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RESUMO

Obijetivo: Investigar a fungao da suplementagao de &cido ascoérbi-
co na consolidagdo de fraturas da tibia de ratos. Métodos: Trinta
ratos Wistar machos foram aleatoriamente divididos nos grupos
Vitamina C (Grupo A) e sham (Grupo B), com 15 ratos em cada
grupo. Ao grupo A foram administrados 200mg/kg de acido as-
corbico por dia intraperitonialmente e ao grupo B,5ml/kg de soro
fisiolégico intraperitonialmente uma vez ao dia. Os animais foram
separados em duplas e colocados em gaiolas, com agua e ragéo
padrdo ad libitum. As fraturas foram produzidas manualmente, nao
foram estabilizadas nem foi usado qualquer tipo de imobilizagéo.
Duas, quatro e seis semanas apos a fratura, cinco ratos de cada
grupo foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervi-
cal. O calo foi dissecado, preparado e analisado histologicamente.
A anélise histomorfoldgica foi realizada seis semanas apoés a fra-
tura e o estagio de consolidagao determinado a partir de escala
de cinco pontos. Resultados: Nao houve diferengas histolégicas
e histomorfologicas entre os animais nos trés diferentes estagios
usados no experimento. Seis semanas apos a fratura, os cinco
animais de cada grupo apresentaram completa consolidagdo 6s-
sea. Conclusao: Nas condicoes estudadas, a suplementagao de
Vitamina C nao acelerou o processo de consolidagdo de fraturas
da tibia de ratos. Nivel de evidéncia ll, Estudo individual com deli-
neamento experimental.

Descritores: Acido ascorbico. Consolidagéo da fratura. Fraturas da tibia.

ABSTRACT

Objective: To investigate the role of ascorbic acid supplementa-
tion on bone healing after rat tibia fracture. Methods: Thirty male
Wistar rats were randomly divided into Vitamin C (Group A) and
sham (Group B) groups (15 rats each). Group A received 200 mg
intraperitoneally per kg per day of ascorbic acid and Group B was
given saline 5 ml per kg per day intraperitoneally once a day. The
animals were caged in pairs and allowed free access to tap water
and a standard rodent chow ad libitum. Fractures were produced
manually, they were not stabilized, and unprotected weight-bearing
was allowed. At two, four, and six weeks post-fracture, the rats in
both groups were anesthetized and sacrificed by cervical disloca-
tion. Callus tissue was dissected, prepared, and analyzed histo-
logically. Histomorphological analysis was performed at six weeks
post-fracture and the extent of fracture healing was determined
using a five-point scale. Results: There were no histological and
histomorphological differences between drug-treated animals and
the shamin the three different stages studied. By six weeks post-
fracture, the five animals of each group had a complete bone union.
Conclusion: Under the studied conditions, intraperitoneal Vitamin C
Supplementation does not accelerate the fracture healing process
after experimental tibia fracture in rats. Level of evidence: Level 2,
individual study with experimental design.

Keywords: Ascorbic acid. Fracture healing. Tibial fractures.

Citacao: Giordano V, Albuquerque RR Amaral NP Chame CC, Souza F, Apfel MIR.
Suplementacéo de vitamina C né&o acelera o processo de consolidacéo de fratura da tibia
em ratos. Acta Ortop Bras. 2012;20(1):10-2. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.

Citation: Giordano V, Albuquerque RR  Amaral NF Chame CC, Souza F, Apfel MIR.
Supplementary vitamin C does not accelerate bone healing in a rattibiae fracture model.
Acta Ortop Bras. 2012,20(1):10-2. Available from URL: http://www.scielo.br/aob.

INTRODUGAO

O osso é um tecido altamente especializado do sistema esquelético.
Assim como em outros tecidos, a consolidagdo dssea envolve a inte-
racao continua entre diferentes tipos celulares, mediada por fatores
intrinsecos e extrinsecos.’ Uma consolidagao dssea bem sucedida

depende de muitos desses fatores. O aporte sanguineo local e o
estado nutricional do paciente estao entre os principais fatores que
influenciam o comportamento do tecido danificado.®* Dados recentes
sugerem que as vitaminas A, C, D e E s&o importantes ativadores e
mediadores da cicatrizagao tecidual.*
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A vitamina C (ou &cido ascorbico) € uma vitamina soltivel em dgua
e tem diversas fungoes fisioldgicas e farmacolégicas no organismo
dos mamiferos. Ela é necessaria para a formagéo do colageno,
adequado funcionamento do sistema imunolégico, e como antio-
xidante tecidual.* Durante a fase proliferativa da cicatrizagdo teci-
dual, o acido ascoérbico é importante para a sintese de colageno
em tecidos conjuntivo devido ao seu papel como co-fator para
prolina-hidroxilase e lisina-hidroxilase.® Adicionalmente, ela parece
ser essencial para a formagao éssea normal devido ao seu efeito
no crescimento e diferenciacéo do osteoblasto e na expressao da
fosfatase alcalina.>7Além disso, a vitamina C sozinha ou combi-
nada com vitamina E diminui a agregagao plaquetéria, reduzindo
assim o risco de lesdo do endotélio vascular e trombose venosa.?
Embora esses estudos tenham fornecido importantes subsidios na
definicdo de algumas fungdes do acido ascorbico na cicatrizagédo
tecidual, sua interagdo com a regeneragdo 6ssea tem sido pouco
investigada.®'® Em estudos anteriores da consolidagao de fraturas
em cobaias, grupos que receberam suplementagao de vitamina C
demonstraram um reparo 6sseo mais rapido que grupos controle.
A nivel molecular, parece que altas concentragdes de Vitamina C
aumentam a expresséo de colageno X, acelerando assim o pro-
cesso de mineralizagéo da consolidagao das fraturas.'®!!

Para elucidar o papel da suplementagéo de acido ascérbico na
consolidagdo 6ssea, investigou-se seu efeito na osteogénese em
modelo experimental de fratura de tibia de ratos.

METODOS

Trinta ratos Wistar machos (Rattusnorvegicusalbinus), com peso
corporal médio de 100g, foram usados na experiéncia. Os animais
foram divididos aleatoriamente em grupos “vitamina C” (Grupo
A) e “sham” (Grupo B), com 15 ratos em cada grupo. Os animais
foram separados em duplas e colocados em gaiolas, com &gua e
racao padréo ad libitum (Nuvilab CR-1,Nuvital Nutrientes, Brasil). A
racéo utilizada nao continha vitamina C. Ao grupo A foram admi-
nistrados intraperitonialmente, uma vez ao dia, 200mg/kg de acido
ascorbico (Laboratério Teuto Brasileiro, Brasil). A dosagem de
acido ascérbico foi calculada com base em estudo de Saristzen
et al.® Ao grupo B foram administrados intraperitonialmente 5mi/kg
de soro fisioldgico uma vez ao dia. Os tratamentos foram iniciados
no dia da fratura e foram interrompidos um dia antes do sacrificio.
Os ratos foram anestesiados com éter e a fratura foi produzida ma-
nualmente no tergo médio da tibia por técnica de flexdo em trés pon-
tos.? As fraturas ndo foram estabilizadas, sendo permitida a carga
sem imobilizag&o assim que 0s animais se recuperaram da aneste-
sia. Duas, quatro e seis semanas apds a fratura, os ratos em ambos
os grupos foram anestesiados e sacrificados por deslocamento
cervical. Este método é recomendado pela Convencao Européia de
Animais Vertebrados Usados em Experimentos e Outros Propésitos
Cientificos.” As extremidades fraturadas foram desarticuladas ao
nivel do joelho para facilitar a preparagao do calo. O calo 6sseo foi
dissecado e fixado em paraformaldeido 10% por cinco dias.

A anélise histoldgica foi realizada por microscopia de luz. Apds a
fixagéo, os fragmentos foram descalcificados em acido nitrico 5%
por cinco dias, desidratados em etanol e incluidos em parafina.
Cortes de cinco micromeros foram preparados, colocados em lami-
nas e corados com hematoxilina e eosina. Este método foi descrito
por Bancroft e Cook e foi utilizado em outros experimentos 21316
A andlise histomorfologica foi realizada ao final do experimento
(seis semanas poés-fratura). O calo de cinco ratos de cada grupo
foi estudado aleatoriamente sem que se soubesse o regime de
tratamento a que foi submetido e o estégio da consolidagdo da
fratura foi determinado com uso de uma escala de cinco pontos
proposta por Allen et al.'” (Tabela 1)

O teste de Mann-Whitney foi usado para comparacéo entre grupos
com nivel de significancia a = 0,05.
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Tabela 1. Escore da consolidagéo de fraturas — Sistema de graduacao
de Allen et al.””

Avaliacdo histomorfoldgica Grau
Uni&o 6ssea completa 4
Unido 6ssea incompleta 3
Unido cartilaginosa completa 2
Uni&o cartilaginosa incompleta 1
Pseudoartrose 0

Fonte: Allen HL, Wase A, Bear WT. Acta OrthopScand, 1980

RESULTADOS

A consolidagdo das fraturas em ambos 0s grupos aconteceu de
forma similar & descrita por Udupa e Prasad.'® Nao observamos
diferencas histolégicas e histomorfoldgicas entre os animais tra-
tados com a droga e aqueles do grupo sham ao longo dos trés
estagios distintos usados no experimento (p> 0,05).

Duas semanas apds a fratura, a andlise histolégica mostrou calo
tecidual misto caracterizado por pequenas quantidades de teci-
do cartilaginoso e proteoglicanas acidas com osso neoformado
endocondral e intramembranoso no tecido conjuntivo existente
entre as extremidades 6sseas fraturadas. Quatro semanas apés
a fratura, havia extensa zona de o0sso priméario neoformado por
ossificagdo endocondral e intramembranosa com poucas areas
de cartilagem hialina (condrogénesein foci) detectavel na periferia
do calo. O peridsteo estava francamente proliferativo. Seis sema-
nas apos a fratura, havia evidéncia completa de consolidagéo da
fratura. Notou-se grande quantidade de osso imaturo, com trabé-
culas densas e irregulares. Na periferia, havia sinais evidentes de
remodelagdo do calo externo e o peridsteo estava relativamente
fino. De acordo com o sistema de graduacao de Allen et al."’, os
cinco animais de cada grupo tinham uma unido éssea completa
em seis semanas (Grau 4). A sequéncia da consolidagao éssea
no Grupo A estd ilustrada na Figura 1.

Figura 1. Fotomicrografia de fraturas da tibia de ratos no Grupo A (Vitamina
C) em duas (A), quatro (B) e seis (C) semanas. Notar a progressao do calo
tecidual ao longo das fases de colageno (A), osteogénica (B) e remodela-
¢éo (C), conforme descrito por Udupa e Prasad.18 A consolidagao éssea
completa era detectavel em seis semanas pos-fratura.

DISCUSSAO

A vitamina C é importante no metabolismo de diversos tecidos do
corpo, especialmente na formagéo das fibras do coldgeno. Foi
demonstrado que o acido ascérbico promove a sintese de colageno
maduro e normal através da perfeita manutengéo da atividade das
enzimas lisina e prolina hidroxilase.'®?° Em ambiente intracelular
estas enzimas catalisam a hidroxilagao de alguns residuos de lisina
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e prolina nos polipeptideos de coldgeno, possibilitando a formagao
e estabilizagéo da tripla hélice do colageno.'®?" Franceschi et al.??
demonstraram um carreador sédio-dependente especifico para o
acido ascorbico na membrana plasmatica do osteoblasto, indican-
do assim uma funcao do nutriente como agente estimulador da
sintese do colageno Tipo | para essa populagao celular. Além disso,
0 acido ascorbico estimula a agéo da fosfatase alcalina e induz a
diferenciagao osteoblastica de células ST2 do estroma in vitro.?

Diversos experimentos clinicos comprovam o papel do &cido ascor-
bico na formagao do tecido ésseo. Em populacdes mais jovens, a
falta de vitamina C altera a formagao da matriz 6ssea e a reabsorgao
cartilaginosa, levando a fragilidade dssea e fraturas na placa de
crescimento.?* Parece que as atividades dos condrdcitos e osteo-
blastos sdo prejudicadas pela deficiéncia de &cido ascorbico devido
ao acumulo de pro-colageno nado helicoidal e nao hidroxilado no
reticulo endoplasmatico rugoso.5?® De fato, Ganta et al.’ observaram
mineralizacdo de formato irregular com camada desordenada de
osteoblastos mal formados em o0ssos parietais de feto de rato trata-
do com baixas doses de acido ascorbico. Por outro lado, Braddock
et al." mostraram que o tratamento com &cido ascorbico consiste
em medida eficaz para melhorar a ossificagéo esquelética em fetos
de ratos diabéticos, possivelmente via redugéo de radicais livres
de oxigénio. Embora o mecanismo pelo qual espécies de oxigénio
reativo afetam a fisiologia 6ssea permaneca pouco claro, foi de-
monstrado que radicais de oxigénio livre prejudicam a consolidagao
de fraturas em ratos.?® Além do mais, parece que o acido ascorbico
desempenha papel fundamental na homeostasia entre osteoblastos
e osteoclastos em termos de diferenciag¢ao e ativagao, influenciando
diretamente os estagios iniciais do reparo 6sseo.?” Entretanto, em-
bora Sarisdzen et al.? e Yilmaz et al.'°, usando modelos de fraturas
experimentais em ratos, tenham concluido que a vitamina C acelera
a consolidacdo de fraturas, pelo que sabemos nenhum beneficio
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