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RESUMO

Objetivo: Estudar o efeito do decocto 5% de Casearia sylvestris no reparo de defeito femoral preenchido com matriz 6ssea
bovina desvitalizada. Métodos: Vinte e quatro ratos Wistar, machos ¢ adultos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
com 12 animais. Defeitos femorais bilaterais, com 2mm de didmetro, foram produzidos na diafise femoral e preenchidos com
matriz 6ssea bovina desvitalizada. O grupo experimento recebeu ImL de decocto 5% de Casearia sylvestris, por gavagem,
durante o periodo de seguimento; o grupo controle recebeu ImL de agua destilada. Os animais foram sacrificados com 10, 20 ou
30 dias ¢ o tecido 0sseo presente na area operatoria quantificado. Aplicou-se o teste “¢” de Student para comparagdo das médias
de formagao 6ssea obtidas em cada periodo estudado (10, 20 ¢ 30 dias), em nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Resultados:
A neoformagdo dssea foi menor nos animais do grupo experimento nos seguimentos de 10 (p =0,0000), 20 (p = 0,0049) e 30 dias
(p =0,0003). Conclusao: O decocto 5% de Casearia silvestris promove atraso na cronologia do processo de reparagdo dssea em
defeitos 6sseos preenchidos com matriz 6ssea bovina desvitalizada, em ratos, na dose ¢ periodo estudados.

Descritores: Osso e Ossos. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the use of devitalized bovine bone matrix with Casearia sylvestris decoct treatment to regenerate femoral
defect in rats. Methods: Twenty-four adult male Wistar rats were used in this study. Bilateral femoral defects with 2mm diameter
were surgically produced and fulfilled with particulate inorganic bovine bone. Casearia sylvestris decoct treatment was realized
in the preoperative period. The animals were sacrificed 10, 20 and 30 postoperative days and specimens were submitted to
histomorphometric evaluation. The data was submitted a statistical evaluation with Student t-test. Results: The bone formation
was reduced in the experimental animals at 10 (p = 0,0000), 20 (p = 0,0049) and 30 (p = 0,0003) postoperative days. Conclusion:
The association of Casearia sylvestris decoct treatment and the fulfillment of defect with particulate inorganic bovine bone
seemed to decrease bone formation.

Key words: Bone and Bones. Rats.

Introducao

A osteogénese necessaria ao reparo de defeitos 6sseos  utilizadas como material de implante e os formacos com agdo
pode ser influenciada por varios fatores, como as matrizes 6sseas ~ direta ou indireta no metabolismo 6sseo'>*4.
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Varios tipos de biomateriais e suas associagdes
experimentais com diversas substancias vém sendo estudados
no processo de reparagdo 6ssea, considerando que o tecido 6sseo
¢ um dos poucos tecidos de mamiferos capaz de reconstituir a
estrutura lesada em sua forma original com restauracdo da
estrutura histoldgica e propriedades mecéanicas***.

Contudo, a reconstrugdo tecidual de lesdes dsseas
causadas por traumas, processos infecciosos, neoplasias ou
anomalias do desenvolvimento, ainda representa um desafio em
procedimentos ortopédicos ¢ odontoldgicos, direcionando os
estudos a investigagdo de substitutos do osso autégeno ¢ de
agentes farmacologicos que facilitem sua integragao®*

A matriz bovina desvitalizada ¢ uma hidroxiapatita
natural de composi¢do quimica e porosidade semelhantes a
humana, que quando utilizada de forma isolada ou em associagao
com farmacos para preencher defeitos dsseos, comporta-se como
arcabougo para as células mesenquimais do osso hospedeiro
invadirem e se diferenciarem em tecido 0sseo!>*78,

A Casearia sylvestris, também conhecida como
guacgatonga, café bravo ou erva de bugre, tem uma longa historia
na medicina folclérica brasileira.”® A decoccdo da folha ¢
preparada tanto para aplicagdo topica como para ser tomada
como antiinflamatorio, antiviral, antiulceroso e como anestésico
e hemostatico para lesdes de mucosas e pele''2,

A estrutura quimica da Casearia sylvestris ¢ bastante
complexa; suas folhas contém fitoquimicos (diterpenos) com
acao antitumoral, antifingica, antibidtica e inibidora da
replicagdo do virus HIV e sua agdo antiinflamatoria foi
considerada similar a do piroxicam e meloxicam, em ratos'*'*1>.

Considerando os aspectos acima, julgou-se pertinente
o estudo experimental do reparo de defeitos 6sseos preenchidos
com matriz 0ssea bovina desvitalizada, em ratos tratados com
decocto 5% de Casearia sylvestris.

Métodos

Os procedimentos foram realizados de acordo com o
Animal Experimentation Ethics Committee. Foram utilizados
24 ratos Wistar (N = 48 fémures), machos, adultos, com peso
médio de 275 gramas, procedentes do Biotério Central da
UNIDERP, mantidos em gaiolas comunitarias com ragao e agua
ad libitum e distribuidos aleatoriamente em dois grupos com
12 animais cada: grupo I (experimento) e grupo II (controle).
Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos com quatro
animais cada (n = 8): subgrupo A (10 dias), subgrupo B (20
dias) e subgrupo C (30 dias).

Procedimentos anestésicos: os animais foram pesados
em balanca de precisao e anestesiados por solugdo 1:1 de xilazina
(20mg.mL") e quetamina (50mg.mL"), na dosagem de
0,1mL.100g" de peso, por via intramuscular.

Procedimentos operatorios: realizada a tricotomia, fez-
se incisdo longitudinal de 20mm em face lateral de coxa,
divulsdo romba da musculatura com exposicao da diafise femo-
ral, incisdo e elevagdo periostal, confec¢ao de defeito dsseo com
broca metalica de 2mm de diametro acoplada em perfurador

elétrico de baixa rotagdo, interessando cortex lateral e medular
ossea, mantendo-se integra a cortical medial, em ambos fémures.
Os defeitos produzidos foram preenchidos com matriz dssea
bovina desvitalizada e a incisdo fechada com sutura continua
com fio monofilamentado de poliamida 4-0.

Procedimentos pos-operatorios: apos recuperagao
anestésica foi permitido aos animais apoio imediato dos
membros operados sem nenhum tipo de imobilizagdo externa,
sendo mantidos nas gaiolas, com agua e racao ad libitum. Fez-
se a decocgao de 1g de folhas pulverizadas de Casearia sylvestris
em 20mL de agua destilada, submetendo o decocto a analise
qualitativa por cromatografia em camada delgada para
confirmagdo da presenga de flavondides, saponinas e taninos;
doseamento dos flavondides rutina e quercetina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e doseamento dos
polifendis totais. O decocto foi armazenado em frasco ambar
com tampa rosqueada, sob refrigeracdo (10-14°C), com
renovacdo de 50mL a cada trés dias. Os animais do grupo
experimento foram tratados diariamente, por gavagem, com lmL
de decocto 5% de Casearia sylvestris ¢ os animais do grupo
controle com a mesma quantidade de agua destilada até o
cumprimento dos seguimentos de 10, 20 ¢ 30 dias, quando quatro
animais de cada grupo foram pesados e sacrificados por inalagdo
continua de éter etilico.

Procedimentos histologicos: os fémures foram
dissecados e fixados em formol tamponado 10%, descalcificados
e submetidos a processamento histoléogico de rotina no
Laboratorio de Histopatologia da UNIDERP. Cortes histologicos
de quatro micra foram corados com hematoxilina-eosina e
submetidos a avaliagdo histolégica com utilizagdo de
microscopio Optico acoplado a conjunto para fotomicrogafia,
ambos adaptados a microcomputador com softwares WinTV e
ImageLab 2-3, com finalidade de quantificar o tecido 6sseo na
area do defeito produzido operatoriamente.

Procedimentos estatisticos: aplicou-se o teste “t” de
Student para comparagdo das médias de formacao o6ssea, do
grupo controle e experimental, obtidas em cada periodo
estudado (10, 20 e 30 dias), em nivel de significancia de 5% (p
< 0,05).

Resultados

No decorrer do experimento todos os animais
ganharam peso e nao houve nenhuma morte.

A andlise histologica por microscopia Optica mostrou
progressiva neoformacao dssea adjacente as margens do defeito
operatdrio e aos fragmentos de matriz dssea bovina desvitalizada
(Figura 1). A andlise quantitativa do tecido dsseo presente na
area do defeito operatorio esta exposta na Tabela 1.
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FIGURA 1 - Fotomicrografias mostrando o aspecto histologico do defeito 6sseo nos grupos experimento e controle
(HE — 40x). Observa-se menor neoformagao dssea nos animais do grupo experimento em todos os periodos de
seguimento. TN: osso neoformado; B: fragmentos de matriz dssea bovina desvitalizada
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TABELA 1 - Analise quantitativa da formagao 6ssea nos grupos experimento e controle com respectivos subgrupos.

Valores em porcentagem

GRUPO I - EXPERIMENTO

GRUPO II - CONTROLE

Subgrupo IA  Subgrupo IB  Subgrupo IC Subgrupo IIA  Subgrupo IIB  Subgrupo IIC
(10 dias) (20 dias) (30 dias) (10 dias) (20 dias) (30 dias)
16,32 36,58 52,22 16,95 38,65 64,20
16,27 39,54 57,64 17,23 38,79 62,38
15,34 35,56 58,70 18,05 39,45 61,56
14,96 33,97 52,23 17,89 40,23 62,55
15,69 38,25 58,25 18,12 37,89 64,78
15,65 38,64 56,80 17,69 40,56 63,56
16,03 36,84 59,64 19,20 41,25 64,12
14,97 37,26 58,25 18,22 39,55 63,89
15,65 + 0,536 37,08 +£ 1,780 56,72 + 2,888 17,92 £ 0,682 39,55+ 1,104 63,38 + 1,100

IA x ITA: Teste t com variancias iguais -
t=-7,3835  p=0,0000

IB x IIB: Teste t com variancias iguais -
t=-3,3308 p=0,0049

F(7,7)=0,6185 p=1,0000

F(7,7)=2,6012 p=0,2308

IC x IIC: Teste t com variancias desiguais - F(7,7) =6,8908 p=0,0224

=-6,0984 p=0,0003

Discussio

Os biomateriais vém tendo um uso crescente na
ortopedia e odontologia, com a finalidade de preenchimento de
cavidades 6sseas e facilitagdo da formagao dssea por protecao
contra a invasdo de tecidos ndo-osteogénicos competidores>*.

A matriz ¢ssea bovina desvitalizada foi selecionada
para preenchimento das cavidades Osseas, neste trabalho ex-
perimental, por ser biocompativel, ter reserva de matéria prima
suficiente, ser de baixo custo e facil manuseio, podendo ser
estocada em temperatura ambiente e ndo exigindo instrumental
cirtirgico especial para sua aplicagao>*67%,

Como a osteogénese reparadora de defeitos dsseos,
com ou sem uso de enxertia dssea, pode ser influenciada por
fatores biologicos e fisicos, promovendo aceleragdo ou
retardando a reparacdo Ossea*®, decidiu-se estudar o efeito do
decocto 5% de folhas de Casearia sylvestris na integracdo da
matriz 6ssea bovina desvitalizada em defeitos dsseos femorais
provocados operatoriamente, em ratos.

No decorrer do experimento ndo houve morte de
nenhum animal e o ganho de peso apresentado por todos os
animais da amostra demonstra que os procedimentos operatorios
realizados, o biomaterial e o fitoterapico utilizados nado
interferem com o desenvolvimento normal do animal, no periodo
estudado.

No estudo histologico observou-se neoformacdo de
tecido 6sseo justaposta as paredes do defeito e a superficie da
matriz 6ssea bovina desvitalizada, com aspecto basofilo e sinais
de reabsor¢do, demonstrando um arcabougo biologico adequado
para a neovascularizagdo e deposi¢ao 6ssea em todos os periodos
de seguimento (Figura 1).

Nos animais tratados com decocto 5% de Casearia
sylvestris, a formacao 6ssea ocorreu em menor quantidade que
nos animais do grupo controle (Tabela 1). Relacionamos o efeito
inibidor da formacdo 6ssea demonstrado pelo decocto 5% de
Casearia sylvestris a presenca dos fitoquimicos com agdo
antiinflamatoria, de forma semelhante ao efeito dos farmacos
alopaticos antiinflamatorios ndo hormonais, que promovendo
inibicdo da sintese de prostaglandinas na producdo de efeito
analgésico e antiinflamatdrio, causam diminui¢do do nimero
de macrofagos, fibroblastos e fibras colagenas®!®, com efeito
inibitorio sobre a osteogénese.

Conclusio
A utiliza¢ao de decocto 5% de Casearia silvestris

promove atraso na cronologia do processo de reparagdo dssea e
menor osteogénese em defeitos 6sseos preenchidos com matriz
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0ssea bovina desvitalizada, em ratos, na dose ¢ periodo
estudados.
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