINOVSKY, 1992).

No entanto, os relatos sobre sua aplicacdo terapéutica, independente de ser
como formulagcédo fitoterapica ou homeopatica, sdo baseados principalmente em
informacdes populares e em casos clinicos, e pouca literatura cientifica demonstra
ou avalia sua acdo. Assim, a investigacdo cientifica deste medicamento na
regeneracdo Ossea € de grande utilidade, fato reforcado por ser este um
medicamento alternativo de baixo custo e de facil acesso a populacéo.

Além disso, devido ao risco de ser hepatotoxico, o confrei e suas formulacdes
fitoterapicas tiveram o uso interno proibido. Nao existem relatos demonstrando
toxicidade em relacdo a formulacdo homeopatica. Assim, é relevante a busca por
uma forma racional de seu uso.

Este trabalho visa demonstrar microscopicamente a acdo do confrei na
regeneracao 0ssea e podera responder se 0 medicamento homeopatico apresenta

as mesmas propriedades que o fitoterapico na regeneracéo 0ssea.



Proposicéao

Avaliar a acdo do Symphytum officinale homeopatico na regeneracao 0ssea

em comparacao ao Symphytum officinale fitoterapico.



Revisao de literatura

Entre os medicamentos homeopaticos e fitoterapicos com importante acéo
regeneradora em tecido 6sseo podemos citar o Symphytum officinale L. ou confrei.
Esta € uma planta pertencente a familia Boraginaceae, conhecida ha muito tempo
pela medicina tradicional. E utilizada devido as suas propriedades cicatrizantes para
unir bordas de feridas, na consolidacdo de fraturas e no tratamento de traumatismos
em 0ssos, periosteo, tenddes, ligamentos e articulacbes (CARVALHO, 2004,
TYLER, 1992; VIINOVSKY, 1992).

Suas propriedades medicinais se devem a presenca de alantoina, taninos e
mucilagens. O confrei também contém saponinas, colina, acucares, triterpenos,
vitaminas, acido folico, aminoacidos, esteroides e acidos organicos (GOLDMAN et
al., 1985; VAZ e JORGE, 2006).

Além de seu efeito como planta medicinal, devido ao seu alto teor de
nutrientes, vitaminas e sais minerais, foi utilizado como alimento e fertilizante. Entre
todas as plantas do reino vegetal, o confrei € uma das que contém maior teor em
proteinas, sendo conhecida como a planta mais rapida na producao de proteinas do
mundo (CARVALHO, 2004).

Entretanto, entre os principios ativos da planta encontram-se os alcaloides
pirrolizidinicos (AP). O consumo crénico e sistémico desta planta e de outras plantas
gue também apresentam AP pode desenvolver toxicidade hepatica por exposicéo a
altas doses desses alcaloides (POZETTI, 1991; RODE, 2002). Estes apresentam
risco a saude devido ao fato dos vertebrados terem a capacidade metabdlica de
converter muitos AP em pirrGis toxicos, mutagénicos e carcinogénicos,
especialmente para o figado (FIGUEIREDO e KAPLAN, 1997; STICKEL e SEITZ,

2000). A hepatotoxicidade por AP é bem estabelecida. E responsavel pela doenca



10

veno-oclusiva que é uma obliteracdo ndo tromboética de pequenos ramos venosos
intra-hepaticos, a qual resulta em obstrucédo do fluxo venoso causando congestao
hepatica, fibrose e cirrose (GAYOTTO, 2001; STICKEL et al., 2005). Por esse motivo
o confrei passou a ser proibido para uso interno. No Brasil essa proibicdo pelo
Ministério da Saude existe desde 1992 (BRASIL, 1992).

Muitos trabalhos que avaliaram a toxicidade do Symphytum officinale
analisaram apenas os AP isolados, ou utilizaram a raiz da planta que é mais toxica
que as folhas (YEONG et al.,1991; YEONG et al.,1993; GUO et al., 2007; MEI et al.,
2005; MEI et al., 2006). Tais fatos certamente interferem nos resultados relatados.
N&o existe consenso sobre a partir de que dose ocorre toxicidade e se existe uma
dose segura para uso interno.

O Symphytum officinale como medicamento homeopatico, se baseia no uso
de pequenas doses em altas diluicbes. Devido a altissima diluicio espera-se que
nao seja hepatotdxico.

E necessario que se facam estudos sobre a possibilidade do delineamento do
uso racional do Symphytum officinale, pois qualquer medicamento, seja
homeopatico ou alopético, apresenta reacdes adversas quando utilizado em doses e
posologias incorretas.

Na formulacdo homeopética, considerando-se o tecido Osseo, pode ser
indicado para tratamento de tor¢des e lesGes traumaticas, infecciosas ou cirdrgicas
comprometendo 0ssos e periosteo e para consolidacdo de fraturas. Facilita a
formacédo do calo 6sseo e a reparacao, além de diminuir a sintomatologia dolorosa
(TYLER, 1992; VIINOVSKY, 1992).

No final do século XVIII, o Dr. Christian Friedrich Samuel Hahnemann, na

busca por uma terapéutica menos iatrogénica do que a medicina de sua época
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propés a Homeopatia. Esta é uma pratica médica e terapéutica pelos semelhantes
(Similia Similibus Curentur), segundo a qual a doenca pode ser debelada pela
aplicacdo de pequenas doses de uma substancia medicinal capaz de induzir em
individuos sadios sintomas semelhantes aos da doenca a ser tratada. Esta hipdtese
ja havia sido teorizada milénios antes por Hipocrates (CORREA et al., 1997;
CORNILLOT, 2005).

Como algumas plantas e substancias usadas para tratamento eram toxicas,
algumas vezes ocorriam efeitos adversos importantes. Hahnemann decidiu, entao,
diluir os medicamentos ao maximo, de maneira que sua toxicidade fosse diminuida,
obtendo resultados promissores com a nova terapéutica (SIGOLO, 1996; CORREA
et al., 1997).

Além da diluicdo, o medicamento homeopatico passa por um processo
chamado de sucussédo. Este método de diluicdo seguida de sucussdo recebeu o
nome de dinamizacdo. Este processamento leva a liberagdo do poder
medicamentoso dinamico, latente, das substancias em estado natural e ponderaveis.
O resultado final de cada etapa de dinamizacdo € chamado de poténcia do
medicamento. Os medicamentos homeopaticos podem ser preparados em
diferentes poténcias segundo as dinamizagcdes a que se submete o medicamento
durante a sua manipulacdo farmacéutica. O poder medicamentoso alcancado atua
no organismo doente devolvendo a Forga Vital e fazendo com que este reaja. Assim,
através de seus mecanismos naturais de defesa combate as doencas voltando a um
equilibrio dinamico de saude (HAHNEMANN, 1980; CASTRO, 1982; KOSSAK-
ROMANACH, 2003).

A fitoterapia consiste em tratamento através de plantas. As propriedades

terapéuticas de muitas plantas séo tradicionalmente conhecidas desde a
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antiguidade. Os medicamentos advindos de plantas ja representaram o principal
instrumento terapéutico e ainda atualmente sdo empregados por grande parte da
populacdo em todo o mundo e constituem objeto de estudos continuos buscando
novas atividades terapéuticas.

No entanto, existem diferencas entre 0 uso das plantas medicinais pelo
conhecimento tradicional passado através de geracfes, o uso pela fitoterapia ou
ainda o uso como suplementos alimentares. A fitoterapia segundo a OMS deve ser
considerada como uma modalidade terapéutica médica e seguir normativas
reguladoras como a medicina oficial (Federici et al., 2005).

A necessidade do uso sustentavel da biodiversidade em nosso pais reforca a
importancia do estudo dos fitoterapicos. Muito embora se reconheca a legitimidade
do conhecimento tradicional, uma planta para ser usada como fitoterapia deve ser
cientificamente validada. Isso consiste de varias etapas que incluem plantio e coleta
adequados, verificacdo se a atividade atribuida existe, avaliacdo dos riscos de seu
uso, producio industrial, entre outros. E essa luta por uma fitoterapia dita cientifica
que precisa ser perseguida pelas pessoas comprometidas com o estudo de plantas
medicinais e o seu retorno social (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2011).

O tratamento de fraturas com Symphytum officinale ou confrei é conhecido e
usado hd muito tempo e faz parte da cultura popular. Justifica inclusive alguns
nomes populares da planta como “consolidadora de ossos”, “erva da cicatrizacao”,
(“consuelda” e “unehuesos” em espanhol).

Como j4 comentado, os relatos sobre aplicacédo terapéutica do Symphytum
officinale, independente de formulacdo fitoterapica ou homeopatica, sdo baseados
principalmente em informagdes populares e em casos clinicos. Pouca literatura

cientifica demonstra ou avalia sua acéo especificamente na regeneragcao 0ssea.
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O tratamento de fraturas com as formulagfes fitoterapicas do Symphytum
officinale é relativamente pouco explorado. A maioria das referéncias relata o uso
externo da planta em fraturas e em lesdes associadas a entorses, luxacdes e
traumatismos, principalmente através de acompanhamento clinico.

O tratamento de fraturas com as formulagbes homeopaticas do Symphytum
officinale é ainda menos investigado. Nos livros de matéria médica e nos repertérios
o Symphytum € indicado para tratar traumatismos em 0ssos, peridsteo e tenddes.
Uma vez que facilita a formacdo do calo 6sseo e diminui sensivelmente as dores
agudas das fraturas, sua prescricdo € considerada indispensavel em todas as
fraturas, em casos de falta de unido das extremidades désseas ou de atraso na
consolidacdo do calo 6sseo e também é (til em casos de lesbes no peridsteo
(VIINOVSKY, 1992). E considerado um remédio inestimavel para fraturas e
contusdes, comparavel a uma dadiva de Deus, com acéo especial em fraturas que
ndo se consolidam e em lesdes no peridsteo (TYLER, 1992).

O tratamento de fraturas com Symphytum homeopatico € citado em livros
especificos de homeopatia, baseado em efeitos teciduais e com muito poucos
detalhes.

Raramente o assunto € abordado em artigos cientificos. Recentemente
comecaram a surgir pesquisas sobre seu uso. Abaixo citamos alguns estudos
abordando a acéo deste medicamento na formulacdo homeopatica.

Balducci-Roslindo et al., em 1999, avaliaram a acdo de um complexo
homeopatico contendo Symphytum officinallis e Calendula officinallis no processo de
reparacdo em feridas de extracdo dentaria. O grupo tratado mostrou alteracbes

significativas desde o0s periodos iniciais, apresentando uma aceleracdo na
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maturacdo do tecido 6sseo neoformado, comprovando assim a eficacia da acédo do
complexo homeopatico.

Chaves et al., em 2003, estudaram histolégica e histomorfometricamente os
efeitos do Symphytum officinale homeopético e do osso bovino granulado na
reparacdo Ossea na tibia de ratos. Foram utilizados 60 ratos divididos em quatro
grupos submetidos aos seguintes tratamentos: Symphytum officinale 6CH, osso
bovino granulado, Symphytum officinale 6CH associado ao osso bovino granulado e
grupo controle. As amostras do material foram examinadas aos 6, 12, 18, 24, 30 e
36 dias. Concluiu-se que o emprego do Symphytum officinale 6CH favoreceu a
reparacdo Ossea em todos os periodos de observacdo, obtendo os melhores
resultados do experimento e estimulou a dsseo-integracdo das particulas de osso
bovino.

A influéncia do Symphytum officinale 6CH homeopatico na ésseo-integragédo
foi avaliada em areas ao redor de implantes de titanio. Foi realizado um estudo com
48 ratos divididos em dois grupos (controle e tratado). Cada animal recebeu um
microimplante de titdnio na tibia. Os animais do grupo tratado receberam
Symphytum officinale 6CH durante 7, 14, e 21 dias ap0s a colocacdo do implante.
Em radiografias obtidas no dia da colocacdo dos implantes (imagens iniciais) e no
dia do sacrificio (imagens finais) foi realizada andlise por subtracdo de imagens. A
administracdo do Symphytum officinale homeopéatico promoveu aumento na
densidade 6ssea radiografica ao redor dos implantes (SAKAKURA et al., 2008).

Spin-neto et al., em 2010, avaliaram a influéncia do Symphytum officinale
6CH homeopatico no torque de remocéao e na densidade 0ssea radiografica ao redor
de microimplantes de titanio inseridos na tibia de ratos. Foram utilizados 64 ratos,

divididos em um grupo tratado e um grupo controle sem tratamento. Os animais
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foram sacrificados aos 7, 14, 28 e 56 dias ap0s a cirurgia. Foram analisadas uma
radiografia inicial (logo apos a cirurgia) e uma radiografia final (antes do sacrificio)
por subtracdo de imagem. No periodo de 7 dias, o grupo tratado apresentou
densidade 6ssea menor que o controle. Entretanto aos 14 e 56 dias, os animais
tratados tiveram densidade Ossea estatisticamente maior. A analise de remocéo ao
torque dos implantes no periodo de 14 dias foi maior no grupo tratado e nos
periodos de 7, 28 e 56 ndo houve diferencas significativas. Os autores concluiram
que o Symphytum officinale 6CH homeopatico aumentou a formacédo 6ssea ao redor
do implante de titanio nas fases iniciais de 6ésseo-integracao.

No entanto, apesar de relatarem estimulo positivo de Symphytum
homeopatico no tecido 6sseo, varios desses estudos nao tratam de regeneracao de
lesdo 6ssea ou de fratura propriamente dita e os seus métodos de analise séo
diferentes do que utilizamos.

A literatura tanto fitoterapica quanto homeopatica menciona que o Symphytum
influi no reparo 6sseo, que estimula o reparo, diminui a inflamagao e dor e favorece
casos com reparacdo lenta. Porém, a maioria dos relatos menciona avaliacfes
clinicas sendo ainda poucas as andlises com comprovacfes ou demonstracdes
cientificas detalhadas. Assim, as observacdes microscopicas analisadas neste
projeto sdo validas e originais.

O processo de reparacdo de lesdes Osseas pode ser dividido em quatro
estagios. O primeiro é o periodo inflamatério, que dura aproximadamente 1 semana,
€ caracterizado pelo desenvolvimento e reabsor¢cdo de hematoma seguido de
formacéo de tecido de granulacdo. O segundo é o periodo de neoformacdo 6ssea
primaria e dura aproximadamente 2 a 3 semanas. E caracterizado pelas respostas

proliferativas endosteal e periosteal, periféricas a injaria. Envolve também o
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recrutamento de células tronco mesenquimatosas, a diferenciacdo destas e
formacdo de uma mistura de ossificacdo intramembranosa e endocondral. O terceiro
periodo € de reabsorcdo primaria, dura 3 a 6 semanas, a cartilagem formada é
calcificada e reabsorvida e tecido 0sseo trabecular continua se formando. O ultimo
periodo € o de remodelacdo Ossea secundaria. Neste o o0sso trabecular é
progressivamente remodelado e osso lamelar € formado até finalmente o 0sso
lesionado readquirir as caracteristicas que tinha antes da injuria (GERSTENFELD et
al., 2005; GERSTENFELD et al., 2003).

Todas estas etapas com suas caracteristicas podem ser acompanhadas
microscopicamente servindo de base de analise objetiva do efeito de diferentes

tratamentos.
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Material e Métodos

Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos em
experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O projeto teve aprovacéo fornecida pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos - ICT - UNESP, sob o

Protocolo n° 043/2007 — PA/CEP de 06 de novembro de 2007.

Selecado dos animais, manejo e divisao em grupos

Para este estudo foram utilizados 72 ratos machos adultos (Rattus
norvegicus, variacdo albinus, Wistar), com aproximadamente 90 dias de idade e
peso médio de 300g. Os mesmos foram nascidos e mantidos no Biotério da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos - ICT - UNESP. Foram
acondicionados em caixas plasticas, em ambiente com temperatura média de 22 °C
e umidade controlada, em ciclo de claro/escuro de 12 horas e alimentados com
racdo para roedores (Guabi Nutrilabor, Orlandia, SP, Brasil) e 4gua ad libitum.

Aos 90 dias de idade foi realizada cirurgicamente uma lesdo O&ssea
monocortical na tibia de todos os animais. A partir dai os animais foram
aleatoriamente divididos em trés grupos de acordo com 0s seguintes tratamentos:
grupo H - Homeopético tratado com Symphytum officinale 6CH, grupo F —

Fitoterapico tratado com Symphytum officinale 500mg/kg e grupo C — Controle
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tratado com veiculo inerte. Foram eutanasiados seis animais de cada um dos trés

grupos nos periodos experimentais de 7, 14, 21, e 30 dias ap0s a cirurgia.

Procedimento cirargico para realizacdo das lesGes 6sseas

Para a realizacdo da cirurgia os animais foram anestesiados usando-se uma
mistura de cloridrato de xilasina 2% (Anasedan®, Bayer, Sdo Paulo, SP, Brasil),
substancia sedativa e relaxante muscular, com cetamina base (Francotar®),
anestésico geral, na relacdo de 0,8:0,5ml. Esta mistura foi administrada na dose de
0,1ml/100g de peso corporal, por via intramuscular. Os ratos foram pesados para
calcular a dose ideal de anestésico.

ApoOs anestesia foi feita depilacdo manual das patas traseiras e antissepsia
local com alcool iodado. Entdo a pele e o masculo da face lateral interna das patas
traseiras foram incisados longitudinalmente com bisturi com lamina n® 15. Os
musculos foram afastados com espatula n® 7 para expor a face medial da diafise da
tibia, regido onde foi perfurada uma lesdo de 2,5 mm de diametro, com broca
esférica carbide n® 8. Durante a confec¢do da lesédo foi mantida irrigacdo continua
com solucdo fisiolégica para evitar aquecimento local. As perfuracdes foram
realizadas por um operador calibrado, com manipulacdo delicada para evitar danos
na cavidade medular e na cortical contralateral. Apds a estabilizacdo do coagulo
sanguineo na regido da lesdo 6ssea os musculos e a pele foram reposicionados e

suturados com fio de seda n° 4 (Ethicon/Johnson & Johnson) (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Etapas do procedimento cirargico para confec¢do da lesdo 0ssea na tibia.

Figura 2 — Perfuracdo de uma lesdo 6ssea monocortical, usando broca esférica de

2,5 mm, em baixa rotacdo, mantendo irrigacdo continua com soro fisiologico.
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As cirurgias foram realizadas em condicbes de esterilidade controlada. Os
animais ndo mostraram sinais de estresse e de infeccdo no pés-operatorio. Para
este experimento 0s animais ndo receberam analgésicos, anti-inflamatérios ou
antibioticos no poés-operatério para evitar uma possivel influéncia destes
medicamentos no processo de reparacao 0ssea e também para evitar interacdo com
o medicamento homeopatico. Anti-inflamatérios podem interferir na evolucdo da
reparacdo 0Ossea e nao existe consenso em relacdo a certos analgésico e

antibioticos (MOUNTZIARIS, 2011).

Tratamentos experimentais

Os diferentes tratamentos foram iniciados duas horas apos a cirurgia, apés
recuperacdo da anestesia geral, e foram mantidos diariamente até o dia anterior ao

da eutanasia.

Figura 3- Da esquerda para direita: medicamento homeopatico, medicamento
fitoterapico, animal recebendo tratamento através de gavagem.
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Tratamento homeopatico

Foram administrados a cada animal do grupo H - Homeopdtico, através de
gavagem, 02 glébulos de sacarose impregnados de Symphytum officinallis 6CH
(Pharmaciantiga, Sdo Jose dos Campos-SP), dissolvidos em 1 ml de agua filtrada

por dia.

Tratamento do grupo controle

Foram administrados a cada animal do grupo C - Controle, através de
gavagem, 02 glébulos de sacarose inertes, sem medicamento homeopético ou
fitoterapico (Pharmaciantiga, Sdo Jose dos Campos-SP), dissolvidos em 1 ml de

agua filtrada por dia.

Tratamento fitoterapico

Foram administrados a cada animal do grupo F - Fitoterapico, através de
gavagem, 500 mg/Kg de extrato de Symphytum officinale por dia. Cada animal foi

pesado semanalmente para calculo da dose.

Preparo da droga fitoterapica

O medicamento fitoterapico usado para o tratamento foi preparado a partir de
folhas de confrei. O material vegetal foi coletado no sitio Pinheiros, localizado no

bairro Vila Elvio, pertencente ao municipio de Piedade, no Estado de S&o Paulo e
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identificado pelo Prof. Dr. Gokithi Akisue. Foi feita uma exsicata que foi depositada
no Herbéario de Faner6gamas do Instituto de Botanica da Universidade de S&o Paulo
(USP), sob a identificacdo: G. Akissue 032 - SPF.

As folhas da espécie foram colhidas inteiras e secas naturalmente a sombra.
Posteriormente, as folhas foram submetidas a secagem complementar em estufa em
temperatura controlada de 45°C durante 72 horas. Apos a secagem, as folhas foram
pulverizadas em moinho de facas e as particulas resultantes foram padronizadas a
<20 Mesh.

Para a obtencédo do extrato fluido das folhas da espécie foi empregado o
Processo A da Farmacopéia Brasileira 2° ed. (1959) adaptado para as
caracteristicas do estudo. Assim, 1.000 g da droga vegetal pulverizada e
padronizada (particulas < 20 Mesh), foram submetidas a intumescimento a
temperatura ambiente (~25°C) em solucéo hidroetandlica 70% (v/v) por 30 minutos.

O material resultante do intumescimento foi acondicionado em um vaso
percolador. Durante este procedimento foi tomado o cuidado de ndo se compactar o
material excessivamente de modo a néo criar resisténcia e/ou dificultar a passagem
do solvente durante o processo de percolacdo, resisténcia esta, resultante do
possivel aumento da forca de capilaridade frente a pressao hidrostatica do sistema.
A droga vegetal acondicionada no sistema para percolacéo foi adicionada solugéo
hidroetandlica 70% (v/v) até cobrir 10 cm acima do nivel da droga vegetal. O
material ficou em repouso neste estado de maceracao durante 24 horas. Entao foi
iniciado o processo de percolagéo com fluxo controlado de 25 gotas por minuto.

Foram recolhidos os primeiros 850 ml de extrato, 0 que correspondeu a
primeira fragcdo extrativa, a qual foi acondicionada e reservada em vidro &mbar bem

fechado. Esta primeira fracdo extrativa foi armazenada em refrigerador a
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temperatura de 8°C. A percolacdo foi continuada até o esgotamento da droga
vegetal, mantendo-se o fluxo de 25 gotas por minuto até a sua concluséo.

Apoés o0 esgotamento da droga vegetal, a segunda fracdo extrativa obtida foi
concentrada, em aparelho evaporador rotativo acoplado a vacuo, em temperatura de
45°C, e o procedimento foi concluido em aparelho de banho-maria, também em
temperatura de 45°C, até se obter o volume final de 150 ml desta fracdo extrativa.
Este volume foi acrescentado a primeira fragdo reservada, totalizando 1.000 ml de
extrato fluido na proporcédo de 1:1 (ativos sollveis presentes em 1.000 g da droga
vegetal, dissolvidos em 1.000 ml de extrato fluido hidroetandlico).

Uma aliquota, equivalente a 500 g, do extrato fluido obtido foi evaporado para
fins de reducdo do teor de etanol, sendo este processo iniciado em aparelho
evaporador rotativo a 45°C, em vacuo, e concluido em banho-maria. A evaporacéo
foi conduzida, em temperatura de 45°C, até uma reducéo de 75% da massa inicial
do extrato, o que consiste na obtencdo de uma massa de extrato hidroetanélico
evaporado equivalente a 125 g. Este extrato hidroetandlico evaporado das folhas de
Symphytum officinale foi identificado como “EHESo” (Figura 4).

Foi preparada uma disperséo contendo 500 mg.ml* de EHESo em solugéo
aguosa de Tween 80 (monoleato de sorbitanopolioxietileno) a 12,0%. Esta disperséo

foi utilizada para administracao oral aos animais.
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Figura 4- Esquema demonstrativo do processo de producédo da droga vegetal e do

extrato hidroetandlico. Esquema cedido pelo Professor Lincoln Cardoso.

Os procedimentos acima descritos para preparo da droga vegetal e da
amostra para administracdo aos animais foram realizados no Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Pindamonhangaba — FAPI pelo Professor Lincoln

Cardoso.

Eutanasia e coleta da tibia para exame

Para a eutanasia os animais foram submetidos a anestesia geral profunda

seguida de sangria. As tibias foram retiradas, imediatamente fixadas em formol a
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10% e foram encaminhadas para os procedimentos especificos para as analises

propostas na FOSJC - ICT - UNESP.

Preparo do material para analise histologica

Depois de fixadas as tibias foram descalcificadas em solucdo de EDTA 10%
ApoOs descalcificadas as tibias foram encaminhadas para o laboratério de patologia
da FOSJC - ICT — UNESP onde a técnica responsavel incluiu em parafina, fez cortes
histol6gicos seriados de 5-6 um, passando pela regido do defeito 6sseo, e corou por
HE e Tricrémico de Malory.

Os cortes histolégicos foram fotografados com microscépio de luz Zeiss
Axioskop 40 (Carl Zeiss do Brasil) acoplado a camera digital Canon, modelo Power
Shot A640. Foram obtidas trés imagens digitais (formato JPEG) em aumento de
25X, respectivamente de 03 cortes histolégicos para cada animal, da regido central

do defeito, que foram usadas para analise histolégica descritiva da reparacédo 0ssea.
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Resultados

Andlise histoldgica descritiva do periodo de 7 dias

Aos sete dias de reparacao do defeito na tibia todos os grupos apresentaram
as caracteristicas da fase inicial do processo de reparacdo Ossea. O tecido de
reparacdo formava calo 6sseo evidente, constituido por tecido de granulacdo e 0sso
primério. O tecido de reparacao preencheu principalmente a 4rea da lesdo 0ssea e 0
canal medular adjacente, exibindo menor quantidade em localizacdo periosteal
adjacente as bordas do defeito. Observaram-se resquicios de coagulo sanguineo,
areas fibrinosas e tecido de granulacdo em quantidades varidveis, localizados
principalmente na porcdo superior e central do tecido de reparacdo e na area
correspondente ao centro da lesdo 6ssea. O tecido de granulacdo apresentava
numerosos fibroblastos volumosos em meio a numerosas hemécias. No canal
medular e na regido periosteal o tecido 6sseo primario formado mostrava grande
quantidade de osso primario, caracterizado por trabéculas imaturas entremeadas por
tecido conjuntivo frouxo bem vascularizado e com extravasamento de hemacias. As
trabéculas neoformadas se originavam do periésteo, do endosteo e de células
mesenquimais. Estas eram delgadas, bastante interconectadas, com numerosas
lacunas contendo ostedcitos e hemacias e com pouca matriz colagenosa ficando por
iISSO com aspecto poroso. Em alguns animais observou-se tecido osteocondral em
pequena quantidade, nas bordas da lesdo Ossea, misturado ao tecido 0Osseo
neoformado no peridsteo.

Tais caracteristicas embora semelhantes, devido ao fato de todos os grupos

estarem na fase inicial do processo de reparacdo 0ssea, apresentaram pequenas
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diferencas entre os grupos, como pode ser evidenciado no Quadro 1, nas Figuras 5,
6 e 7 e nos comentarios nos paragrafos que se seguem.

No grupo controle sete dias (C7) observou-se calo 0sseo preenchendo
completamente o canal medular em todos os animais, com 0SSO primario
trabeculado, pequena quantidade de coagulo sanguineo e de inflamacéo, espessa
camada de tecido de granulacdo na superficie e reacdo periosteal de pequena ou
meédia intensidade formando trabéculas o¢sseas. Houve formacdo de tecido
osteocondral em metade dos animais. No rato 5 néo foi possivel localizar o defeito
nos cortes histolégicos realizados, por isso 0 mesmo foi desconsiderado ficando o
grupo com n=5.

No grupo tratado com confrei fitoterapico aos 7 dias (F7) o calo 0sseo
preencheu totalmente o canal medular em 2 ratos, 2/3 do canal medular em 3 ratos
e 1/3 do canal medular em 1 rato. A camada de tecido de granulacao na superficie
foi mais delgada que nos grupos controle e homeopético. A quantidade de reacéo
periosteal com formacéo de osso trabecular foi maior que no grupo controle. Houve
mais formacao de tecido osteocondral que nos grupos controle e homeopatico.

No grupo tratado com confrei homeopatico aos sete dias (H7) observou-se
calo 6sseo com area menor que nos grupos controle e fitoterapico. Este preencheu
completamente o canal medular em apenas 1 rato, enquanto nos outros 5 ratos
preencheu cerca de 2/3 do canal medular. A reacéo periosteal foi mais intensa que
no grupo controle e comparavel ao fitoterapico. A camada de tecido de granulacéo
na superficie do calo era mais espessa que no grupo fitoterapico e comparavel ao

grupo controle. Houve formacéo de tecido osteocondral em apenas 1 rato.
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Quadro 1: Caracteristicas histologicas presentes na reparacéo da lesdo 6ssea aos 7
dias nos grupos experimentais Controle (C), Fitoterapico (F) e Homeopatico (H).

Area do

Grupo canal Osso Osso Coagulo : .
experimental | medular | formado no form_ado na sanguineo e Tecido Tecido d~e
0. - cavidade. : = osteocondral | granulacéo
- ndo rato com calo periésteo inflamacéao
65560 medular
C7-rl +++ ++ +++ ++ (%] ++
C7-12 +++ + +++ + (%] +
C7-r3 +++ +++ +++ + + +++
C7-r4 +++ + +++ ++ + +++
C7-15 XX XX XX XX XX XX
C7-r16 +++ ++ +++ + + ++
F7-r1 +++ +++ +++ + + +
F7 -r2 ++ ++ ++ + + +
F7 —r3 ++ +++ ++ + + +
F7 —r4 ++ ++ ++ (%) + +
F7 —r5 +++ +++ +++ + ++ ++
F7 —r6 + ++ + + + +
H7 —rl ++ + ++ + (%) +
H7 —r2 ++ +++ ++ + %) ++
H7 —r3 ++ +++ ++ + %) ++
H7 —r4 +++ ++ ++ +++ (%) +++
H7 —r5 ++ ++ ++ ++ (%) ++
H7 —r6 ++ ++ ++ + + ++

Area total do canal medular preenchida pelo calo 6sseo: +=1/3, ++=2/3, +++=3/3
Quantidade de area preenchida por: osso formado na superficie periosteal, osso formado na cavidade
medular, codgulo sanguineo e inflamacéo, tecido osteocondral, tecido de granulacéo:
@=ausente, +=pouco, ++=medio, +++=muito,
XX: animal excluido.
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C7-rato 1

C7-rato5 C7-rato 6

Figura 5- Grupo Controle 7 dias. Aspecto microscopico da reparacdo Ossea.
Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricrémio de Mallory.
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F7- ratol

F7-rato 3

F7-rato 5 F7-rato 6

Figura 6- Grupo Fitoterapia 7 dias. Aspecto microscépico da reparacdo Ossea.

Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricromio de Mallory.
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H7-rato 1

H7-rato 3

H7-rato 5 H7-rato 6

Figura 7- Grupo Homeopatia 7 dias. Aspecto microscopico da reparacdo Ossea.
Microfotografias em aumento de 25X. Coloracdo Tricrémio de Mallory.
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Andlise histoldgica descritiva do periodo de 14 dias

Aos 14 dias foi possivel observar a evolugdo da maturacao do calo ésseo em
todos os grupos. A area do calo diminuiu nos grupos C e F e aumentou no grupo H.
O aspecto de fase inflamatoéria diminuiu enquanto a formag¢éo de osso novo ficou
mais evidente. As trabéculas de osso primério ficaram mais largas, com maior
quantidade de matriz coldgena e apresentaram ostedcitos bem evidentes.
Trabéculas de aspecto poroso contendo hemécias diminuiram intensamente. As
trabéculas se concentravam principalmente no terco superior do canal medular, ja
esbocando orientacdo para formar uma ponte 0ssea entre as bordas do defeito.
Havia formacao de osso trabecular periosteal menor, mas presente em alguns ratos,
em todos os grupos. O tecido de granulacdo diminuiu de quantidade em todos os
grupos. O tecido osteocondral diminuiu nos grupos controle e fitoterapico e
aumentou no homeopatico. J& se observava tecido hematopoiético ocupando o
canal medular em todos os grupos. As diferencas entre os grupos podem ser
verificadas no Quadro 2, nas Figuras 8, 9 e 10 e nos comentarios abaixo.

No grupo C14 dias (C14), comparado ao C7, observou-se diminui¢cdo da area
do calo 6sseo, da reacdo periosteal, da formacédo de tecido osteocondral e da
quantidade de tecido de granulacao superficial. J& se evidenciava inicio de formacéo
de ponte 6ssea unindo as bordas da lesdo. No rato 5 do grupo C14 dias nao foi
possivel localizar o defeito nos cortes histoldgicos realizados, por isso 0 mesmo foi
desconsiderado ficando o grupo com n=5.

No grupo F14 dias (F14), comparado ao F7, notou-se diminui¢cdo da area do
calo 6sseo e inicio de formacdo de ponte Ossea unindo as bordas da lesédo. A
camada de tecido de granulacdo superficial diminuiu sua espessura. A formacéo

Ossea periosteal e de tecido osteocondral foi menor.
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No grupo H 14 dias (H14), comparado ao H7, notou-se aumento da area do
calo 6sseo e aumento da celularidade e da quantidade de osteoblastos. O calo
0sseo preenchia quase todo o canal medular em metade dos animais e 2/3 do canal
na outra metade. Destacava-se a formacado de 0sso trabecular originado a partir do
endosteo, formando uma camada que contornava a face interna do canal medular,
principalmente no fundo do canal medular. Observaram-se trabéculas largas,
bastante conectadas e celularizadas, com muitos osteoblastos ao seu redor. Havia
inicio de formacao de ponte 6ssea unindo as bordas da lesdo em todos os animais.
O rato 2 do grupo H14 ainda apresentava uma pequena area com trabéculas mais
porosas misturadas a residuo de coagulo sanguineo.

As diferencas entre os grupos F14 e C14 ndo foram muito acentuadas. Em
média houve semelhanca entre a area do calo 6sseo, a quantidade de tecido
osteocondral e a quantidade de neoformacdo de trabéculas 6sseas. No entanto, o
espacamento entre as trabéculas 6sseas foi maior em F14.

Porém, comparando-se C14 e F14 com H14 notava-se que a maturacdo do
calo 6sseo estava menos avancada no grupo H14. A area do calo 6sseo era maior
no grupo H. A por¢éo do calo 6sseo dentro do canal medular era maior no grupo H.
O esboco de formacdo de ponte 6ssea unindo as bordas do defeito era menos
evidente no grupo H. A proliferacdo de osso endosteal era maior no grupo H

(Quadro 2 e Figuras 8, 9 e 10).
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Quadro 2: Caracteristicas histoldgicas presentes na reparagdo da lesdo 0ssea aos
14 dias, nos grupos experimentais controle (C), fitotergpico (F) e homeopético (H).

Area do
Grupo canal Osso _ _ Espaco Espaco
. formado Tecido Tecido de entre entre
experimental medular ~ . .
- n°do rato com calo no osteocondral | granulacdo | trabéculas | trabéculas
655€0 periésteo na medula na ponte
Cl4-r1 +++ + (%) (%) +++ ++
Cl4 —-r2 ++ + (%) + ++ +
Cl4 —r3 ++ ++ + ++ ++ +
Cl4-r4 ++ + (%) + ++ +
Cl4 -5 XX XX XX XX XX XX
Cl4 -6 + + %] ) +++ +
F14 —rl1 ++ ++ + + +++ ++
F14 —r2 ++ + (%) + +++ ++
F14 —r3 + %) %) + +++ ++
F14 —r4 ++ + + + +++ ++
F14 -5 ++ (%) (%) + +++ ++
F14 —r6 ++ + (%) + +++ ++
H14 -rl +++ + %) 1 1 i
H14 —r2 +++ + %) 1 1 i
H14 —r3 ++ + + + + +
H14 —r4 +++ ++ ++ + + +
H14 —r5 ++ %) %) + ++ +
H14 —r6 ++ ++ ++ ++ ++ ++

Area total do canal medular preenchida pelo calo 6sseo: +=1/3, ++=2/3, +++=3/3

Quantidade de area preenchida por: osso formado na superficie periosteal, tecido osteocondral,
tecido de granulacdo, espaco entre trabéculas medulares e espaco entre trabéculas na ponte 6ssea:
@=ausente, +=pouco, ++=medio, +++=muito,

XX: animal excluido.



35

Cl4-rato 1 C14-rato 2

Cl4-rato 3 Cl4-rato 4

C14- rato 5

C14- rato 6

Figura 8- Grupo Controle 14 dias. Aspecto microscopico da regeneracdo Ossea.

Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricrémio de Mallory.
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F14- rato 1

F14- rato 3 F14- rato 4

F14-rato 5 F14- rato 6

Figura 9- Grupo Fitoterapia 14 dias. Aspecto microscopico da regeneragcdo 0ssea.

Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricrémio de Mallory.
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H14-rato 1

H14- rato 3 H14-rato 4

H14- rato 5 H14- rato 6

Figura 10- Grupo Homeopatia 14 dias. Aspecto microscépico da regeneracao 0ssea.

Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricrémio de Mallory.
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Andlise histoldgica descritiva do periodo de 21 dias

Aos 21 dias o calo 6sseo estava em uma fase mais avangada do processo de
reparacdo. N&o foi mais encontrado tecido osteocondral ou tecido de granulagao. A
formagdo 6ssea no periésteo diminuiu sensivelmente. A &rea do calo 0sseo
preenchendo o canal medular também diminuiu em todos os grupos, com liberacdo
do espaco para a medula 6ssea. Todos 0S grupos apresentavam uma ponte 0ssea
unindo as bordas do defeito, com alguns pontos de fusdo com a cortical
remanescente. A ponte dssea era geralmente mais delgada que a cortical original. A
ponte era constituida principalmente por osso trabecular. As trabéculas eram mais
largas e menos espacadas que aos 14 dias. Em varios animais as trabéculas da
ponte estavam entremeadas com poucas areas de 0sso compacto, sinais de
remodelacdo parcial. As diferencas entre os grupos podem ser evidenciadas no
Quadro 3 e nas Figuras 11, 12 e 13.

Comparando C14 e C21 foi observado diminuicdo da é&rea do calo e
diminuicdo do osso periosteal. A ponte 6ssea formada era estreita, constituida
basicamente por 0sso trabecular, as trabéculas eram mais largas que aos 14 dias e
com menor espacamento entre si. Areas de o0sso compacto remodelado eram
encontradas nas extremidades da ponte.

Comparando F14 e F 21 foi observada intensa diminuicdo da area do calo no
canal medular. Este estava localizado principalmente na regido da lesao cortical,
formando uma ponte Ossea. Esta era formada principalmente por osso trabecular,
porém 4 ratos ja tinham pequenas areas de o0sso compacto. O espago entre as

trabéculas diminuiu.
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Comparando H14 e H 21, diminuiu bastante a area do calo no canal da
medula e a formacgao de 0sso periosteal. As pontes 0sseas eram bem organizadas e
evidentes.

N&o foram evidenciadas muitas diferencas histologicas entre os 3 grupos aos
21 dias. No entanto, a largura da ponte 6ssea foi maior nos grupos tratados com
confrei que no controle. Observou-se maior remodelacdo do osso neoformado no
grupo H21, pois a quantidade de trabéculas 6sseas no canal medular foi menor

neste grupo.

Quadro 3: Caracteristicas histoldgicas presentes na reparacdo da lesdo 0ssea aos
21 dias, nos grupos experimentais controle (C), fitoterapico (F) e homeopético (H).

Area do
Grupo canal Osso Largura Espago Osso Osso
experimental medular formado no ponte eqtre trabecular | compacto
n°do rato com periésteo Ossea trabéculas na ponte na ponte
calo na ponte
6sseo

C21-rl ++ ) + + + +
Cc21-r2 + + ++ + + +
C21-r3 ++ (%] ++ ++ ++ (%]
C21-r4 + ) + ++ ++ %)
C21-15 + ++ + + + %)
C21-1r16 ++ ) + + + +
F21-rl1 + + +++ + ++ +
F21—-r2 ++ (%) + A A +
F21 -r3 + (%) ++ A A +
F21-r4 + + ++ + ++ (%)
F21 —r5 %) ) il A A s
F21 -6 %) (%) +++ A +++ %)
H21 -r1 + + ++ + + +
H21 —r2 XX XX XX XX XX XX
H21 -r3 + + ++ + ++ (%)
H21 -r4 (%) + ++ + + ++
H21 -r5 + (%) ++ + ++ +
H21 —r6 %) + ++ A S )

Area total do canal medular preenchida pelo calo 6sseo: @=ausente, +=1/3, ++=2/3, +++=3/3.
Quantidade de é&rea preenchida por: osso formado na superficie periosteal, espacamento entre
trabéculas na ponte dssea, 0sso trabecular na ponte ssea e 0sso compacto na ponte éssea.
@=ausente, +=pouca, ++=média, +++=muita.

Largura da ponte ésseal/largura da cortical 6ssea: +=1/3, ++=2/3, +++=3/3..

XX: animal excluido do grupo.
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C21-rato 2

C21- rato

T
T

C21-rato 5 C21-rato 6

Figura 11- Grupo Controle 21 dias. Aspecto microscopico da regeneracdo 0Ossea.
Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricromio de Mallory.
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F21-rato 1

F21- rato 3

F21- rato 5 F21-rato 6

Figura 12- Grupo Fitoterapia 21 dias. Aspecto microscopico da regeneracao éssea.
Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricrémio de Mallory.
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H21-rato 1

H21- rato 3

H21-rato 5 H21-rato 6

Figura 13- Grupo Homeopatia 21 dias. Aspecto microscopico da regeneracao 0ssea.
Microfotografias em aumento de 25X. Coloracéo Tricrémio de Mallory.
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Andlise histoldgica descritiva do periodo de 30 dias

No periodo de 30 dias a ponte 0ssea unindo as bordas do defeito mostrou
remodelacdo mais avancada que aos 21 dias. No entanto, em nenhum dos grupos a
ponte 6ssea atingiu a largura do osso cortical original nem completou a remodelagéo
para 0sso compacto. Nas extremidades da ponte havia mais 0Sso compacto e na
porgcéo central mais osso trabecular. A fusdo do 0osso novo com a cortical estava
mais acentuada, por vezes tornando dificil evidenciar o limite entre a ponte dssea e
a cortical original. Em todos os grupos ainda se evidenciava discreta proliferacéo
Ossea periosteal em alguns animais. Havia uma camada delgada de osso compacto
superposta na superficie endosteal em todos os grupos. De um modo geral nao
houve muitas diferencas microscopicas entre os 3 grupos. Estas podem ser

observadas no Quadro 4 e nas Figuras 14, 15 e 16.
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Quadro 4: Caracteristicas histoldgicas presentes na reparagdo da lesdo 0ssea aos
30 dias, nos grupos experimentais controle (C), fitoterapico (F) e homeopético (H).

Grupo Osso Largura Eesr?tarl go Osso Osso
experimental | formado no ponte trabéculas trabecular | compacto
n®do rato periésteo Ossea na ponte na ponte
na ponte
C30-r1 + ++ + + ++
C30-r2 + ++ + ++ +
C30-r3 + +++ + + ++
C30-r4 ++ ++ + ++ +
C30-15 + ++ + ++ +
C30-16 ++ ++ + + ++
F30-r1 + ++ IF IF ++
F30-r2 + ++ + + ++
F30 -r3 + + + ++ +
F30-r4 @ ++ " " ++
F30 -5 + ++ + + ++
F30 —r6 @ ++ A" A" ++
H30-rl @ ++ " AFF +
H30 -r2 + ++ + + ++
H30 —r3 @ ++ " " ++
H30-r4 @ ++ " " ++
H30 -r5 + ++ + ++ +
H30 - r6 + ++ + ++ +

Quantidade de area preenchida por: osso formado na superficie periosteal, espagamento entre
trabéculas na ponte 6ssea, 0sso trabecular na ponte 0ssea e 0SS0 compacto na ponte 6ssea.
@=ausente, +=pouca, ++=média, +++=muita.

Largura da ponte ésseal/largura da cortical 6ssea: +=1/3, ++=2/3, +++=3/3..
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C30-rato 1

C30-rato 3 C30-rato 4

C30- rato 5 C30- rato 6

Figura 14- Grupo Controle 30 dias. Aspecto microscépico da regeneracdo Ossea.

Microfotografias em aumento de 25X. Coloracdo Tricrémico de Mallory.
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F30- rato 1 F30- rato 2

F30- rato 3 F30-rato 4

F30- rato 5 F30- rato 6

Figura 15- Grupo Fitoterapia 30 dias. Aspecto microscopico da regeneracao éssea.

Microfotografias em aumento de 25X. Coloracdo Tricrémico de Mallory.
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H30-rato 1

H30- rato 3 H30-rato 4

H30- rato 5 H30- rato 6

Figura 16- Grupo Homeopatia 30 dias. Aspecto microscopico da regeneracao éssea.

Microfotografias em aumento de 25X. Coloracdo Tricrémico de Mallory.
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Discussao

As fraturas Osseas representam um impacto significativo na saude publica
mundial. Tem sido observado um aumento na incidéncia e na prevaléncia de fraturas
e o tratamento se tornou mais complexo e dispendioso. As fraturas podem ser
associadas a causas internas como o envelhecimento da populacdo, osteoporose,
cancer, infeccbes. Também estdo ligadas a causas externas como Vvioléncia,
acidentes trauméticos, intervencgdes cirargicas e outras.

Independente da causa, parte das fraturas € reparada sem muitas
complicagbes. O seu tratamento geralmente implica em imobilizacdo adequada,
analgésicos, anti-inflamatorios e antibiéticos. Mas, diversos fatores podem prejudicar
a reparacdo Ossea. Estima-se que 5 a 10% destas desenvolvam problemas e
necessitem de intervencdes médicas complexas, cirurgias e maior suporte
medicamentoso (VICTORIA et al., 2009).

A intervencdo medicamentosa na regeneracdo 6ssea representa ainda um
grande desafio em procedimentos médicos e odontoldgicos.

Poucas sdo as pesquisas cientificas sobre medicamentos alternativos,
complementares e homeopéaticos que atuem estimulando a regeneracdo 0ssea.

Em revisdo da literatura constata-se que o conhecimento sobre reparo de
fraturas e regeneracdo Ossea evoluiu bastante. Nos ultimos 20 anos as pesquisas
nessa area expandiram, os artigos cientificos se multiplicaram abordando novos
tratamentos e intervencgdes. Foram desenvolvidas técnicas cirurgicas diferentes, com
ou sem fixacdo das extremidades com pinos e placas, associados ou nao a

medicamentos.
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O conhecimento fisiolégico funcional sobre reparacéo de fraturas avancou nas
Gltimas décadas e é mais detalhado. O tecido 6sseo é um dos poucos tecidos que
pode se recuperar sem formacéo de cicatriz. O processo de reparacdo de fraturas
recapitula fases do desenvolvimento 6sseo e por isso pode ser considerado como
uma forma de regeneracdo. Baseado nestes principios observa-se regeneracao
0ssea indireta ou direta.

O tipo mais comum de reparacao de fraturas € a indireta, que pode ser por via
osteocondral ou por via intramembranosa. Também pode haver associacdo das
duas vias, todas resgatando mecanismos da formacdo do tecido Osseo. A
osteocondral passa pela formacdo prévia de tecido cartilaginoso, que sera
posteriormente substituido por osso. Ocorre formacdo de quantidade variada de
cartilagem, na dependéncia da presenca de mobilidade, de estresse e carga no
local, do tamanho e da complexidade da lesdo, e das complicacbes associadas
(GERSTENFELD et al, 2006; DIMITRIOU, 2005).

A reparagdo das fraturas ocorre em etapas ou fases superpostas em
sequéncia (MARSELL e EINHORN, 2011).

A primeira é a fase inflamatdria aguda. Nesta fase a lesdao € preenchida por
coagulo sanguineo que se estabiliza, misturado a células da medula 6ssea. Varios
mediadores quimicos séo liberados e se inicia uma inflamagéo localizada. Ocorre
entdo a formacao de tecido de granulacéo e estimulo a diferenciacdo e proliferacédo
de células osteogénicas (RAHN, 2002).

Esta fase € uma resposta biologica importante e pode ser manipulada para
melhorar a regeneragédo o0ssea (MOUNTZIARIS et al, 2011). A inflamacao crbnica é
prejudicial ao reparo 0sseo, no entanto a resposta inflamatdria aguda que ocorre na

primeira semana tem papel importante e envolve secre¢cdo de mediadores quimicos
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que estimulam angiogénese, diferenciacdo osteogénica de células mesenquimais,
proliferacdo e atividade celular (GERSTENFELD et al, 2003, CHO et al, 2002,
KERAMARIS et al, 2008, LEHMANN et al, 2005, SFEIR et al, 2005).

A segunda fase € a proliferativa, na qual as células osteogénicas ja
diferenciadas proliferam e ocupam a area lesionada formando o calo 6ésseo mole.
Células condroides formam cartilagem que sera posteriormente substituida por osso.
Osteoblastos formam 0sso novo primario e sintetizam matriz 6ssea. Esta matriz vai
se acumulando e circundando os futuros ostedcitos. Enquanto isso, osteoclastos
reabsorvem o 0sso danificado.

Células de diversas origens participam da regeneracéo 0ssea. As fontes mais
significativas sao: a superficial periosteal, a superficial endosteal e a mesenquimal a
partir de células da medula 6ssea.

A terceira fase de maturacdo do calo 6sseo envolve reabsorcdo primaria e
consolidagéo, constituindo o calo duro. Ocorrem reabsorcéo e calcificagcao do tecido
cartilaginoso que € progressivamente vascularizado e substituido por 0sso primario.
Continua sendo formado 0sso novo que apresenta arranjo em trabéculas com
participacdo maior do periosteo.

A fase final é a de remodelacdo do calo 6sseo. O osso trabeculado formado
por osteoblastos ganha aspecto de 0sso lamelar e compacto e 0 excesso de 0SSO
formado no calo é reabsorvido por osteoclastos. Assim, 0 0sso novo fica com a
estrutura semelhante ao osso original, por isso pode se falar em regeneracao.
Embora a remodelacdo comece na terceira ou quarta semana de reparo, Sse
completa somente em alguns meses (GERSTENFELD et al., 2005; GERSTENFELD

et al., 2003, MARSELL e EINHORN, 2011).
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Atualmente diversos modelos experimentais sédo utilizados para estudo da
regeneracao 0ssea. Eles favorecem diferentes vias de reparacédo, dependendo do
tamanho e da complexidade da leséo, da quantidade de fragmentos, da presenca de
mobilidade. Outros fatores como infec¢ao e necrose também podem interferir.

Em nosso estudo foi utilizado um defeito cortical produzido por perfuracéo
com broca. Os defeitos 6sseos monocorticais permitem a padronizacdo de um
tamanho especifico e um formato regular. Além disso, garantem a estabilidade rigida
dos tecidos no local do defeito. A maior parte da cortical ao redor da leséo
permanece intacta e sem mobilidade. Também pode se controlar a presenca de
fragmentos na lesdo e o tamanho e espaco entre eles. A mobilidade é um fator muito
importante que interfere na formacao do calo modificando seu tamanho, o tempo de
reparo, a quantidade de cartilagem e outros aspectos.

O padrao de reparacdo em defeitos 6sseos circulares de pequeno diametro,
em torno de 2,5mm, € bem documentado e tem sido usado por varios pesquisadores
(DRAENERT e DRAENERT, 1980; SHAPIRO, 2008).

O modelo experimental utilizado neste projeto privilegiou a regeneracédo por
via intramembranosa, mas a participacao da via endocondral eventualmente ocorreu
em intensidade muito pequena. Trata-se de um defeito de tamanho pequeno, nao
critico, que tem capacidade para se regenerar mesmo sem tratamento. Como
somente uma pequena area da cortical foi lesionada néo houve necessidade de fixar
as extremidades e assim ndo houve interferéncia de mobilidade no processo de
reparacdo, o que explica a pouca participacdo da via endocondral. Aléem desta
vantagem este modelo experimental permitiu comparar defeitos de tamanho

padronizado, eliminar a influéncia de reacdo a elementos estranhos como pinos e
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placas e também padronizar o estimulo inflamatério que ficou semelhante entre os
grupos e os animais.

A analise histolégica se mostrou um método confiavel e adequado para
evidenciar e acompanhar as fases evolutivas da reparacédo de lesdes ésseas, para
demonstrar o efeito dos tratamentos e para verificar as diferencas entre eles.

Aos sete dias observamos a fase inflamatéria da reparacdo. O calo se
localizava principalmente na cavidade medular, provavelmente devido a predominio
de estimulo para as células mesenquimais e endosteais. A area total do calo e a
qguantidade de tecido de granulacdo foi menor nos 2 grupos tratados com
Symphytum que no grupo controle (C). No entanto, avaliando outros aspectos da
reparacdo que nao o tamanho do mesmo, foi possivel observar o efeito dos
tratamentos. O Symphytum fitoterapico (F) estimulou maior reagéo periosteal e maior
formacao de tecido osteocondral que C e H. O Symphytum homeopético (H) formou
maior reagcao periosteal que C. Comparando os 2 grupos tratados, o grupo H teve
area de calo menor, muito pouco tecido osteocondral e mais tecido de granulacdo
que F (Quadro 1, Figuras 5, 6 e 7). Consideramos estes dados como sinais positivos
de estimulo do Symphytum na proliferacéo 6ssea periosteal, sendo o F melhor que o
H, e também como sinal evidente de estimulo de F para a formacdo de tecido
cartilaginoso.

Aos 14 dias o aspecto de fase inflamatdria diminuiu enquanto a formacao de
0ss0 novo ficou mais evidente. Houve uma inversdo na resposta, a area total do calo
diminuiu nos grupos C e F e aumentou no grupo H. Apesar do estimulo para
formacado de tecido cartilaginoso ter aumentado no grupo homeopatico, ele foi em
geral menor que no fitoterapico, considerando-se o total das 2 semanas de

reparacdo. Comparando os 3 grupos verificou-se que a maturacdo do calo estava
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menos avancada no H. Interpretamos este dado como representando que a acéo do
medicamento homeopatico de estimulo ao reparo 0sseo sobre as células
mesenquimais e endosteais ocorreu alguns dias depois do fitoterapico (Quadro 2,
Figuras 8, 9 e 10).

Aos 21 dias a ponte 0ssea fechando o defeito ja estava presente em todos os
grupos. O excesso de tecido formado no calo ja tinha sido reabsorvido tanto na parte
externa periosteal quanto no canal medular. A remodelacdo do calo ainda néo
estava completa, mas era evidente em todos os grupos. A largura das pontes
Osseas foi discretamente maior nos 2 grupos tratados que no controle e em F foi
discretamente maior que em H. Neste periodo novamente constatamos que, embora
a diferenca ndo tenha sido marcante, os tratamentos continuaram estimulando a
reparacao 0ssea. Considerando a remodelacdo do calo dsseo verificamos que esta
foi maior em H que em F, uma vez que a intensidade de diminuicdo da area do calo
de 14 dias para 21 dias foi maior em H que nos outros grupos. O possivel retardo na
resposta reparadora no grupo H observada de 7 para os 14 dias foi recuperada e a
guantidade de osso lamelar aos 21 dias era equivalente nos grupos F e H (Quadro
3, Figuras 11, 12 e 13).

Aos 30 dias a remodelacdo ndo estava completa e ndo houve grandes
diferencas entre os 3 grupos. Este periodo de tempo néo foi suficiente para verificar
qual tratamento estimularia a remodelacdo completa mais rapidamente. Seria
necessario aguardar um tempo maior.

Apesar das observacOes neste estudo serem referentes apenas as fases
iniciais da reparacdo foi possivel verificar que o tratamento com Symphytum
officinale, tanto fitoterapico quanto homeopatico, interferiu no processo. Ambos

formaram mais 0sso periosteal que o controle. O fitoterapico estimulou formacgéo de
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tecido osteocondral em maior quantidade e mais precocemente. O homeopatico
formou menos tecido osteocondral que o F, mas aos 14 dias superou o controle.

A formacdo O6ssea na superficie periosteal e a formacdo de tecido
osteocondral sdo elementos importantes na reparacéo 0ssea, principalmente por via
endocondral, quando ha mobilidade das extremidades d&sseas ou multiplos
fragmentos (SHAPIRO, 2008).

A acdo do H sobre as células mesenquimais e endosteais demorou mais para
ocorrer, no entanto a sua remodelacdo 6ssea foi mais rapida. A remodelacdo é uma
etapa fundamental para a regeneracdo, isto €, para devolver ao tecido as
caracteristicas de se tornar igual ao tecido original, sem cicatriz. Sera que esta
melhor remodelacado faz o Symphytum homeopatico melhor que o fitoterapico? Sera
necessario estudar em um periodo mais longo para se completar a remodelacgéo.
Além disto, também sera preciso testar a qualidade e a resisténcia do 0Sso
regenerado.

O que justifica ou explica essas pequenas diferencas? Qual tipo celular foi
estimulado? Qual funcdo celular foi estimulada? A andlise histologica deveria
responder essa questdo. No entanto, este fato ndo ficou totalmente claro. Seria
necessaria uma andlise mais detalhada, com identificagdo dos tipos celulares e de
suas atividades.

O modelo de estudo usado ndo apresentou mobilidade das extremidades
Osseas. Trata-se de um defeito monocortical pequeno, com estabilidade garantida,
que privilegiou a reparacdo por via intramembranosa. Mesmo assim, um pouco de
reparacdo por via endocondral também se desenvolveu. Houve predominio de

neoformagdo Ossea a partir da medula, provavelmente originada de células
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mesenquimais, e neste aspecto a diferenca dos tratamentos para o controle néo
ficou clara.

Porém, os tratamentos mostraram maiores estimulos de proliferacdo 6ssea
periosteal que o controle. Sera que trabalhando com um modelo de fratura com
separacdo das extremidades 6sseas, com algum grau de mobilidade, que tivesse
estimulado o reparo por via endocondral teria respondido de modo diferente aos
tratamentos?

Sera que trabalhando com lesGes maiores a resposta teria sido diferente?
Trabalhar com um defeito critico, que néo regenerasse espontaneamente, faria um
confronto de controle interessante para verificar o estimulo dos tratamentos. O
tamanho de 2,5 mm que utilizamos né&o representa um defeito critico.

O controle com placebo que utilizamos na verdade foi mais direcionado para
submeter os animais ao estresse de medicacdo semelhante, devido a manipulacéo
da gavagem.

Existem varias vias através das quais uma lesdo éssea pode se curar. Para
alcancar uma regeneracdo completa do tecido 6sseo muitos fatores anatémicos,
fisiolégicos, bioquimicos e biomecénicos estéo inter-relacionados e devem ocorrer
de modo harmonioso.

Acredito que quando a experimentacdo homeopética do Symphytum officinale
foi realizada nao foram feitas estas consideracdes. Os livros homeopaticos de
matéria médica nao relatam detalhes nesta direcao.

Apesar do atual conhecimento sobre regeneracdo 0ssea, muitas questdes
ainda permanecem sem entendimento. S&0 necessarios mais estudos analisando a

acdo do Symphytum officinale na regeneracao 6ssea.
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Dentro das condigbes deste estudo podemos dizer que o Symphytum
officinale na formulacdo homeopatica, apesar da alta diluicao, foi tdo eficiente quanto
o fitoterapico. A alta diluicdo usada na homeopatia ndo diminuiu o efeito da planta na
regeneracdo Ossea. Faz-se necessario avaliar o efeito em tempo maior de
tratamento e em outros modelos experimentais ou no ser humano.

O efeito positivo do Symphytum officinale homeopéatico no reparo €
importante. Ndo podemos esquecer a toxicidade do fitoterapico que levou inclusive a
proibicio de seu uso interno. Ndo ha relatos de toxicidade da formulagcéo
homeopatica e provavelmente na diluicdo utilizada ndo teremos esse tipo de
problema.

A investigacdo do efeito deste medicamento na formulagcdo homeopética na
regeneracdo Ossea sera de grande utilidade, fato reforcado por ser este um

medicamento alternativo de baixo custo, e de facil acesso a populacéo.
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Conclusoes

Dentro das condicdes e limitacdes deste estudo foi possivel concluir que nas
fases iniciais do processo de reparacao de lesdes 0sseas:

Os tratamentos com Symphytum officinale fitoterapico e homeopético
estimularam a reparacao 0ssea,

O medicamento homeopatico Symphytum officinale 6CH apresentou
formacéo de osso na cavidade medular alguns dias mais tardia que o fitoterapico,

O medicamento fitoterdpico Symphytum officinale estimulou formacdo de
tecido osteocondral e de tecido 6sseo periosteal,

O medicamento homeopético Symphytum officinale 6CH estimulou a
formacdo de tecido &sseo periosteal e apresentou remodelacdo déssea mais
rapidamente,

S&o0 necessarios mais estudos analisando os efeitos do Symphytum officinale.
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