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EPIGRAFE

"H& homens que lutam um dia e sdo bons.

Ha outros que lutam um ano e sdo melhores.
Ha& os que lutam muitos anos e sdo muito bons.
Porém, h& os que lutam toda a vida.

Esses sdo os imprescindiveis.”

Bertolt Brecht.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...ttt 11
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ... 13
RESUMO .ottt ettt e e a e s e e e e e e s 15
AB ST RACT e e 16
1 INTRODUGAO .....ooviiececeeeeeeee e, 17
2 REVISAO DA LITERATURA ..o, 19
2.1 Estrutura 0ssea X OStEOPOIOSE .......cccevvvvveeeeeevrriiiiiiiiieeeeenn 19
2.2 REPAIO OSSEO ...cooiiiiiiie ettt 22
2.3  Método para avaliagdo da qualidade 6ssea ........................ 23
2.4 ARNICA MONTANA e 26
3 210 =10 151 (07X 0 TR 31
4 MATERIAIS E METODOS .....ooiiiieeceeeeeee e, 32
4.1  Manuseio geral dos animais e consideragdes éticas ........... 32
4.2 ANESIESIA ..ttt 33
G B O ) V7= 14 = Tox (o] 1 ] - N UORRSR 33
4.4  Execucdo da lesdo 0ssea e tratamento ...........cccevvvveeeeeeennnn. 34
4.5  Eutanasia dos aniMmaisS ......ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e e e e 35
4.6 Radiografia e avaliacdo da densidade Optica das tibias ...... 36
4.7  Analises morfologicas das tibias por MEV ...........cccccceiennnn. 37
4.8  Preparo das tibias para ensaios biomecanicos ................... 38
4.9 Teste de flexao em trés PONtOS ......cccevvvvvvviiiiiiiiieiieeeeeeeeeeee, 39
4.10 Analise estatistiCa ...........ccooeiiiiiiiiiiiiie e 40
5 RESULTADOS ...t 42
5.1 Dimensdes das tibias .......ccccccuvviiiiiiiiiiieiiiiieeeeee 42

5.1.1 Avaliacdo da densidade oOptica das tibias ............cccceevvvnnees 43



5.1.2 Teste de flexdo em trés pontos ..........ccceevvvvveeevrivivniiiieeeeenn, 44

52  AVALIACAO MORFOLOGICA .....ccocoveeeeeeeeeeeeeeeeenns 44
5.2.1 Periodo de 6 dias .........ccoeeeeiiiiiiiiieeeeeeieeee e 45
5.2.2 Periodo de 12 dias .......ccvveeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeiee e 45
5.2.3 Periodo de 18 diaS ......cvvieiiiiiiiiiiieeeee e 46
5.2.4 Periodo de 28 diaS .....ccevvuiiiiiiiiieiieeeeeeee e 46
6 DISCUSSAQ ..ottt 52
7 CONCLUSAOD ..ottt 59
8 REFERENCIAS .....oovitiieeeeeceee et 60

ANEXO A e 66



Lista de Figuras

Figura 1 — A) Flores de Arnica montana; B) a flor em detalhe ..... 27
Figura 2 — Férmula quimica da Helenalin..............cccccceviiiiiinnn.n. 27
Tabela - Distribuicdo dos animais por grupos e tratamentos........ 32

Figura 3 — A) Animal anestesiado e depilado preparado para a
cirurgia; B) lesdo monocortical na tibia direita.....................ooee 35

Figura 4 — Aparelho radiogréfico Gendex 765DC (Gendex
Dental Systems, Dentsply International, Chicago, IL, USA).......... 37

Figura 5 — Embutimento da amostra em resina baquelite............. 37

Figura 6 — A) Preparo das amostras para a MEV. Realizacéo do

recobrimento com ouro; B) material ja recoberto.............cccccce..... 38

Figura 7 — Medicdes das dimensdes das tibias. Comprimento;
B) diametro da parte distal..........cccceeeeiiiiiiiiiii 39

Figura 8 — A) Maquina universal de ensaio EMIC DL 2000; B)
aplicacdo de carga no centro do corpo-de-prova especifico,

apoiado em dOIS PONTOS........iiiiiiiiiiiie e ee et e e e e aeens 40

Figura 9 - Gréafico de colunas dos valores médios (desvio

padrdo) do comprimento total das tibias.............cccccceeeiiiiiiiinnns 42

Figura 10 — Grafico de colunas dos valores médios do diametro

da parte distal das tibias...........ccceeeviiiiiiiiii e 43

Figura 11 - Gréfico de colunas dos valores meédios do

histograma das tibias. .........cccueeiriiiiiiiii e 43

Figura 12 — Grafico de colunas dos valores médios das fraturas 44



mediante a forca aplicada nas Mesmas.........cccccceeeeeeeeveeeeeeeevnnnnnn,

Figura 13 - Imagens de MEV da regido de reparo na leséo das
tibias, vista superior e corte longitudinal, no periodo de 6 dias de
tratamento: SHAM PL (Ae B),OVZPL(CeD),OVZTM (E e F),
OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 VEzZes)......cccccevveeeveeeeeennn.

Figura 14 - Imagens de MEV da regido de reparo na lesdo das
tibias, vista superior e corte longitudinal, no periodo de 12 dias
de tratamento: SHAM PL (Ae B), OVZPL (CeD),OVZTM (E e

F), OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 vezes)........vvvvenns

Figura 15 - Imagens de MEV da regido de reparo na lesdo das
tibias, vista superior e corte longitudinal, no periodo de 18 dias
de tratamento: SHAM PL (Ae B), OVZPL (CeD),OVZTM (E e

F), OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 vezes)........vvvvvnnnns

Figura 16 - Imagens de MEV da regido de reparo na leséo das
tibias, vista superior e corte longitudinal, no periodo de 28 dias
de tratamento: SHAM PL (Ae B), OVZPL (CeD),OVZTM (E e
F), OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 vezes)............ccccc.......

48

49

50



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

M = Micrometro

BMP = Bitmap (mapa de bits)

BMU = Unidade Multicelular Bésica

BSE = MEV em modo de Elétrons Retroespalhados
Cal/P = Relacao Célcio/Fosforo

CCD = Charged-Coupled Device

CH = Centesimal Hahnemanniana

cm = Centimetro

COBEA = Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
CVv = Coeficiente de variacao

DMO = Densidade Mineral Ossea

Dpi = Dots per inch (pontos por polegadas — ppp)
FDA = Food and Drug Administration

g = Grama

IC = Intervalo de Confianca

Kg/m? = Quilograma/metro quadrado

Kv = Quilovolt

mA = Miliamperagem

Max = Maximo

MEV = Microscopia Eletrénica de Varredura

Min = Minimo

mL = Mililitro

mm = Milimetro

NaCl = Cloreto de Sodio

OMS = Organizacao Mundial de Saude

ovz = Ovariectomia



PL
PNPIC
p-valor
SHAM
Trat.

falso tratamento

Politica de Praticas Integrativas e Complementares
resultado de cada comparacéo

falsa ovariectomia

Tratamento



Silva, E. Avaliagdo da qualidade do reparo 0sseo em ratas
ovariectomizadas, lesionadas e tratadas com Arnica montana fitoterapica
e homeopédtica. [dissertacdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Universidade Estadual
Paulista; 2012.

RESUMO

Dados estatisticos nacionais e mundiais demonstram que o numero de
individuos idosos tende a crescer de maneira exponencial nos préximos
anos, tornando-se uma populacao significantemente e proporcionalmente
maior que as demais. Entre as doencas mais comuns nesta faixa etaria
encontra-se a osteoporose, doenca que reduz a massa esquelética e
deteriora a microarquitetura do osso causando fragilidade e aumentando
o risco de fraturas. Este estudo teve como proposta avaliar o efeito da
Arnica montana fitoterapica e homeopéatica no reparo de lesGes 6sseas,
visando uma possivel forma de tratamento de fraturas na vigéncia de
osteoporose. Os ensaios experimentais foram realizados em ratas Wistar
adultas, divididas em quatro grupos: ovariectomizado tratado com Arnica
montana 6CH (OVZ 6CH); ovariectomizado tratado com Arnica montana
tintura mae (OVZ TM); ovariectomizado tratado com placebo (OVZ PL) e
animais com falsa cirurgia de ovariectomia e tratado com placebo (Sham
PL). Apés 45 dias da cirurgia sham ou de ovariectomia, foi realizada uma
lesdo O0ssea monocortical na tibia de todos os animais e iniciados 0s
respectivos tratamentos. Os animais foram eutanasiados apds, 6, 12, 18 e
28 dias e as tibias retiradas para avaliacdo das suas dimensfes e analise
do reparo 6sseo através de densidade Ossea radiografica, ensaios
biomecanicos e microscopia eletronica de varredura (MEV). Os dados
foram submetidos a analise estatistica pelos testes de ANOVA e Tukey
(p<5%). Demonstraram que o tratamento com arnica 6CH foi melhor que
o0 com arnica TM quanto a resisténcia e a qualidade da regeneracao
0ssea, enquanto a TM mostrou melhor valor de densidade 6ptica.

Palavras-chave: Osteoporose. Arnica montana. Homeopatia. Fitoterapia.
Exames Radiograficos. Flexdo de trés Pontos. Microscopia eletrbnica de
varredura.



Silva E. Quality of bone repair in ovariectomized rats with bone lesions
treated with phytotherapic and homeopathic Arnica montana [dissertation].
Sao José dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos,
UNESP - Univ. Estadual Paulista; 2012.

ABSTRACT

National and international data show that in the next years the elder
population tends to have an exponential increase becoming to be
significantly higher than the other age population. Among the frequent
diseases in the elderly is osteoporosis, a disease that decreases bone
mass and deteriorates bone structure causing fragility and a high risk of
fracture. The aim of this study was to evaluate the effect of phytotherapic
and homeopathic Arnica montana on bone repair quality, aiming its
possible use in the treatment of bone fracture in patients with
osteoporosis. This experimental study was realized in Wistar adult female
rats divided in 4 groups according to the following treatments:
ovariectomized treated with Arnica montana 6CH (OVZ 6CH);
ovariectomized treated with extract of Arnica montana (OVZ TM);
ovariectomized with false treatment with placebo (OVZ PL) and rats with
sham surgery and false treatment with placebo (Sham PL). In a period of
45 days after ovariectomy or sham surgery all animals were drilled a
monocortical lesion in their tibiae and began the proposed treatments.
They were euthanized after 6, 12, 18 e 28 days and had the tibiae
removed to evaluation of tibiae dimensions and bone repair by
radiographic density, biomechanical test and electronic scan microscopy
(MEV). Data were analyzed by ANOVA e Tukey tests (p<5%). The results
showed that treatment with arnica 6CH was better than with arnica TM
considering bone resistance to biomechanical flection and bone repair
quality, while arnica TM showed better bone density values.

Keywords: Osteoporosis. Arnica montana. Homeopathy. Phytotherapy.
Radiographic bone density. Biomechanical test. Electronic scan
microscopy.



1 INTRODUCAO

Até 2025, segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), o Brasil sera o sexto pais do mundo em nimero de idosos. Ainda
€ grande a desinformacéo sobre a saude do idoso e as particularidades e
desafios do envelhecimento populacional para a saude publica em nosso
contexto social. Entre 1980 e 2000 a populacdo com 60 anos ou mais
cresceu 7,3 milhdes, totalizando mais de 14,5 milhées em 2000. O
aumento da expectativa média de vida também aumentou
acentuadamente no pais. Este aumento do niumero de anos de vida, no
entanto, precisa ser acompanhado pela melhoria ou manutencédo da
saude e qualidade de vida (OMS, 2005).

Uma das doencas comuns nesta faixa etaria é a
osteoporose, doenga metabdlica caracterizada por reducdo da massa
esquelética, com deterioragdo da microarquitetura, resultando em maior
fragilidade 6ssea e, consequentemente, em aumento no risco de fraturas
(Manolagas, 2000; Namkung-Matthai et al., 2001; Nakamura, 2004;
Astacio et al., 2007; Kanis et al.2008). As alteracdes no equilibrio da
remodelacdo Ossea presentes nessa doenca interferem no reparo de
lesbes Osseas. O tratamento desta doenca e de suas complicactes
representa um impacto financeiro significativo para os pacientes e para o
setor de saude.

Terapias alternativas como a homeopatia e a fitoterapia
sdo amplamente utilizadas para tratar varias doencas, devido a seus
efeitos terapéuticos e também por se acreditar que apresentem menos
efeitos colaterais. Além disso, ambas apresentam custo financeiro menor
se comparadas a terapia alopatica e sdo mais acessiveis a populacdo em

geral. Seu uso em doencas 6sseas ainda € limitado. Entre as medicacdes
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homeopaticas e fitoterapicas podemos encontrar indicacdes terapéuticas
tanto para osteoporose quanto para fraturas

Arnica montana € uma planta conhecida desde a
antiguidade e amplamente utilizada no tratamento de contusdes e feridas.
Existem poucos estudos na literatura cientifica avaliando seus efeitos
especificamente na osteoporose e no reparo de lesdes Osseas na
vigéncia de osteoporose.

Assim, o0 objetivo deste estudo experimental é avaliar o
efeito do tratamento com Arnica montana, como medicamento fitoterapico
e como medicamento homeopatico, na qualidade do reparo 6sseo em

ratas com osteoporose.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrutura Ossea X Osteoporose

O osso basicamente é composto por matriz organica
acrescida de sais minerais que Ihe confere resisténcia. O principal
elemento da matriz organica sao as fibras colagenas na ordem de 95%,
estas fibras proporciona ao osso forca ténsil. J& 0s sais presentes no 0Sso
denominados sais cristalinos, sdo compostos principalmente de célcio e
fosfato. O principal sal cristalino é a hidroxiapatita (Ca;o(PQO4)s(OH)2, além
de ions de magnésio, sodio, potassio e carbonato também estédo
presentes entretanto, ficam adsorvidos a superficie dos cristais de
hidroxiapatita. As fibras coladgenas possuem grande forca ténsil ao passo
gue os sais tém como propriedade a grande for¢ca compressiva, com a
combinacéo destes 0 0sso torna se resistente a ambas as forcas (Guyton
et al., 1998).

A formacgdo 6ssea advém da secrecdo de colageno e de
substancia fundamental dos osteoblastos. O colageno se polimeriza
rapidamente, formando as fibras de colageno, e o tecido resultante torna
se osteoide. Na formacdo do osteoide, alguns osteoblastos ficam
aprisionados a ele, sendo classificado como ostedcitos. Os osteoblastos
como elemento precursor de deposicao 6ssea, estdo presentes em cerca
de 4% de todas as superficies externas dos 0ssos assim como nas
cavidades. Em contra partida os osteoclastos tem como fungdo, a
absorcao do osso.

A deposicdo de 0sso novo cessa, quando o suprimento

sanguineo fica reduzido pelo crescimento do osso. O equilibrio entre
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deposicdo e absorcdo ocorre a partir da estabilizacdo do o0sso, porém,
esse equilibrio ndo esta presente durante uma regeneracdo 0ssea como
ocorre nas fraturas ou na formagédo como ja foi dito (Guyton et al., 1998).

A hidroxiapatita encontrada no 0sso é nanocristalina que
possui grandes variacbes como imperfeicdes e impurezas. Particulas de
mineral ésseo de tamanho aumentado estdo associadas com fragilidade,
assim como particulas muito pequenas também podem causar fragilidade
(Rubin et al., 2003).

A plenitude de massa Gssea cortical é atingida por volta
dos trinta anos, em contra partida o 0sso trabecular tem seu pico de cinco
a dez anos antes (Sampson, 2002). A perda éssea tem seu inicio tanto
para o homem como para a mulher, por volta dos quarenta anos,
entretanto este se torna mais rapido cinco a dez anos apds a menopausa
(Manolagas, 2000). A massa 6ssea perdida gira em torna de 0,5 a 1,0%
ao ano para as mulheres, para os homens a perda ocorre de maneira
mais lenta e com o menor percentil anual (0,5%) (Sampson, 2002).

As alteragbes hormonais como a menopausa e a
andropausa, adquiridas com o avancar da idade, causam deficiéncia na
concentracdo de estrogénio. Com a diminuicdo deste horménio o
equilibrio, deposicdo — absorcdo entra em colapso proporcionando um
aumento significativo na atividade dos osteoclastos. O tratamento
comumente utilizado na tentativa de reestabelecer os niveis hormonais &
a reposicédo dos mesmos (Faloni, Cerri, 2007).

Osteoporose, doenca metabdlica caracterizada pela
alteracdo estrutural do osso. Os poros nesta doenca aumentam de
tamanho e quantidade, produzindo fragilidade e possibilitando
consequentemente fratura no osso acometido (Astacio et al., 2007).

A osteoporose esta classificada de duas formas, primaria
e secundaria, sendo a primaria subdividida em tipo | e tipo Il. A
osteoporose do tipo | tem relacdo com as alteracbes hormonais onde,

também pode ser chamada de pds-menopausa. Osteoporose do tipo I,
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doenca que é desencadeada pela idade avancada e consequentemente
deficiéncia de célcio, alteracdes hormonais e diminuicdo na formacéo de
massa Ossea, pode também ser chamada de osteoporose senil.
Lembrando que, a osteoporose ndo € uma doencga exclusiva da mulher, e
sim existe um predominio pelo sexo feminino (Gali, 2001).

A osteoporose secundaria ocorre em virtude de doencas
como a artrite reumatoide, hipertireoidismo, hiperparatireoidismo e
mieloma multiplo. Outras formas decorrem do uso abusivo ou prolongado
de bebida alcodlica, anticonvulsivante, vitamina A, anti-agregante
plaquetéario e imobilizacédo (Jacobs et al., 2007).

A quantidade de deposicdo 6ssea na osteoporose pode
apresentar valores normais, entretanto, ocorre aumento significativo de
absorcdo (Boyle, 2003). No o0sso osteoporotico, as atividades dos
osteoclastos superam em dobro, a dos osteoblastos (Riggs et al., 2002).

Ammann; Rizzolli, 2003 ratificam que a alteracdo na
microestrutura do osso o torna mais fragil, porém, ressalta que outros
elementos como a forma e tamanho do 0sso também pode contribuir com
a diminuicdo da resisténcia mecanica.

A qualidade 6ssea néo esta simplesmente ligada a fatores
l6gicos como fragilidade ou resisténcia, osteoporose ou 0SSO jovem,
respectivamente. As propriedades que definem a qualidade Ossea sao
infinitas, devido a complexa interligagdo de fatores intrinsecos e
extrinsecos pertinentes a sua formacdo. Um exemplo da resisténcia

diminuida é a propria osteoporose (Felsenberg, Boonen, 2005).

2.2 Reparo Osseo

A deposicdo e a absorcdo continuas no 0sso tém varias

funcdes fisiologicamente importantes. Primeira, 0 0sso normalmente
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ajusta sua forca em propor¢do ao grau do estresse 06sseo. Por
conseguinte, 0os 0ssos ficam mais grossos quando submetidos a cargas
pesadas. Segunda, até mesmo a forma do osso pode ser remodelada
para sustentar adequadamente as forcas mecéanicas através da
deposicao e da absor¢cédo do osso de acordo com os padrdes de estresse.
Terceira, como o 0sso velho se torna quebradico e fraco, ha necessidade
de uma nova matriz organica quando a antiga se degenera. Deste modo,
a resisténcia normal do osso é mantida. De fato, os 0ssos das criancas,
nos quais a deposicdo e a absorgcdo ocorrem com rapidez, sdo pouco
guebradi¢cos quando comparados aos 0ssos das pessoas idosas, em que
a deposicao e a reabsorcdo sdo lentas (Guyton et al., 1998).

A remodelacdo Ossea sofre influéncia dos processos
patoldgicos, terapéuticos e fisiolégicos podendo resultar deficiéncia, como
a perda da massa 6ssea (Szejnfeld, 2000). Apresentar da influéncia de
remodelacdo sofrer com todos esses processos, 0 mesmo possui um
metabolismo ativo e dinamico, apresentando constante remodelacdo
(Carvalho, Ponzoni, 2002; Diniz et al., 2005).

No momento que ocorre uma fratura, o 0sso ativa ao
maximo todos o0s osteoblastos, sejam eles periésteos e intra0sseos
envolvidos na ruptura. Quase imediatamente formam-se inUmeros novos
osteoblastos a partir das células osteoprogenitoras, que sdo células
tronco Osseas que revestem as superficies dos ossos. Por esta razéao,
dentro de um curto periodo, desenvolve-se entre duas extremidades
guebradas do osso, uma grande massa de tecido osteoblastico e de nova
matriz éssea organica, seguida logo depois pela deposicdo de sais de
célcio (Guyton et al., 1998).

Pantaledo et al. 2009, faz a correlacdo entre a idade de
ratos (Wistar) com seres humanos, onde 24 meses equivale a 60 anos
respectivamente. Isso significa que um dia do animal corresponde a
aproximadamente ha trinta dias na espécie humana. A tibia foi o local

anatdbmico de escolha devido a seu facil acesso, estabilidade satisfatoria
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para boa recuperacdo da lesdo e posicionamento favoravel para
avaliacao radiografica sem sobreposicao de imagens (Senra, 2006).

As ratas ovariectomizadas tém perda éssea trabecular
semelhante as vértebras lombares, isso em razdo do mecanismo de
desequilibrio na remodelagéo (Senra, 2006).

Gosain et al. 2000 simularam traumas 0sseos em calvaria
de cobaias normais, divididas em varios periodos experimentais e
didmetros de lesdes. O intuito deste trabalho foi definir o tamanho critico.
Concluiram que, tamanho critico é aquele que de fato ndo ocorre reparo
total durante o periodo a ser estudado. Prado, 2003, realizou trabalho
semelhante, porém, utilizando tibia de ratos e concluiram ratificando o
gue Gosain e colaboradores realizaram no ano de 2000. Entretanto,
ressalta que o tamanho ideal para a confeccdo da lesdo em tibia de ratos
€ um tamanho intermediério compreendido entre 2,5 a 3,5 mm.

A regeneracdo trabecular € a referéncia microestrutural
relevante quando se avalia as propriedades mecéanicas (forca maxima e
mddulo de elasticidade) do osso trabecular (Mittra et al., 2005).

Quando comparamos 0s 0sso0s cortical e trabecular este
altimo, tem metabolismo muito mais ativo, devido o fornecimento de
suprimento no estagio inicial de deficiéncia mineral, o qual, é perdido de
maneira rapida na osteoporose. A composi¢cado do 0sso compacto maduro
€ de aproximadamente 70% de sais minerais e 30% de matriz organica
(Yong et al., 2007).

2.3 Métodos para avaliacdo da qualidade 6ssea

A Densidade Mineral Ossea (DMO) é um dos métodos
utilizados para avaliar a quantidade de massa 6ssea em humanos, assim

como diagnosticar a osteoporose. Um método bem utilizado para avaliar a
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regeneracao das lesdes experimentais em 0ssos é através da radiografia
simples. Método pratico, barato e de facil realizacdo. A transcodificacéo
da imagem para mensurar a densidade Optica é fornecida em valores que
vao de zero a 255. Os niveis de cinza presentes nesta escala sédo de
dificil interpretagdo a olho nu, tornando o teste qualitativo e n&o
guantitativo (Senra, 2006).

O reparo em condicbes experimentais alteram sua
gualidade e quantidade de massa 6ssea influenciada pelo tipo de cobaia,
idade, local anatdmico, envolvimento cortical (mono e ou bicortical), tipo e
tamanho do defeito (Alkan et al., 2002).

As propriedades biomecanicas podem ser divididas e dois
niveis. O primeiro nivel pode ser descrito como qualidade tecidual do osso
e estes sdo independentes da estrutura e geometria 6ssea. Ja o segundo
nivel leva em consideracdo a conformacgédo estrutural completa do 0sso,
pois diferencas na estrutura possibilita alteracdes de resisténcia no ensaio
mecéanico de flexdo (Felsenberg, Boonen, 2005). A propriedade
biomecénica de um osso é determinada pelo calculo da tensdo maxima
aplicada no corpo de prova até sua ruptura. A integracdo da curva fornece
a area e esta é a medida da energia de deformacdo. A capacidade do
material absorver energia até a ruptura é calculada obtendo-se a éarea
total abaixo da curva carga x deflexado (Holanda, 1999).

O MEV tem sua maior aplicagdo no exame de superficies
rugosas (contraste topografico). O poder de resolugdo do MEV,
intermediario entre o MF e o MET, resulta em aumentos da ordem de 10 a
150.000 vezes. Certas amostras, principalmente bioldgicas, contém agua
e sdo danificadas pelo vacuo, assim como, também podem prejudicar o
equipamento (Goldstein et al., 2002).

O processo de metalografia tem objetivo obter uma
superficie plana e polida, (compativel com a profundidade de campo
relativamente pequena do instrumento) e que apresente 0 menor grau de

deformacdo mecéanica superficial possivel, sem alterar a realidade
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estrutural. Para isso, ocorre uma sequéncia de etapas que incluem
secionamento, embutimento, lixamento, polimento e ataque (Vander,
2002).

A maioria dos casos requer secionamento para obter uma
amostra conveniente. A operacdo de corte gera consideravel quantidade
de calor que pode danificar a amostra, e € preciso refrigera-la
continuamente, em geral com agua circulante. ApGs o corte, a amostra
devera ser limpa de residuos de abrasivos e lubrificantes, com lavagem
em solventes adequados eventualmente ativados por ultrassom (Vander,
2002).

Quando a amostra tiver dimensdes reduzidas que nao
permitam o0 seu processamento nas etapas seguintes com modalidade e
seguranca, podem ser montadas em dispositivos ou embutidas em
plastico.

O método mais comum de embutimento consiste em
envolver a amostra com plastico polimerizado a quente, e a resina mais
utilizada é a baquelite (Vander, 2002).

A etapa de lixamento € importante porque deve remover
0s danos mecanicos introduzidos pelo secionamento, a0 mesmo tempo
em que minimiza os danos remanescentes para que abrasivos
sucessivamente mais finos possam elimina-los. Os abrasivos de
polimento ndo s&o eficazes para remover deformacdo superficial
substancial (Vander, 2002).

O lixamento é efetuado pelo uso sucessivo de lixas com
granulacdo de 100 até 600 em cerca de cinco etapas. A agua também
age no sentido de remover detritos e abrasivos, minimizando a tendéncia
de embutir particulas na matriz da amostra, fonte frequente de artefatos.
Apés o lixamento até grdo 600, a amostra € polida para obtencdo de
superficie plana, reflexiva e o quanto possivel livre de arranhdes (Vander,
2002).
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O disco de polimento é recoberto por pano, retido por um
anel circular ou auto-aderente. O pano deve ser capaz de ser impregnado
e reter o abrasivo, e ndo conter materiais estranhos que possam arranhar
a amostra (Vander, 2002).

Os materiais a serem examinados no MEV ndo devem sofrem
perda de matéria volatil sob a influéncia do vacuo ou do feixe de elétrons.
Isto é importante tanto para a preservacdo da higiene ambiental do
equipamento, como para evitar modifica¢cées na estrutura da amostra com
evolucao de gases. Quando necessario, deve ser considerado um
tratamento prévio em camara de vacuo ou estufa (ou combinado os dois
procedimentos) cuja dindmica seja otimizada para minimizar tais
alteracdes morfologicas (Vander, 2002).

O material, previamente limpo para remocao de gorduras
e detritos por sopro de ar comprimido e acéo de solventes, eventualmente
ativado por ultrassom, é fixado sobre um suporte. A maneira usual é
utilizada uma cola condutora (por exemplo, cola celulésica adicionada de
prata coloidal, ou na sua falta, p6 de aluminio), atentando sempre para
gue a cola esteja totalmente seca antes da colocacéo no MEV, para evitar
contaminacao pelo solvente. (Vander, 2002).

As amostras ndo condutoras deverdo ser recobertas com
uma fina camada de material condutor, utilizando-se comumente ouro,
platina ou carbono. O material vaporizado deposita-se em todo o
aparelho, inclusive na amostra, que devera ser girada e oscilada para
garantir uniformidade no depésito (Vander, 2002).

2.4 Arnica montana

A Arnica montana € uma planta origindria das regides

montanhosas do norte da Europa de terras silicosas. O cultivo no Brasil é
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de adaptacdo muito dificil (Figura 1). Existem muitas plantas chamadas
popularmente de arnica, entretanto, na verdade, existem espécies
diferentes que ndo possuem a mesma aplicacdo terapéutica (Marques,
2006).

A B

Figura 1 — Flores de Arnica montana (foto A) a flor em detalhe (foto B)

Arnica montana muitas vezes cultivada nos jardins e tem
sido utilizada medicinalmente h& longo tempo. Ela contém a toxina
Helenalin, que pode ser venenosa se ingerida em grande quantidade,
produzindo gastroenterite e sangramento gastrintestinal. O contato com a
planta também pode causar irritacdes na pele. Helenalin (Figura 2) € um
sesquiterpeno lactona com potente acdo anti-inflamatéria e antitumoral
efeitos encontrados em Arnica montana e Arnica chamissonis foliosa. E o
principal composto responsavel pelos efeitos terapéuticos da Arnica (Yui
et. al., 1998).

O HO

Figura 2 — Férmula quimica da Helenalin.

A Arnica montana tem sido frequentemente pesquisada
como medicamento homeopatico que é uma solucdo hidroalcéolica

dinamizada, preparada a partir de substancias minerais, vegetais, animais
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ou de produtos sintetizados. Partindo desse principio, sabe-se que o
fundamento basico da terapéutica homeopatica consiste na frase em latim
“similia similibus curentur”, cuja traducgéo significa: “sejam os semelhantes
curados pelos semelhantes”. Os homeopatas modernos nédo tém
considerado a homeopatia como alternativa e sim, como complemento,
pois reconhecem a eficacia e validade dos tratamentos alopaticos
(Marques, 2006).

A homeopatia foi considerada uma das grandes areas da
medicina alternativa até 1990, atualmente ¢é conhecida como
especialidade médica oficial. Surgiu no final do século XVI, quando o
médico e quimico alemao Samuel Christian Friedrich Hahnemann, propés
uma nova abordagem terapéutica para doencas, desiludido com seus
resultados que a medicina tradicional da época fornecia, com tratamentos
invasivos e espoliadores, como sangrias, purgantes, mercurio, enxofre e
outros. Parou de clinicar e dedicou-se a traduzir antigos escritos médicos,
buscando formas de tratamento menos ameacadores. Seu primeiro
experimento foi com a “cinchona” (casca de Chinchona), utilizada no
tratamento da maléaria. Usando diferentes concentracbes a experimentou
em si mesmo, percebendo que, a partir de determinada dose,
desencadeavam-se nele os mesmos sintomas da enfermidade para qual
era indicada como curativa (no caso a malaria). Isso levou a considerar
gue a mesma substancia pode provocar sintomas que ela mesma alivia.
Nascia entdo a pratica da medicina pela lei dos semelhantes (Brickmann,
1995).

O tratamento homeopatico se fundamenta em quatro
pilares: principios de cura pelos semelhantes, experimentacdo dos
medicamentos em individuos sadios, emprego de medicamentos
dinamizados e prescricdo de substancias simples (medicamento Unico)
(Brickmann, 1995).

O uso de diluicbes € importante porque, frequentemente,

as substancias usadas para fazer os remédios sao toxicas em
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concentracfes mais elevadas. O processo de diluicdo envolve sucusséo,
em vigorosa agitacao da substancia original com alcool ou agua, que ativa
e potencializa o remédio. Por outro lado, a farmacologia convencional nos
tempos de hoje, diz que, em raz&o da alta diluicdo basicamente produtos
homeopaticos ndo possuem nenhuma molécula da substancia original no
produto final (Johnson, Boon, 2007).

O principio alométrico, usa escala de parametros
fisiol6gicos comparando animais de varios tamanhos, sendo esta mesma
escala usada para parametros farmacocinéticos. A absorcéo, distribuicdo
e eliminagcdo de muitas drogas administradas a animais envolvem
processos fisioldgicos, compativeis com a escala alométrica. Em resumo,
os efeitos das drogas usadas em um determinado animal podem ser
extrapolados para o uso em outros animais atraves de calculos
aritméticos (Felippe, 2008).

A utilizacdo das plantas medicinais teve seu inicio na pre-
histéria. Os homens primitivos iniciaram as praticas de saude,
alimentando-se de determinadas plantas pelo instinto de sobrevivéncia.
Com isso, foram observados determinados efeitos para minimizar suas
enfermidades, acumulando conhecimentos empiricos que foram passados
ao longo do tempo (Brandéo, 2003).

Um crescimento exponencial no interesse e no uso das
medicinas alternativas e complementares, principalmente em paises
ocidentais desenvolvidos, pode ser observado por meio de indicacao
consensual de fitomedicamentos para a prevencédo do aparecimento de
certos estados patoldgicos (Spadacio, Barros, 2008; Rossi et al., 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2005) reconhece
esta realidade e a importancia do uso destas praticas, recomendando o
desenvolvimento de politicas publicas que faciltem a integracdo da
medicina tradicional e complementar/alternativa nos sistemas nacionais
de atencdo a saude. No Brasil, a Politica de Préticas Integrativas e

complementares (PNPIC) apresenta as diretrizes para a aplicagéo deste
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conhecimento no Sistema Unico de Saude (SUS) (Spadacio, Barros,
2008).

O fato de uma planta ser totalmente natural ndo exime de
riscos 0 uso de seus derivados. Vérias plantas, quando consumidas na
sua forma mais natural, podem causar graves enfermidades e, até
mesmo, provocar a morte tanto nos seres humanos quanto nos animais.
Existem centenas de ervas e remedios alternativos, em sua maioria ainda
ndo estudadas adequadamente, sobretudo no que concerne a toxicologia.
A divulgacdo inadequada ou inapropriada ao publico, somada a uma
regulamentacdo pouco rigorosa, pode levar consumidores imprudentes a
fazer uso de plantas medicinais capazes de causar graves reacdes
colaterais (Cerqueira, 1987).

Idosos com 65 a 69 anos consomem em média 13
medicamentos prescritos por ano. Com o aumento da idade o nimero de
medicamentos também se eleva chegando a 18 medicamentos/ano.
Polifarméacia pode ser considera como: uso desnecessario de pelo menos
um medicamento, presencga de cinco ou mais farmacos associados; ou
tempo prolongado superior a sessenta dias. O indice de idosos que
praticam a polifarmacia chega a 42% sendo a hipertensdo a doenca
principal. O risco de ocorréncia aumenta em 13% com o uso de dois
agentes, de 58% quando este niumero aumenta para cinco, elevando-se
para 82% nos casos em que sao consumidos sete ou mais medicamentos
(Secaoli, 2010).

No Brasil, apesar de muito utilizado, os produtos
derivados de plantas, que sdo consumidos e comercializados, ndo eram
passiveis de nenhum tipo de controle. Logo, em 21 de maio de 1993, a
Portaria niumero 546 do Ministério de Estado da Saude criou o Grupo
Consumidor Técnico-Cientifico da Secretaria de Vigilancia Sanitéria, com
0 intuito de estabelecer normas, controle de servicos, controle de
producdo, armazenagem e a utilizacdo de substancias e produtos naturais
(Di Stasi, 1996).



3 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
Arnica montana fitoterapica e homeopatica na qualidade do reparo 6ésseo

em ratas lesionadas e ovariectomizadas.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Manuseio geral dos animais e consideragdes éticas

Este experimento foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos — UNESP sob o protocolo numero 023/2009-PA/CEP(ANEXO A).

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 96 ratas
(Rattus novergicus, var. albinus, Wistar) com cerca de 90 dias de idade e
peso aproximado de 300 gramas, mantidas em gaiolas em temperatura
ambiente e alimentadas com racdo Guabi Nutrilabor e 4gua ad libitum,
fornecido pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos — UNESP. Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Séo José dos Campos —
UNESP.

Cada grupo teve seus subgrupos com seis animais cada,

com o total de noventa e seis animais.

Tabela 1: Distribuicdo dos animais por grupos e tratamentos

Grupos Trat. 6 dias Trat.12 dias Trat. 28 dias Trat. 28 dias

OVZ 6CH 6 ratas 6 ratas 6 ratas 6 ratas

OVZT™M 6 ratas 6 ratas 6 ratas 6 ratas
OVZ Placebo 6 ratas 6 ratas 6 ratas 6 ratas

Sham Placebo 6 ratas 6 ratas 6 ratas 6 ratas
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grupo Sham PL - ratas com cirurgia Sham e tratadas com
placebo; grupo OVZ PL - ratas ovariectomizadas e tratadas com placebo;
grupo OVZ 6CH - ratas ovariectomizadas e tratadas com Arnica montana
6CH cinco glébulos dissolvidos em 1 ml de agua /animal/dia, por via oral
(gavagem); grupo OVZ TM - ratas ovariectomizadas e tratadas com tintura
mae (TM) de Arnica montana; 12 mL de TM diluidos em 500 ml disponivel
por 24 horas; todos os medicamentos homeopaticos e fitoterapicos foram

adquiridos na Pharmacia Antiga — Sao José dos Campos, SP

4.2 Anestesia

Para todos os procedimentos cirdrgicos os animais
receberam anestesia geral com solucdo aquosa a 2% de cloridrato de 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina (Anasedan® - Bayer, Sdo Paulo,
SP, Brasil), substadncia sedativa e relaxante muscular, associada a
ketamina base (Dopalen® - Agribrands do Brasil Ltda), anestésico geral,
na proporcéo de 0,8: 0,5ml e administrados por via intramuscular na dose

de 0,1ml/100g de peso dos animais.

4.3 Ovariectomia

Os processos de castracdao (ovariectomia) e falsa
castracdo (SHAM) foram realizados em sala cirdrgica seguindo todos os
protocolos de segurangca e antissepsia. Com o animal lateralizado
realizou-se tricotomia em ambos os flancos com uma éarea de trés
centimetros quadrados abaixo da ultima costela (regido dos ovarios). Para

antissepsia foi utilizado o alcool iodado. Com lamina de namero 15 foi
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feito uma loja cirargica de 1,5 cm em seguida divulsionando tecidos
subjacentes até atingir o ovario onde se realizou uma ligadura logo abaixo
desse, com fio de algodédo estéril, seguido da excisdo do ovario. Depois
da retirada do ovario e reposicionamento dos tecidos o procedimento de
rafia foi feito com fios de Seda 4.0 (Ethicon®) das camadas mais
profundas até a mais externa. Em ambos os flancos o procedimento foi o
mesmo. No grupo SHAM (falsa ovariectomia) a castracdo nédo se
concretiza, havendo somente a exposicdo e manipulagdo no ovario,
produzindo assim o estresse cirurgico. Ap6s o ato cirdrgico, ambos todos
0S grupos ovariectomizados e Sham, receberam dose Unica do antibiotico
Enrofloxacino (Kinetomax®- Bayer), por via oral e permaneceram em
gaiolas em numero de seis ratas adequadamente limpas e

acondicionadas. Como dieta todos o0s grupos receberam racao e agua.

4.4 Execucdes da les@o 6ssea e tratamento

Em todos os animais foram realizados defeitos 0sseo
monocortical em ambas as tibias, apos 45 dias de castra¢do. Para tal
procedimento, foi realizada nova anestesia geral com os medicamentos
padronizados anteriormente: solugcédo aquosa a 2% de cloridrato de 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina (Anasedan - Bayer, Sdo Paulo, SP,
Brasil), substancia sedativa e relaxante muscular, e cloridrato de ketamina
10% (Dopalen - Agribrands do Brasil Ltda), anestésico geral, na
proporcao de 0,8 - 0,5ml e administrados por via intramuscular na dose de
0,1ml/100g de peso dos animais.

Na face interna da perna, foi realizada manualmente
tricotomia tipo depilacdo e, apOs antissepsia local com élcool iodado,
realizou-se incisdo de aproximadamente 1,5 cm na pele e mdsculo na

regido do terco proximal tibiano com lamina de bisturi (Figura 3A e 3B).
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Figura 3 — A) Animal anestesiado e depilado preparado para a cirurgia; B) execucdo da
lesdo monocortical na tibia direita.

Em seguida a exposicdo da face interna da tibia, o
periosteo e os tecidos moles foram afastados com espatula. Com o auxilio
de uma broca de aco numero 8, em motor de baixa rotacdo, sob irrigacdo
constante de solucdo de NaCl 0,9%, foi realizada uma lesdo monocortical
de 2,5 milimetros de diametro até o limite da medula Ossea. ApOs
estabilizacdo do coagulo sanguineo sobre a leséo, a regido foi suturada
em planos com fio de Seda 4-0 (Ethicon®, Brasil).

Os animais nao receberam anti-inflamatorio e ou
antibidtico no poés-operatorio para evitar uma possivel interacao
medicamentosa, especialmente com o medicamento homeopatico. Apds a
realizacdo da lesdo, os animais foram tratados com o0s respectivos
medicamentos propostos para cada grupo. Iniciou-se a medicacdo no
mesmo dia da cirurgia 6ssea, apds recuperacao da anestesia.

4.5 Eutanasias dos animais

Todas as ratas foram eutanasiadas, em grupos de seis

animais, apoés 6, 12, 18 e 28 dias a partir do inicio do tratamento. Para a
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realizacdo da eutanasia, utilizou-se anestesia geral (Anasedan® e

Dopalen®) em dose excessiva.

4.6 Radiografia e avaliacdo da densidade 6ptica das tibias

As tibias foram radiografadas pelo Sistema Digital tipo
CCD (Digital Direta Intrabucal RVGui, versao 5.0 (Trophy Radiology,
Marnela-Vallée, France) dotado de dispositivo de carga acoplada, o
sensor CCD (charged-coupled device) para captura direta de imagem
constituida de um sistema ligado por cabo ao microcomputador e
utilizando aparelho radiografico com corrente continua Gendex 765DC
(Figura 4) (Gendex Dental Systems, Dentsply International, Chicago, IL,
USA) de 65kVp e 7mA com filtragcdo de 2mm/Al, ponto focal efetivo de 0,4
mm? e area focal de 6cm.

A posicdo para radiografar as tibias foi com a face
lesionada voltada para o sensor, centralizada e fixada, isto no intuito de
gue nado ocorra distorcdo ou sobreposicdo de imagens as quais podiam
causar alteragcdes significativas no momento da avaliacdo pelo
histograma.

A técnica utilizada € a de 0,05 segundos de exposicao
com distancia focal de quarenta centimetros (cilindro/tibia). O modo de
alta resolucéo, que foi aplicado neste trabalho, produz imagens grandes
de 1840x1360 pixels e este foi associado ao tipo de imagem do modo
“perio”, que é utilizado para observagédo do osso alveolar. As imagens
radiograficas obtidas com resolugcéo de 600 dpi, salvas em formato bitmap
(bmp) e analisadas pelo programa UTHSCSA Image Tool, versdo 3.00
(University of Texas Health Sciences Center, San Antonio, Texas, USA)
guanto a densidade Optica (DO). A densidade 6ptica foi medida em uma

regido selecionada por uma elipse que delimitou toda area do defeito
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criado, e demonstrada pelo programa em uma escala de 256 niveis de

cinza onde o preto corresponde a zero e o branco aos 255.

Figura 4 — Aparelho radiografico Gendex 765DC (Gendex Dental Systems, Dentsply
International, Chicago, IL, USA).

4.7 Analises morfolégicas das tibias por MEV

A avaliacdo morfoldgica foi feita através de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) ZESS EVO® MA10 (Series SEM — Carl
Zeiss SMT Ltd / Cambridge — England) em modo de elétrons
retroespalhados (BSE), realizadas no Centro Tecnologico da Aeronautica
(CTA), no departamento de Aeronautica Materiais Raros (AMR) — S&o
José dos Campos.

Para isso, as tibias direitas foram submetidas a um
preparo prévio, através de embutimento em resina (baquelite) a frio como

demonstrado na figura cinco.

Figura 5. Embutimento em resina baquelite
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ApoOs o embutimento, o lixamento foi efetuado pelo uso
sucessivo de lixas d’agua com granulacdo de 100 até 600 micras em 5
etapas, seguido de polimento para retirada de detritos deixados pelas
lixas. Com o material limpo, as amostras receberam uma fina camada de
ouro (Figura 6A e 6B), o qual aumenta a condutibilidade de elétrons
melhorando a qualidade das imagens.

Figura 6 — A) Preparo das amostras para a MEV. Realizagdo do recobrimento com ouro;
B) material ja recoberto

As imagens obtidas foram no plano superior e em corte

longitudinal a lesdo, ambos, com aumento de vinte vezes.

4.8 Preparo das tibias para ensaios biomecanicos

Para realizacdo dos testes biomecéanicos das tibias
direitas, foram realizadas medicbes como tamanho total e espessura da
regido distal da mesma (Figura 7A e 7B), local onde foi realizado o teste

de trés pontos, para isso utilizamos um paquimetro Mitutoyo® digital.
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A B

Figura 7 — A) Medi¢cBes das dimensdes das tibias. Comprimento; B) didametro da parte
distal.

Todas as tibias direitas, com lesdo, sofreram estresse
mecanico para que os resultados obtidos fossem comparados entre os
grupos, seguidos de avaliagdo da regeneracdo 6Ossea na variagdo da
resisténcia a flexdo obtidos na quantificacdo das propriedades
extrinsecas. As pecas apds serem descarnadas foram conservadas em
Formol a 10% em temperatura ambiente até o0 momento do ensaio de
flexdo de trés pontos, onde entdo foram secas com pano comum e

levadas ao equipamento.

4.9 Teste de flexdo em trés pontos

As propriedades biomecénicas das tibias foram
determinadas por meio do teste de resisténcia a flexdo com trés apoios
utiizando a maquina universal de ensaio EMIC DL 2000 (EMIC
Equipamentos e Sistemas de Ensaio Ltda) (Figura 8-A) aplicando uma
carga com velocidade constante de aplicacdo de 5.00 mm/minuto e célula
de carga com capacidade de medir 100 Kgf até a obtencéo da fratura total
da tibia.

A localizagdo do ensaio deu-se na parte cilindrica distal
de cada tibia numa &area de 15 milimetros de distancia de um ponto a
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outro onde em seu ponto médio aplicou-se carga até a fratura total da
tibia (Figura 8-B).

A B

Figura 8 — A) Maquina universal de ensaio EMIC DL 2000; B) aplicagdo de carga no
centro do corpo-de-prova especifico, apoiado em dois pontos.

4.10 Andalises Estatisticas

A andlise da densidade 6ssea ocorreu com a divisdo de
guatro partes de histograma os quais compreenderam uma analise por
graduacOes de cor na escala de cinza, composta por uma tabela que
varia de 0 a 255 pixels, sendo a cor preta (valor 0) inicial, e a cor branca
(valor 255 pixels) a cor final.

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA.

Foi definido, para este trabalho, um nivel de significancia
de 0,05 (5%). Lembramos também que todos os intervalos de confianca
construidos ao longo do trabalho, foram construidos com 95% de

confianca estatistica.

Foram utilizados testes estatisticos paramétricos, pois 0s
dados sdo quantitativos e continuos. Além disso, foi obtida uma

amostragem superior a 25 sujeitos, o que pelo Teorema do Limite Central,
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garante que a distribuicdo tenda a uma distribuicdo Normal. Também foi
testada a normalidade dos residuos deste modelo estatistico (teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov) e verificou-se que 0S mesmos

possuem normalidade, o que garante o uso de teste paramétrico.



5 RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados da
analise da qualidade 6ssea dos grupos pesquisados com seus
respectivos tratamentos. Para a representacéo dos resultados constarao
gréaficos com seus respectivos célculos e imagens de formacao 6ssea nas
areas previamente descritas. Todos os resultados obtidos foram utilizados
na comparagdo entres os grupos de ratas operadas (OVZ) e as néo
operadas (SHAM) , assim como 0s demais grupos operados e tratados

com Arnica montana tintura mae e 6CH.

5.1 Dimensdes das tibias

O resultado das dimensdes deu-se intra e intergrupo com

seus valores médios conforme tabela que se segue.

Figura 9 - Grafico de colunas dos valores médios do comprimento total das tibias.
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Figura 10 — Gréfico de colunas dos valores médios do diametro da parte distal das tibias.

5.1.1 Avaliacdo da densidade Optica das tibias

A forma de andlise do Histograma mensura em uma
escala de cinza, a formacdo 6ssea nas tibias lesionadas. Esta escala
varia de 0 a 255, onde o zero corresponde a cor preta e 255 a cor branca.
A correlacdo ndo-formacéo e formacéo 6ssea equivalem ao nimero zero

e 255 respectivamente. Essa avaliagdo estd demonstrada na figura 11.

Figura 11 — Gréfico de colunas dos valores médios do histograma das tibias
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5.1.2 Teste de Flexdo em Trés Pontos

O ensaio biomecanico realizado pelo teste de trés pontos,

apresenta a resistividade das tibias mediante ao estresse de esforgo.

Figura 12 — Grafico de colunas dos valores médios das fraturas mediante a forga
aplicada nas mesmas.

5.2 Avaliagbes Morfoldgicas

Para estes resultados ndo constam dados estatisticos, ja
que a avaliacédo foi realizada pelo observador. Todos os grupos foram
avaliados da mesma maneira e em todos os periodos de tratamentos 6,
12, 18 e 28 dias.

As imagens foram realizadas com Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) nos planos superior, transversal com aumento de 20

Vezes.
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5.2.1 Periodo de 6 dias

Apés seis dias de lesdo e tratamento com placebo, a
imagem numa Visdo superior demonstra a escassa recuperacao 0ssea
dos grupos SHAM PL e OVZ PL (Figuras 13 A e 13 C). A confirmacao da
auséncia da neoformacéo 6ssea se faz na imagem das figuras 13 B e 13
D em corte longitudinal. As tibias das ratas ovariectomizadas e tratadas
com arnica tintura mde e 6CH tém em suas vistas superiores uma
completa ocupacao de fibras no local da lesdo (Figuras 13 E e 13 G). Por
outro lado, a formacdo Ossea difere muito da regeneracdo dos grupos
placebo. OVZ TM (Figura 13 F) apresentou um crescimento maior que o
OVZ 6CH (Figura 13 H), com presenca de trabéculas paralelas e com
grandes porosidades, formando pequena elevagdo na superficie. J& o
OVZ 6CH tem uma camada superficial menor com presenca de pequena
depressdo e as trabéculas apresentam arranjo mais variado que em
arnica TM (Figura 13 F).

5.2.2 Periodo de 12 dias

No periodo de 12 dias, com vista superior, pode-se notar
um crescimento significativo para todos deste grupo. Nas figuras 14 C, 14
E e 14 G, toda a area da leséo foi ocupada por fibras. A figura 14 B do
grupo Sham PL, apresentou um bom crescimento 0sseo tanto na leséao,
como em sua profundidade ocupando a éarea medular. Neste a
neoformacédo era composta basicamente de 0sso poroso. A tibia do grupo
OVZ PL (Figura 14 D) teve como formacdo 6ssea, um 0sso trabecular
desorganizado ocupando a area da lesdo e atingindo parte da medula

O0ssea. Na imagem da figura 14 F houve regeneracdo 6ssea ocupando
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toda a area do defeito, constituida por uma camada trabecular porosa em
sua superficie e mostrando, na sua profundidade, a presenca de grandes
poros com uma camada de osso lamelar. Na imagem da tibia do grupo
OVZ 6CH (Figura 14 H) a regeneragcdo 6ssea apresentou um 0SSO mais
espesso e compacto na superficie, porém, poroso e trabecular na

profundidade.

5.2.3 Periodo de 18 dias

Analisadas as figuras deste periodo, pode-se notar o
preenchimento completo da &rea da lesdo nas figuras 15 A, 15Ce 15 G
com excecao da figura 15 E, pertencente ao grupo OVZ TM, que mostra
um sulco ao redor do defeito. O comportamento de crescimento neste
grupo foi bem heterogénio, a comecar da figura 15 B, nesta, nota-se
crescimento 0sseo trabecular ocupando parte da medula com expanséo
até a superficie da lesdo onde se observa delgada lamina de o0sso
lamelar. A figura 15 F apresentou crescimento de osso trabecular
preenchendo toda a area do defeito e com depressédo na superficie. A
figura 15 D apresentou uma lamina de osso lamelar na superficie com
espessura menor que a cortical antiga e a figura 15 H mostrou 0sso
compacto preenchendo toda a extensdo da lesdo, com espessura
proxima a da cortical antiga.

5.2.4 Periodo de 28 dias

E por fim, neste grupo, ha dificuldade de observar nas

figuras 16 A, C, E e G, a silhueta da lesao na vista superior, com variagao
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entre 0s grupos. A heterogeneidade foi o destaque para avaliacdo da
regeneracao 0ssea neste periodo. Para figura 16 B, a formacao se fez por
uma fina camada de osso lamelar, porém sem continuidade de uma
extremidade a outra. Na figura 16 D, ocorreu crescimento 0sseo com
grande porosidade na parte mais profunda da lesdo e desorganizacao das
trabéculas. Na figura 16 F, observa-se osso compacto, com diferenca de
espessura nas extremidades da lesdo, sendo uma das extremidades mais
fina do que outra. E concluindo, na figura 16 H, formou-se uma fina
camada de osso compacto a qual, em uma extremidade exibe grandes

poros e na outra, porosidade reduzida.
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Figura 13 — Imagens de MEV da regido de reparo na lesédo das tibias, vista superior e
corte longitudinal, no periodo de 6 dias de tratamento: SHAM PL (A e B), OVZ PL (C e
D), OVZ TM (E e F), OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 vezes).

A B
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Figura 14 — Imagens de MEV da regido de reparo na lesédo das tibias, vista superior e
corte longitudinal, no periodo de 12 dias de tratamento: SHAM PL (A e B), OVZ PL (C e
D), OVZ TM (E e F), OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 vezes).
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Figura 15 — Imagens de MEV da regido de reparo na lesédo das tibias, vista superior e
corte longitudinal, no periodo de 18 dias de tratamento: SHAM PL (A e B), OVZ PL (C e
D), OVZ TM (E e F), OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 vezes).
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Figura 16 — Imagens de MEV da regido de reparo na lesédo das tibias, vista superior e
corte longitudinal, no periodo de 28 dias de tratamento: SHAM PL (A e B), OVZ PL (C e
D), OVZ TM (E e F), OVZ 6CH (G e H) (aumento original 20 vezes).




6 DISCUSSAO

Gragas a avangos na medicina e nas condigdes
socioeconbmicas gerais dos individuos atualmente observa-se maior
expectativa de vida com aumento do namero de idosos. Este aumento do
namero de anos de vida vem, consequentemente, acompanhado de
aumento na incidéncia de doencas préprias dessa faixa etaria como, por
exemplo, a osteoporose e, por isso, precisa ser acompanhado pela
melhoria ou manutencéo da saude e qualidade de vida (OMS, 2005).

A osteoporose é uma doenca cronica degenerativa
caracterizada por uma alteracdo no metabolismo 6sseo com desequilibrio
da remodelacdo 6ssea, em que predomina a reabsorcdo em relacédo a
formacédo, o que leva a deterioracdo da microarquitetura 0ssea e deixa 0s
0SS0S mais susceptiveis a fraturas (Manolagas, 2000; Namkung-Matthai
et. al., 2001; Nakamura, 2004; Astacio et. al., 2007; Kanis et. al.2008).

O tratamento das complicacdes da osteoporose, mais do
gue o tratamento da doenca em si, representa um impacto sécio
econdmico significativo para o paciente e sua familia e também para o
setor de saude das comunidades (OMS, 2005). Além dos medicamentos
€ necessario equipar hospitais e centros de atendimento com aparelhos
caros e sofisticados e capacitar pessoal adequado para tal atendimento
especifico, de modo a possibilitar atuacdo em diagndstico, tratamento e
acompanhamento da evolucao dos pacientes.

Investimento no estudo de terapias profilaticas e curativas
€ relevante e pode ajudar a mudar o curso de evolugcdo deste quadro.

Terapias alternativas como a homeopatia e a fitoterapia
sdo amplamente utilizadas devido a seus efeitos terapéuticos e também

por se acreditar que apresentem menos efeitos colaterais. Além disso,
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ambas apresentam custo financeiro menor se comparadas a terapia
alopética e sdo mais acessiveis a populacédo em geral.

Entre os medicamentos homeopéaticos e fitoterapicos
existem indicacdes terapéuticas tanto para osteoporose quanto para
fraturas. No entanto, ainda sdo escassos 0s relatos cientificos sobre o seu
uso em doencgas 6sseas.

Arnica montana é uma planta medicinal utilizada desde a
antiguidade no tratamento de contusdes e feridas em tecidos moles e
duros. Porém, existem poucos estudos na literatura cientifica avaliando
seus efeitos especificamente na osteoporose e no reparo de lesdes
0sseas ha vigéncia de osteoporose.

Assim, este estudo experimental teve como meta avaliar o
efeito do tratamento com Arnica montana, como medicamento fitoterapico
e como medicamento homeopéatico, na qualidade do reparo 6sseo em
ratas com osteoporose, visando esta planta como mais um medicamento
a ser utilizado na profilaxia ou tratamento da osteoporose e de suas
complicac¢des, melhorando a qualidade do tecido 6sseo.

A osteoporose acomete mais a mulher idosa,
principalmente apdés a menopausa, por iSso neste estudo optou-se pelo
modelo experimental com ratas ovariectomizadas, o qual ja é consagrado
para o estudo desta doenca. O periodo de 45 dias aguardado apos a
ovariectomia foi suficiente para o desenvolvimento de alteracbes 0sseas
compativeis com osteoporose. Segundo diversos autores a partir de 30
dias de insuficiéncia hormonal feminina j4 € possivel observar perda de
massa 0ssea em ratas.

Os métodos escolhidos para avaliar os tratamentos foram
analise da densidade Optica em imagens de radiografia digital, dimensdes
das tibias, resisténcia no teste biomecéanico de flexdo em trés pontos e
imagens da regido de reparo na microscopia eletrbnica de varredura
(MEV).
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A andlise radiogréafica ndo € um teste muito sensivel para
detectar alteracbes na mineralizacdo em 0ssos tdo pequenos como o das
ratas. Mas, ainda assim insistimos na sua realizacdo porque se for
possivel verificar e demonstrar o efeito dos tratamentos por esse método,
isso tem um valor clinico de peso. Este exame € 0 mais acessivel a
populacdo em geral, além de ser mais barato, simples, rapido e de boa
sensibilidade em humanos.

A densidade Optica € fornecida em valores numéricos,
escalonada de zero a 255, onde o zero corresponde a cor preta e 255 a
cor branca. Traduzindo para nossa pesquisa, na regido do osso lesionado
com pouca ou nenhuma mineralizagcdo teremos a cor cinza escura ou
preta, enquanto quanto maior a regeneracdo e mineralizacdo mais
proximo a cor branca serdo as imagens. Como esta mensuracao ndo é
possivel a olho nu devido aos mais de 30 tons de cor estes foram
convertidos em histogramas. Esta forma de pesquisa foi bem consagrada
como método valido de avaliacdo 6ssea em regides lesionadas como
dizem os pesquisadores Senra, (2006), Moraes et al., (2005), Agreda
(2007), Prado (2008) e Mahl et al. (2009).

A forma de andlise do histograma foi intragrupo e
intergrupo, na tentativa de evidenciar melhor as diferencas dos valores de
densidade éptica entre os tratamentos.

A densidade Optica aplicada no reparo 6sseo nos
demonstrou a pouca mineralizacdo éssea praticamente em todos o0s
grupos com 6 e 12 dias de reparo. A excecao entre esses grupos assim
como nos demais foi 0 grupo Sham Placebo aos 6 dias, demonstrando
resultado expressivo intra e intergrupo. O grupo Arnica 6CH apresentou
uma crescente densidade o6ptica, de 6 a 28 dias de tratamento. Farina,
2010 obteve resultados parecidos em estudo semelhante a este. Farina
notou a evidéncia de aumento gradual e continuo, da densidade Ossea
em grupos ovariectomizados tratados por seis, dez, dezessete e vinte e

oito dias com Calcarea phosphorica 6CH. Para os grupos tratados com
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arnica fitoterapica o destaque foi aos 18 dias intra e intergrupo, porém
com oscilacdo de densidade em outras datas de tratamentos. Outra
semelhanca com Farina, 2010 ocorreu com 0 grupo ovariectomizado e
tratado por 17 dias por Calcarea phosphorica 6CH, onde este grupo teve
a maior densidade. Aos 28 dias de tratamento, a Arnica montana
homeopatica manteve a mesma mineralizacdo dos 18 dias, ja para arnica
fitoterapica houve um decréscimo, entretanto, com densidade semelhante
ao homeopéatico de mesmo periodo.

A implantagcdo de mensuracdo de comprimento e didmetro
das tibias neste trabalho foi uma forma de avaliar o efeito dos
medicamentos na qualidade do tecido 6sseo e na possibilidade de
interferir nas propriedades mecéanicas das tibias ao serem executados 0s
testes biomecénicos de flexdo em trés pontos.

O comprimento das tibias oscilou de maneira expressiva
no grupo Sham PL aos 28 dias, que apresentou tamanho superior aos
demais, com diferenca significativa para o grupo OVZ TM. Por outro lado,
0 grupo OVZ TM tratado durante 18 e 28 dias, apresentou 0s menores
comprimentos. As medidas do didmetro na parte distal das tibias mostrou
diferenca significativa do grupo arnica TM para arnica 6CH aos 18 e 28
dias, sendo maior para o medicamento homeopatico.

O grupo néo ovariectomizado foi 0 que apresentou maior
comprimento das tibias ao final do experimento, podendo-se levantar a
hipotese de que a osteoporose influa no crescimento dos 0ssos longos.
Os grupos ovariectomizados tratados com arnica TM foram o0s que
apresentaram as tibias mais curtas aos 18 e 28 dias. Embora a diferenca
observada tenha sido pequena tal fato pode representar reflexo de
toxicidade do tratamento uma vez que a arnica possui principios ativos
téxicos como o sesquiterpeno Helenalin (Yui et al., 1998). Nossos animais
receberam Arnica TM na agua de beber durante cerca de um més. Nao

ha relatos sobre a influéncia negativa da arnica no crescimento 0sseo,
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mas, tal fato merece investigacdo uma vez que esta planta é amplamente
utilizada pela populacéo em geral.

O grupo tratado com arnica 6CH apresentou aumento
progressivo do comprimento das tibias ao longo do experimento e aos 28
dias esta diferenca alcancou valor significativamente maior que o do
grupo tratado com arnica TM (p=0,051). Por outro lado, o grupo tratado
com arnica TM mostrou uma linha de diminuicdo progressiva do
comprimento das tibias ao longo do experimento. Analisando-se
comparativamente o comportamento do crescimento das tibias nos dois
grupos tratados com arnica pode-se levantar a hipétese de que a tintura
mae tenha toxicidade enquanto a diluicdo homeopatica em 6CH nao
apresente toxicidade como é esperado em medica¢des com alta diluicdo
e que este fato tenha influéncia no crescimento ésseo.

A propriedade biomecéanica de um o0sso é determinada
pelo calculo da tensdo maxima aplicada no corpo de prova até sua
ruptura. A capacidade de o material absorver energia até a sua ruptura
indica sua resisténcia ao estresse (Holanda, 1999). Neste estudo foi
realizado o teste de resisténcia a flexdo em trés pontos. A localizacéo do
ensaio deu-se na parte cilindrica distal de cada tibia numa area de 15
milimetros de distancia de um ponto a outro e em seu ponto médio
aplicou-se carga até a fratura total da tibia.

Na certeza de que os tratamentos propostos afetam a
gualidade do osso como um todo foi selecionado a area cilindrica da tibia
para o teste biomecanico e ndo a area de reparo, porque esta estaria
sujeita a interferéncia de outros fatores que poderiam modificar os
resultados.

A avaliacao da regeneracdo 6ssea por MEV demonstrou
boa aplicabilidade no que se refere a qualidade 6ssea. As imagens
adquiridas com aumento de 20 vezes, com ViSd0 superior e em corte
transversal da lesdo complementam os contrastes das avaliacfes pela

densidade dssea e propriedades biomecanicas.
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As imagens adquiridas dos periodos de seis dias
apresentaram pouca formacédo 6ssea nos grupos tratados com placebo,
sendo que o grupo OVZ PL formou menos 0sso que o Sham PL. Ambos
0S grupos tratados com arnica formaram mais 0SSO que 0S grupos
placebo e mostravam calo 6sseo composto por 0sso trabecular ocupando
toda a regiao do defeito.

Aos 12 dias o grupo Sham placebo foi 0 que apresentou o
maior calo 6sseo ocupando a regido do defeito e a medula 6ssea. Foi
possivel observar que 0s animais ovariectomizados tiveram menor
regeneracdo 0ssea quando comparados aos grupos nhao
ovariectomizados(grupo Sham). O grupo da arnica 6CH mostrou calo com
maior quantidade de osso trabecular e maior reacéo periosteal.

Aos 18 dias o grupo Sham PL mostrou grande
remodelacdo do calo, mas este ainda era composto principalmente por
0sso trabecular., O grupo OVZ PL mostrou calo pequeno com
remodelacdo para osso lamelar formando uma lamina delgada na
superficie do defeito. Os grupos tratados com arnica mostraram calo
0sseo maior que o OVZ PL e, o tratado com arnica 6CH apresentou maior
guantidade de osso lamelar que o tratado com arnica TM. Por meio da
analise das imagens no MEV, comparando os animais OVZ'’s, foi possivel
verificar que os tratamentos com arnica, tanto homeopética quanto
fitoterapica, diminuiram a reabsor¢do do calo ésseo e que a arnica 6CH
foi melhor que a arnica TM.

Aos 28 dias o grupo Sham PL mostrou remodelacéo
completa do calo para osso tipo lamelar compacto, mas em alguns
animais foi observado areas de defeito na fusdo com a cortical antiga. O
grupo OVZ placebo mostrou atraso na remodelagdo do calo e
regeneracado incompleta. Os grupos tratados com arnica mostraram
comportamento semelhante entre si, caracterizado por calo 06sseo
constituido principalmente por osso lamelar compacto, formando uma

lamina delgada na superficie do defeito e que ndo apresentando ainda a
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mesma espessura da cortical antiga. Fica a sugestdo de qual seria o
resultado em periodo mais longo de observacéo.

Senra, 2006 pesquisou Calcarea fluorica 6CH em cobaias
osteoporoéticas em diversos periodos (3, 6, 12, 18 e 24 dias), porém, aos
24 dias de tratamento a regeneracdo 0ssea assemelha-se a deste estudo.
Houve formacao de ponte 6ssea delgada e remodelacdo de osso cortical,
mostrando assim a eficiéncia do medicamento (Senra, 2006). Este estudo
corrobora com nossa afirmativa de aumentar o periodo de pesquisa.

A andlise da qualidade 6ssea é muito complexa quanto
aos seus fatores intrinsicos e extrinsicos, macro e microscopico para
avaliar um o0sso lesionado ou ndo. Seria preciso analisar por meio de
diferentes testes e em nimero maior de animais.

O grupo ovariectomizado tratado com Arnica montana
6CH foi o que melhor se comportou mediante aos diferentes testes
realizados. O destaque foram os animais tratados por 28 dias que
apresentaram uma boa regeneracdo e qualidade oOssea, quando
comparados aos demais grupos de mesmo tempo de tratamento.

Os animais ovariectomizados e tratados com Arnica
montana tintura mae, apresentaram bons resultados de regeneracao
segundo a analise de MEV, mas no contexto geral estes foram inferiores
aos do grupo tratado com arnica 6CH. A densidade 6ptica foi melhor que
no grupo da arnica 6CH, porém as propriedades biomecénicas nao
demonstraram tdo boa resisténcia quanto o grupo da arnica 6CH. Fica a
hipétese de que a Arnica montana tintura mae, tenha causado efeito
toxico, o qual tenha interferido o crescimento ésseo.

Os resultados deste trabalho sugerem que outros estudos
sejam realizados para melhor compreensdo da eficacia desta planta
medicinal no tratamento da osteoporose e fraturas na vigéncia desta
doenca. Faz-se necessario avaliar um maior tempo de tratamento, outras
concentragbes da tintura mae de Arnica montana e de arnica

homeopatica e a presenca de toxicidade



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condi¢cdes experimentais deste

estudo permitiu concluir que:

a)

b)

o tratamento com Arnica montana homeopatica foi
mais eficiente que o com arnica fitoterapica na

regeneragéo O0ssea em ratas com osteoporose;

o tratamento com Arnica montana homeopatica ou
fitoterapica atuou positivamente na regeneragdo

Ossea;

a arnica influenciou negativamente no cumprimento
total das tibias em periodos longos de

administracao.
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CEF 12200870 F, (12) 39475028 7 w037
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Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Animais

CERTIFICAMOS, qgue o protocolo n® 023/2009-PA/CEP,
sobre “Efeitos da arnica fitoterapica e homeopitica comparados
com o alendronato no reparo de lesbes OGsseas em ratas
ovariectomizadas” sob responsabilidades de EDMUNDO DA SILVA,
tendo como orientadora a Profa.Adjunto ADRIANA AIGOTTI
HABERBECK BRANDAO, est4 de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagido Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa.

Séo Joseé dos Campos, 23 de setembro de 2009
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Profa.Titular YASMIN RODARTE CARVALHO
Coordenadora
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