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RESUMO

Osteoartrite € uma doenga cronica degenerativa de grande impacto mundial.
Aproximadamente 250 milhdes de pessoas apresentam osteoartrite de joelho em
todo o mundo. Dessa forma, encontrar novas formas de tratamento dessa doenca é
de fundamental importancia. O estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do extrato
hidroetandlico das folhas de Persea americana Mill. em modelo experimental de
osteoartrite em joelhos de ratos. Para caracterizacdo quimica do extrato utilizou-se
screening fitoquimico e perfil cromatografico obtido por HLPC-UV de alta eficiéncia a
254 nm, identificacdo por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-MS) e andlise da injecao de fluxo (FIA-MS). Utilizou-se quarenta e oito
ratos machos da linhagem Wistar divididos em dois grupos (tratamento imediato e
tardio), onde cada um desses dois grupos foram divididos em quatro subgrupos com
seis animais: EHPA (500mg/kg), solugao salina (0,1mL/kg), meloxicam (0,1mg/kg) e
subgrupo sadio que ndo possuiu intervengao cirdrgica e tratamento. Para avaliacdo
de atividade motora foi utilizado o teste de deambulacao for¢cada, para quantificar a
dor espontéanea foi utilizado o teste de Von-Frey, e a resposta frente a hiperalgesia
mecanica foi avaliada pelo teste de Randall Selitto. Realizou-se dosagens de
marcadores bioquimicos, tais como glicemia em jejum, colesterol total, triglicerideos,
Creatinina, Ureia, Gama GT, Transaminase Oxalacetica (AST) e Transaminase
Piruvica (ALT), além do hemograma completo. Também foram realizadas analises
histoldégicas da articulagcdo do joelho utilizando os critérios da OARSI e analise
radiografica seguindo os parametros de grau osteoartrose de Kellgren e Lawrence. O
screening fitoquimico qualitativo mostrou a presenca de compostos fendlicos,
alcaloides, esteroides triterpendides, taninos e saponinas. A caracterizagdo quimica
por LC-MS e FIA-MS revelou a presenca de taninos condensados como componentes
majoritarios, além de acidos fendlicos, flavonoides agliconas, glicosilados e
triterpenos. A administragdo do extrato na dose de 500mg/kg, via oral, melhorou a
deambulacéao forcada, reduziu a sensibilidade tatil e mostrou atividade antinociceptiva
no teste de hiperalgesia mecanica em ambos protocolos experimentais. O extrato ndo
alterou as funcbes hepaticas, renais e hematopoiéticas. As analises histoldgicas e
radiolégicas mostraram que o extrato atuou como um protetor da cartilagem no
processo inflamatério. Conclui-se que o extrato hidroetandlico de Persea americana
Mill. reduziu a sensibilidade a dor devido aos efeitos antinociceptivos semelhantes ao
meloxicam, droga comumente utilizada na clinica médica.

Palavras-chave: Persea americana; Osteoartrite; Dor.



ABSTRACT

Osteoarthritis is a worldwide degenerative chronic disease. Approximately 250 million
people perform worldwide. Thus, the new forms of treatment are the disease of
fundamental importance. The objective of this study was to evaluate the hydroethanolic
extraction of leaves of Persea americana Mill in an experimental model of osteoarthritis
in rat knees. Chemical characterization of the extract using phytochemical screening
and high efficiency HLPC-UV array ethnography at 254 nm, identification by Mass
Spectrometry Coupled Liquid Chromatography (LC-MS) and fluid flow analysis (FIA-
MS). Use and control of Wistar male males divided into two groups: EHPA (500mg /
kg), saline (0.1mL) / kg), meloxicam (0.1mg / kg) and control subgroup that had no
intervention.) For evaluation for motor activity the forced ambulation test was used.
This was to quantify the frequency the Von-Frey test was used. A response to
mechanical hyperalgesia was evaluated by the Randall Selitto test. Biochemical
markers such as fasting glucose, total cholesterol, triglycerides, creatinine, urea,
gamma GT, oxalacetic transaminase (AST) and pyruvic transaminase (ALT) were
performed. They were also histological retrospectives of the knee joint using the
OARSI criteria and radiographic analysis following the Kellgren and Lawrence
osteoarthritis grade parameters. Qualitative phytochemical screening shows the
presence of phenolic compounds, alkaloids, triterpenoid steroids, tannins and
saponins. A chemical characterization by LC-MS and FIA-MSH. A presence of
condensed tannins as major components, as well as phenolic acids, aglycone,
glycosylated and triterpene flavonoids. Oral administration of the extract at a dose of
500mg / kg improved the dose of 500mg / kg orally and improved antinociceptive
activity in the mechanical hyperalgesia test in both experiments. The extract did not
alter liver, renal and hematopoietic functions. The histological and radiological
analyzes that were extracted were a protector of cartilage in the combat process.
Concluding the hydroethanolic extract of Persea americana Mill. reduced sensitivity to
blood damage to adverse effects of meloxicam, a drug commonly used in medical
practice.

Key-words: Persea americana; Osteoarthritis; Pain.
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1. INTRODUGAO

A dor € um mecanismo complexo que engloba elementos sensoriais e afetivos.
A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define dor como uma
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tecidual potencial
ou real” (“IASP Terminology - IASP”, 2017).

Ela é iniciada na periferia por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos e €
conduzida pelas fibras A3, Ad e C até o corno dorsal da medula espinal. Os estimulos
elétricos (potenciais de acdo) gerados na periferia promovem a abertura dos canais
de caélcio, liberagcdo de neurotransmissores excitatérios como glutamato e aspartato
no corno dorsal da medula espinal. Apéds isso, a informacéao é transmitida e modulada
até o cortex (GRIFFIN; WOOLF, 2009).

Os nociceptores sdo o0s receptores responsaveis por captar os estimulos
externos transformando-os em potencial de acdo. Existem trés tipos de nociceptores;
mecanicos, térmicos e quimicos (BARROS et al., 2011) que estdo distribuidos por
varias partes do corpo como pele, serosas, tecidos 6sseos, articulacoes, vasos
sanguineos, musculos, tenddes e visceras (TRANQUILLI et al., 2011).

Dados epidemiolégicos mostram que a populacdo mundial estd envelhecendo
em ritmo acelerado e que, consequentemente, as doencgas crénico-degenerativas vém
ganhando demasiada importancia pela prevaléncia crescente. Nesse grupo de
doencas, encontra-se a osteoartrite (REZENDE; CAMPQOS, 2013).

A osteoartrite é caracterizada pela degeneragdo da cartilagem e outras
estruturas da articulacdo, incluindo o osso subcondral. E a doenca articular mais
prevalente, sendo que até 40% das pessoas com mais de 65 anos apresentardo
degeneracao do joelho ou quadril. E diagnosticada com avalicdo clinica e radiogréfica,
sendo a dor a queixa mais frequente durante a consulta médica (REGINSTER, 2014;
TAT et al., 2010).

A sindvia, 0 0sso e a cartilagem séo os trés principais alvos atingidos pelos
mecanismos patoldgicos da osteoartrite. Acomete principalmente as articulacées dos
joelhos, quadris, maos e coluna vertebral. As principais manifestacdes clinicas sdo
dor e rigidez (FIGUEIREDO NETO; QUELUZ; FREIRE, 2011).
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Entre os mediadores pré-inflamatérios destacam-se o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6), que possuem um papel
essencial no desenvolvimento da dor na OA (REZENDE; CAMPOS, 2013).

A dificuldade de realizacdao de estudos em humanos levou a necessidade do
desenvolvimento de modelos experimentais de artrites que apresentem semelhanca
com a fisiopatologia da doenga humana (SILVA, 2009).

A espécie Persea americana Mill, pertencente a familia Lauraceae tem o seu
fruto conhecido como abacate. E originaria da América Central e cultivada em todo o
Brasil, preferindo os solos silico argilosos, férteis e profundos (MEDINA et al., 1978).

E uma arvore de 6 (seis) a 15 (quinze) metros de altura, cujas folhas sdo
alternas e as inflorescéncias sao axilares, surgindo na base dos brotos foliares jovens,
agrupadas na regiao terminal dos ramos. As flores sdo pequenas, bissexuais, verde-
amarelas. O fruto, piriforme, ovalado ou arredondado, varia muito nas numerosas
variedades existentes (CAVALCANTE, 1991).

Persea americana Mill € uma planta amplamente estudada na fitoterapia, tanto
por sua importante qualidade nutricional quanto por seus efeitos medicinais na saude
humana. E utilizada como tratamento para diversas enfermidades, como a anemia,
helmintiases, doencas renais, reumatismo, e ajuda na prevencdao de cancer
(PAMPLORA et al., 2005).

Investigagdes fitoquimicas dessa espécie identificaram diferentes classes de
compostos quimicos, tais como monoterpendides, sesquiterpendides, triterpendides,
flanovdides e alcaloides sugerindo desta forma potencial para reducdo da dor
(CHAVERRI, 2010). A atividade analgésica e anti-inflamatdria do extrato aquoso das
folnas de P. americana foi avaliada por meio de testes in vitro em modelos
experimentais (ADEYEMI et al., 2002).

A hipotese estabelecida para este estudo é: o extrato hidroetandlico das folhas
de Persea americana Mill. possui eficacia em modelo experimental de osteoartrite de
joelho induzida por monoiodoacetato de soédio em ratos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Osteoartrite de joelho

A Osteoartrite (OA) é a forma mais comum de doencga articular, que afeta
diferentes componentes de toda a articulagcao e pode se manifestar em uma ou mais
articulacdes, envolvendo principalmente quadris, joelhos, maos e pés (MARTEL-
PELLETIER et al., 2016) E uma condigéo clinica cada vez mais prevalente devido ao
processo de envelhecimento e ao aumento das taxas de obesidade na populagéo
mundial (NEOGI; ZHANG, 2013) sendo estimado que cerca de 250 milhdes de
pessoas sao acometidas pela OA (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019). Essa alta
incidéncia indica que a probabilidade de desenvolver OA no joelho ao longo da vida é
de aproximadamente 39,8% em homens e de 46,8% em mulheres (MURPHY, 2008).

A incidéncia de OA aumenta a partir dos 40 anos de idade, manifestando-se
aproximadamente em 50% dos idosos com mais de 65 anos e em 80% dos que
possuem mais de 75 anos. E uma das principais causas de dor e limitagao funcional
nessa populacdo (LARSEN et al., 2013).

Sua causa pode ser dividida em primaria, quando nao ha causa conhecida, ou
secundaria, quando se sabe a causa, que pode ser desde defeitos das articulagdes,
como os joelhos com desvios de direcdo (valgo ou varo), até alteracoes metabdlicas.
A participacdo da hereditariedade € importante, principalmente em certas
apresentacdes clinicas, como os nddulos dos dedos das maos, chamados de nodulos
de Heberden (na junta da ponta dos dedos) ou Bouchard, na junta do meio dos dedos
(SOC. BRAS. REUM., 2017).

Outros fatores estao relacionados com a génese da OA, tais como, genética,
metabolismo, fatores mecéanicos, e envelhecimento. Estes interagem através de
mecanismos moleculares regulando a composicao bioldgica dos tecidos articulares
(HERRERO-BEAUMONT et al., 2017).

Nao existe cura para a osteoartrite. A patologia resulta em um impacto direto
na economia em decorréncia dos elevados gastos publicos com hospitais e
medicamentos (OLALEKAN AU et al., 2013). E a segunda doenca a justificar o auxilio
doenca inicial, totalizando 7,5% desse tipo de auxilio e é também a segunda causa a
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justificar a prorrogacdo do beneficio, totalizando 10,5% dos casos. E a quarta causa
a justificar a aposentadoria precoce por invalidez (SOC. BRAS. REUM., 2017).

Dentre as alteracoes fisiopatolégicas que ocorrem na osteoartrite destaca-se a
modificacdo na estrutura e na fungdo do osso subcondral. Esse processo inicia-se
precocemente, resultando indiretamente em prejuizos para a cartilagem adjacente.
Outro fator importante é que os condrdcitos, assim como os osteoaclastos e
osteoblastos também possuem receptores sensiveis ao calcio, participando assim, de
mecanismos fisico-quimicos semelhantes (YU et al., 2013).

O quadro clinico desta patologia € caracterizado por dor, estreitamento do
espaco articular, atrofia muscular, crepitacdo 6ssea, ostedfitos, esclerose do osso
subcondral, formacbes de cistos, perda do tdnus muscular e derrame articular,
levando ao déficit proprioceptivo, alteracdo do padrdao algico de marcha e
incapacidade na realizagéo das atividades funcionais (SANGHI et al., 2011; AN et al.,
2011). A figura 1 mostra como essas caracteristicas fisiopatoldégicas se manifestam
nos joelhos.

Normal knee Osteoarthritic knee

Subchondral \ ‘ : [
bone ‘ ; \

Bone
remodelling
and sclerosis

Ligaments

Cartilage

Cartilage
breaking

ynovium
SYnovic down

Joint fluid Meniscal

damage

Synovial
hypertrophy

Osteophytes

Figura 1. Comparacao entre joelho em condi¢des normais e joelho osteoartritico. O joelho normal
possui 0 0sso subcondral preservado, ligamentos, cartilagens e sindvia integrais. Nao ha degeneracéo
ossea. Ao lado direito observa-se a formacédo dos osteofitos e demais degradagbdes articulares que
estao envolvidas no quadro patolégico de osteoartrite de joelho. Fonte: Hunter (2006)
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A reducao do espaco articular € uma das principais caracteristicas radiolégicas
iniciais na osteoartrite, uma vez que a sobrecarga associada com a diminuicdo da
cartilagem articular favorece essa reducao (GARRIDO, 2011). O ténue equilibrio entre
formacao e destruicao da matriz cartilaginosa é regulado por uma interacao anabdlica
(fatores de crescimento semelhantes a insulina [IGF] | e Il) e catabdlica (interleucina-
|, fator de necrose tumoral alfa [TNF-a] e proteinases). Inicialmente, estes
mecanismos sao capazes de eliminar ou compensar os efeitos nocivos da OA por
meio da estimulacdo dos condrécitos. Porém, quando esta situacdo excede a
habilidade do sistema de equilibrar os danos, ocorre a degradagéo da matriz. Este é
0 primeiro passo para o desenvolvimento da doenca (TSAUO et al., 2008).

Os agentes oxidantes como o 6xido nitrico, por exemplo, promovem apoptose
de condrécitos, resultando na degeneracao da matriz. Dessa forma, sdo responsaveis
por dois eventos patogénicos caracteristicos dos condrécitos osteoartriticos —
apoptose e senescéncia prematura, que é caracterizada por teléomeros encurtados,
aumento de B-galactosidase e decréscimo da producéo de adenosina trifosfato (ATP)
por disfungdo mitocondrial (LOESER, 2009).

Os condrécitos e células sinoviais produzem um grande numero de citocinas
pré-inflamatérias, como a IL-1 e o TNF-alfa, que sao capazes de estimular as
metaloproteinases e outras interleucinas, como IL-6 e IL8, prostaglandina E2 e 6xido
nitrico. Uma proteina chave no processo patolégico da OA é o receptor de membrana
CD44, encontrado na superficie de condrécitos, sinovioblastos e macréfagos. Esta
proteina é capaz de inibir a sintese de citocinas inflamatérias (YASUDA, 2010).

A primeira citocina liberada apdés uma lesao tecidual é a TNF-a que
desencadeia a liberacao de IL-1B e IL-6, as quais sdo responsaveis pela estimulacao
da sintese de prostaglandinas e liberacdo de aminas simpaticas. Estas citocinas
possuem efeito catabdlico, levando a destruicdo da cartilagem articular pela liberacao
de enzimas liticas zinco-dependentes, conhecidas como metaloproteinases
(colagenase, gelatinase, estromelisina), além da diminuicao de producao de agentes
inibitérios teciduais das metaloproteinases e dos inibidores do plasminogénio
(FITZGERALD et al., 2006). A IL-1B e o TNF-a inibem a sintese de componentes da
matriz extracelular, sendo que a IL-1B inibe a sintese de agrecanos e suprime a

sintese dos colagenos Il e IX, que sdo constituintes préprios da cartilagem, e
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aumentaria a produgao dos colagenos | e lll, resultando numa reparacdo tecidual
deficiente (SILVA et al., 2008).

Diversas substancias sdo responsaveis pela ativacdo ou sensibilizacdo dos
nociceptores na resposta inflamatéria apés lesao tissular, dentre as quais: bradicinina,
substancia P, serotonina, histamina, ions hidrogénio e potassio, adenosina-trifosfato
(ATP), prostaglandinas (PGE-2, PGE-1, PGF-2-alfa), leucotrieno B-4, interleucinas
(IL-6, IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TFN-alfa), fator de crescimento neural
(NGF), noradrenalina, 6xido nitrico e adenosina (INOUE et al, 1999)

Em relacdo aos aspectos histolégicos, as mudangas da sindvia incluem
hipertrofia e hiperplasia sinovial com aumento do numero de fileiras de células e
infiltracao de focos dispersos de linfocitos. A articulagéo do joelho € a mais acometida
pela doenca, apresentando alto potencial de incapacidade funcional, além da
degeneracao da superficie articular (ISSA; GRIFFIN, 2012).

A osteoartrite de joelho pode ocorrer nos compartimentos medial, lateral e
femoropatelar. Porém, na maioria das vezes é observada no compartimento medial.
Assim, afeta a cartilagem articular do platé tibial medial e do condilo femoral medial,
causando uma deformidade éssea no joelho. O compartimento lateral também pode
ser afetado atingindo o platé tibial lateral e o cédndilo femoral lateral (SNIDER, 2010).

N&o ha consenso a respeito do tratamento ideal para a osteoartrite. Varias
alternativas terapéuticas tém sido utilizadas visando a melhoria da dor e do padrédo
funcional dos pacientes. Dentre esses métodos destacam-se os farmacoldgicos, os
agentes fisicos, os de terapia alternativa (homeopatia, acupuntura e medicamentos
fitoterapicos) e os cirurgicos (LOPES JUNIOR; INACIO 2013, BIJLSMA et al., 2011)

2.2 Dor

O alivio das condi¢gdes dolorosas sempre foi relevante na condicdo humana,
visto se tratar de experiéncia sensorial incapacitante e desagradavel, sendo um
problema comum na clinica médica. Aristoteles ja afirmava “a dor perturba a natureza
da pessoa que a sente”, porém a definicdo plena da dor é de dificil acesso, visto que
ela é multifatorial e envolve aspectos fisicos, sociais, psicolégicos, morais e culturais

tornando-a complexa e subjetiva (DELGADO et al., 1998).



25

A palavra “dor” deriva da palavra latina “dolor’ que significa sofrimento.
Habitualmente este termo estd relacionado com sofrimento fisico e desgaste
emocional. Entretanto, apesar disso, a funcao primordial da dor no organismo € alertar
sobre um perigo real ou potencial, como a quebra da homeostase (PORTNOI, 2014).

A dor é util para prevengéo de lesao futura em que ha o aprendizado para evitar
situagdes de perigo ou objetos nocivos e sinalizador de lesdes articulares, infecgdes
abdominais ou ferimentos graves e que limitam a atividade e requerem repouso para
haver a recuperacdo natural (MELZACK, R.; WALL, P, 1982) Apesar da
conceitualizagdo da dor como entidade homogénea ser facil e de natureza simplista,
existe na realidade diferentes tipos de dor, cada uma com mecanismos
neurobioldgicos e fisiopatoldgicos préprios (COHEN; MAO, 2014).

A dor € um sério problema de saude, com implicacées sociais e econémicas.
Estima-se que nos Estados Unidos a prevaléncia de dor crénica seja de 30% na
populagao local, gerando um custo de aproximadamente 650 bilhées de ddlares por
ano (GILRON et al., 2013).

Na cidade de Sao Luis, capital do Maranhao, Brasil, um estudo utilizou 1597
voluntarios e estimou que a prevaléncia de dor crénica seja de 42% e que 10% da
populagcédo apresente algum tipo de dor neuropatica (VIEIRA, 2012).

De acordo com a Agéncia Americana de Pesquisa e Qualidade em Saude
Publica e a Sociedade Americana de Dor, a dor é o quinto sinal vital, dessa forma,
deve sempre ser registrado ao mesmo tempo e no mesmo ambiente clinico em que
sdo avaliados os outros sinais vitais, como pulso, respiracdo e pressado arterial
(NASCIMENTO; KRELING, 2011).

A dor pode ser classificada: em aguda (inferior a 30 dias), quando possui
carater fisiol6gico, podendo ser ocasionadas por lesdo corporal, queimaduras,
infecgdes, entre outras; ou crénica, quando sua ocorréncia é superior a 30 dias.
(CUSTODIO, 2008)

Quando a dor ocorre através da ativacao fisioldgica dos nociceptores, diz-se
qgue a dor € nociceptiva. Porém, os nociceptores também podem ser ativados por
componentes psicolégicos e subjetivos, ou seja, cada ser humano reage a dor de
maneira diferente e com intensidades variadas (PEIXOTO et al., 2011).
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Em relacdo a dor aguda, as principais alteracdes fisioldgicas s&o: aumento de
cortisol, contragdo muscular, sudorese, agitagdo, ansiedade, diminuicao do apetite e
na oferta de sangue aos tecidos, irritabilidade (SALLUM et al., 2010). A dor crbnica
merece maior destaque e cuidado por parte dos profissionais de saude, pois influencia
o cotidiano do individuo, podendo estar associada a processos patoldgicos crénicos
(CELICH; GALON, 2009).

A nocicepgéo se caracteriza como um elemento fisiolégico da dor, composto
pelos métodos de modulagdo, transmissdo e transducdo dos sinais neurais
provocados por impulsos nocivos externos. E uma ligagcdo entre trés-neurénios,
distribuidos em primeira, segunda e terceira ordem. A primeira ordem tem inicio na
periferia e término na medula espinhal, a segunda ordem sobe pela medula espinhal
e a terceira ordem impulsiona para o cortex cerebral (KLAUMANN et al., 2008).

A Figura 2 mostra a transmissdo do potencial de acao gerado pela injuria
tecidual até o cortex. As terminacdes nervosas das fibras Ad e C possuem a aptidao
para traduzir estimulos agressivos de natureza térmica, chamados de termoceptores.
Quando traduzem estimulos quimicos denominam-se quimioceptores, e quando
traduzem estimulos mecanicos, mecanoceptores. As fibras Ad sdo mielinizadas e as
C amielinicas (sem mielina) e conduzem estimulos dolorosos em velocidades
distintas. As que possuem bainha de mielina conduzem mais rapidamente a
informacao, enquanto as sem mielina conduzem de maneira mais lenta. Os receptores
levam a informacdo até o sistema nervoso central e o cértex cerebral fara a
interpretagdo como dor. Simultaneamente a isso corre imunomodulagdo com a
vasodilatacdo e liberagdo de substancias como bradicinina, histamina e
prostaglandinas (ROCHA et al., 2007).
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Figura 2. llustragao do processo fisiopatologico da transmissédo da dor. Fonte: Griffin e Woolf (2009)

Levando-se em consideracdo a importancia da dor, o conhecimento de
instrumentos de avaliagao visando o correto diagndstico e a reavaliagao da resposta
ao tratamento sdo de extrema importancia. O manuseio ideal da dor exige uma
completa avaliagdo para que as intervengbes venham ser eficientes (BROWN;
FOREST, 2006) Dessa forma, entender o funcionamento da dor no organismo vai
além de uma questao singularmente técnica, ja que também é preciso reconhecer
suas caracteristicas bioéticas, de forma que haja a superacdo dos conflitos éticos
visando sempre o bem-estar do paciente (CHRISTOFFEL et al., 2009).
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2.3 Espécie vegetal: Persea americana Mill.

Persea americana Miller (Figura 3) é uma planta dicotiledénea, da familia
Lauraceae, género Persea. E uma arvore frutifera perene nativa das regides tropicais
e subtropicais da Guatemala, Costa do Pacifico da América Central e México. No
Brasil € conhecida como abacateiro (ALCARAZ et al., 2013).

A génese do nome abacate vem de “ahuacatl”, que significa “testiculo”, devido
ao formato fisico de suas sementes. Os povos mesoamericanos cultuavam a idéia de
que o consumo do fruto de Persea americana aumentava a fertilidade masculina e a
libido sexual (POPENOE, 1963).

A familia Lauraceae, possui rara incidéncia nas regides temperadas e encontra-
se amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta. E
constituida de 50 géneros, onde 22 sdo encontrados no Brasil. Em geral, as plantas
dessa familia sdo popularmente conhecidas como “canelas” e possuem alto valor
ecolégico e econébmico (BARROSO et al., 2002).

Figura 3. llustragédo botanica de Persea americana Miller. Fonte DESCOURTILZ, 1829.
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O género Persea compreende cerca de 190 espécies (MADRINAN, 1996;
ALVAREZ et al., 2016), distribuidas principalmente nas Américas € no Sudeste
Asiatico (SCORA; BERGH, 1990). Plantas pertencentes a este género sao utilizadas
na medicina tradicional para tratar a hipertensdo, disturbios gastrointestinais
(MOHAGHEGHZADEH et al., 2006), infecgbes e inflamacdées (SCHLEMPER et al.,
2001).

O abacateiro possui porte médio-alto, variando de 6 (seis) a 15 (quinze) metros
de altura. A planta possui caule cilindrico e lenhoso com coloragao cinza escuro. Suas
folhas néo possuem estipulas, tém peciolo curto, e sdo alternadas, além de possuirem
varios formatos como eliptico lanceoladas, oblongas, oblongo-lanceoladas ou ovais,
podendo variar de 7 a 41 cm de comprimento. A cor da folha vai de bronzeada, quando
nova, e, aos poucos, vai se tornando verde. O fruto € uma baga com uma semente
grande, cercada por uma polpa amanteigada (TEIXEIRA; CULTURA, 1995; KOLLER
2002). As flores sao hermafroditas, pequenas, com coloragdo branca ou verde
amarelada. Sao produzidas em abundancia e possuem diametro de 0,5 a 1,5 cm,
dispostas em paniculas terminais nos ramos mais novos (ALMEIDA, 2013).

Todas as variedades cultivadas de abacateiros pertencem a mesma espécie
boténica e, segundo as caracteristicas, foram classificadas em trés subespécies
(POPENOE, 1924).

e Subespécie mexicana: plantas nativas do México, com maturagéo do fruto no
verao, possuem maior resisténcia ao frio; frutos pequenos com; casca delgada,
suave e lisa e de semente relativamente grande. Os principais representantes
ndo possuem cultivo no Brasil, pois as caracteristicas de seus frutos n&o
satisfazem o mercado interno (CAMPQOS, 1985).

e Subespécie guatemalense: plantas nativas de regides da Guatemala e sul do
México, seu amadurecimento se da no inverno e primavera, possui menos
resisténcia ao frio, os frutos tém tamanho mediano, a casca € grossa, dura, de
superficie aspera e rugosa. As suas folhas ndo possuem odor particular e é
cultivada no Brasil (CAMPOS, 1985 E KOLLER, 1992).

e Subespécie antilhana: plantas provenientes das regides baixas dos trépicos,
que possuem maturagdo no verao e outono, e sdo mais suscetiveis ao frio,
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além de terem o fruto de tamanho médio a grande, com a casca lisa e suave
(CAMPOS, 1985).

O México € o maior produtor mundial de abacate, produzindo anualmente cerca
de 1.264.140 toneladas, seguido do Chile (368.568t), Republica Dominicana
(295.081t) e Indonésia (275.953t) (AGRIANUAL, 2014).

A producao nacional em 2016 foi de 195 mil toneladas, em area de 10,8 mil
hectares (IBGE, 2016).

No Brasil a producéo se distribui nas regides sudeste, sul e nordeste, sendo o
estado de S&o Paulo o maior produtor (47,5% do total), seguido de Minas Gerais
(19%) e Parana (11,2%). A regiao Nordeste produziu, segundo fontes da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) no ano de 2008, 15.403 toneladas, O
estado do Maranh&o foi responséavel por 7.058 toneladas, se consagrando como o
maior produtor da regido. O cultivo do abacateiro na regidao Nordeste ocupa apenas
15,6 % da area plantada, mas os maiores rendimentos estdo no Distrito Federal, Sao
Paulo e Para (CORREIA et al.,2010).

A Persea americana Mill. é indicada para reducao de lipideos em modelos
animais, observando-se o efeito hipolipidémico em ratos submetidos a uma dieta a
base da polpa do abacate (MOHAMED, 2011), como também em ratos tratados com
extrato hidroetandlico da polpa do abacate (MONIKA; GEETHA, 2014). Entretanto, no
estudo realizado por PADMANABHAN e ARRUMUGAM (2014) ratos tratados com o
extrato hidroetandlico da polpa do abacate apresentaram aumento significativo das
lipoproteinas de alta densidade (HDL).

A espécie foi incluida na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (RENISUS). Tendo em vista a quantidade de propriedades e constituintes
presentes na Persea americana, é necessario que haja estudos experimentais com a

finalidade de validar as informacdes acerca da espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do extrato hidroetanodlico das folhas de Persea americana Mill.

em modelo experimental de osteoartrite em joelhos de ratos.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do extrato hidroetandlico das folhas de Persea americana sobre
a incapacitacao articular.

e Analisar o efeito do extrato hidroetandlico das folhas de Persea americana na
remodelacgao articular.

e Examinar histologicamente o efeito do extrato hidroetandlico das folhas de
Persea americana sobre as lesdes da cartilagem articular dos joelhos.

¢ Analisar a influéncia da administracdo oral do extrato hidroetandlico de Persea

americana sobre os parametros bioquimicos e hematoldgicos.



32

4. METODOS
4.1 Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Maranhao sob processo numero 23115.012978/2017-89
(Anexo 1).

4.2 Espécie Vegetal

Foram usadas folhas adultas frescas e secas de abacateiro (Persea americana)
coletadas de um espécime localizado no municipio de Raposa, Maranhao, nas
coordenadas geograficas 2°28'21.6"S 44°09'14.3"W.

Para fins de certificacao, realizou-se exsicata que confirmou a identificacao da
espécie que foi registrada com o n° de tombo 10.960 no Herbario do Maranhao (MAR)
da Universidade Federal do Maranhao (Anexo 2).

A espécie vegetal foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestédo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o numero
ADF3144 (Anexo 3).

4.3 Preparacao do extrato vegetal

As folhas de Persea americana foram submetidas a secagem em estufa com
circulacdo de ar a temperatura limite maxima de 38°C. ApGs esse processo foram
trituradas em moinho de facas (tipo Willey, DeLeo®, EBD), até a obtengdo de um p6
moderadamente grosso (BRASIL, 2010).

O p6 obtido foi submetido a processo extrativo por maceragao utilizando como
solvente solucdo hidroetandlica a 70% no hidromodulo 1:3 e mantido sob agitacao
constante. Apos 72 horas o material foi filtrado e o residuo foi posto novamente sob
maceracao. Esse procedimento foi repetido por trés vezes e os filtrados foram
reunidos e concentrados em evaporador rotativo a baixa pressao e temperatura (60°C)
obtendo-se o extrato hidroetandlico de Persea americana.


https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
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4.4 Caracterizacao quimica do extrato vegetal

4.4.1 Abordagem fitoquimica do extrato

O extrato foi submetido a triagem fitoquimica preliminar para detecgcéo das
principais classes de metabolitos secundarios através de reagbes quimicas que
resultam no desenvolvimento de coloracao e/ou precipitado, caracteristico para cada
classe de substancias (MATOS, 1997).

4.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta-
visivel (CLAE- UV-Vis)

A andlise cromatografica foi realizada em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (SHIMADZU, Kyoto, Japéo) acoplado a detector de ultravioleta-visivel
(CLAE-UV-Vis). Foi utilizada uma coluna analitica ACE 5 C18 de fase reversa (250 x
4,6 mm, 5 ym). Os compostos foram separados em temperatura ambiente usando
gradiente de eluicdo com um fluxo de TmL/min. As fases moveis consistiram de agua
mili-Q contendo 0,1% de &cido acético (A) e acetonitrila (B). O gradiente utilizado foi:
0-5 min, 20% de B; 5-10 min, 25% de B; 10-15 min, 25-23% de B, 15-20 min, 23-21%
de B; 20-25 min, 21-18% de B; 25-30 min, 18- 15% de B, 30-35 min, 15-0% de B. O
volume de injecao no sistema de CLAE foi de 10 pyL e a detecgdo no UV- Vis foi

realizada em 254 nm.

4.5 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem WISTAR, adultos com aproximadamente
45 dias de idade, machos, obtidos do Biotério Central da UFMA. Os animais foram
alimentados com racao padrao e mantidos em caixas de policarbonato, em condi¢des
controladas de temperatura (22+ 2°C), ciclo alternado de claro e escuro de 12 horas,
e umidade de ar 40 a 60%.
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4.6 Protocolo experimental

Os animais foram separados em dois grupos principais, com 24 animais em
cada grupo. Essa divisdo ocorreu com base no tempo de inicio do tratamento
(Tratamento imediato e tratamento tardio).

O grupo tratamento imediato iniciou o tratamento apds 48 horas da inducéo
de osteoartrite e foi avaliado nos dias 0,7,14,21 e 28. Os animais foram eutanasiados
no dia 30. O grupo tratamento tardio iniciou o tratamento apds 14 dias da indugao
de osteoartrite e foi avaliado nos dias 0, 21, 28, 35 e 42. Os animais foram
eutanasiados no dia 44.

Em cada um desses dois grupos, os animais foram divididos em 4 subgrupos
compostos por 6 animais.

No subgrupo EHPA realizou-se a inducdo de osteoaririte e 0s animais
receberam diariamente, por 30 dias, a dose de 500 mg/Kg de EHPA via oral por
gavagem.

No subgrupo SALINA realizou-se a inducao de OA e 0s animais receberam
diariamente por 30 dias a dose de NaC/l 0,9% (0,1mL/Kg) via oral por gavagem.

O subgrupo SADIO nao sofreu nenhum tipo de intervencao cirurgica.

No subgrupo MELOXICAM realizou-se a inducéo de osteoartrite e os animais
receberam diariamente por 30 dias a medicagdo meloxicam (0,1mg/Kg) via oral por
gavagem.

Apo6s o fim do experimento e da eutanasiada dos animais analisou-se 0s
parametros histologicos, radiolégicos, bioquimicos e hematoldgicos.

O protocolo experimental esta ilustrado na figura 4.



Ratos WISTAR: 2 grupos (tratamento imediato e tardio) subdivididos em 4 subgrupos

com 6 animais. (Total = 48 animais)

Injecao Intra-articular de MIA

N

EHPA SALINA MELOXICAM SADIO
Tratados via oral Tratados  via Tratados via Sem indugéo de
com Persea oral com NaCl oral com OA € sem
americana Mil.. 0,1 mL/kg Meloxicam 0,1 tratamento.

500 mg/kg mg/kg

L0 L0

Tratamento do grupo imediato: Inicio apds 48 horas da inducao.

Tratamento do grupo tardio: Inicio apds 14 dias da inducgéo.

Avaliados clinicamente e eutanasiados apds a ultima avaliagéo

Pds-eutanasia

Analise radiolégica,
histol6gica, bioquimica
e hematolégica em
todos os grupos.

O grupo tratamento imediato foi avaliado nos dias 0, 7, 14, 21 e 28.

O grupo tratamento tardio foi avaliado nos dias 0, 21, 28, 35 e 42.

Figura 4. Fluxograma do protocolo experimental. Fonte: AUTOR, 2019.
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4.7 Modelo de osteoartrite induzida por monoiodoacetato de sodio (MIA)

Os animais foram submetidos a medicacao anestésica (Associacdo de 60
mg/kg de cetamina e 10 mg/kg de xilazina). Apés certificacao do plano anestésico, foi
realizada a tricotomia do joelho direito, e assepsia local com solugdo tépica de
polividona lodo (10%). A lesao articular foi induzida por uma unica injecéo intra-
articular de 2 mg de monoiodoacetato de sodio (MIA) no joelho, em um volume de 25
uL de solugao.

Com a pata flexionada, na altura do joelho, em um angulo de aproximadamente
90 ¢, a solugcdo de MIA foi injetada através do ligamento patelar, no espacgo intra-
articular entre tibia e fémur (modificado de FERNIHOUGH, J. 2004).

4.8 Avaliacao de Atividade Motora/Deambulacao Forcada (RotaRod Test)

Para avaliacdo de atividade motora, os animais foram colocados no aparelho
Rotarod (lITC Life Science, Califérnia, Estados Unidos) na velocidade de 16 rpm, por
um periodo de 300 segundos. A utilizacdo do membro afetado foi avaliada pela
deambulagéao forgada. O uso da pata foi graduado em uma escala numérica que variou
de 5 a 1, em que: 5= uso normal do membro; 4= claudicagéo leve; 3= claudicagao
grave; 2= intermitente desuso da pata afetada; 1= completo desuso da pata afetada
(MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006).

4.9 Quantificacao de dor espontanea e avaliacao da alodinia mecéanica (Von

Frey Test)

Para avaliagdo da alodinia mecénica foi utilizado o teste de Von Frey. Os
animais foram colocados em caixas individuais de acrilico transparente sobre
plataforma elevadas que permitiam o acesso a parte inferior dos seus corpos. Ao tocar
o filamento na parte medial da superficie plantar das patas posteriores do animal,

forcou-se o filamento sobre a pata somente até que ele se encurvasse, retirando esse



37

contato em seguida. A resposta da frequéncia de retirada da pata ao estimulo com
filamento foi medida em 10 aplicagbes com duracdo de 1 segundo cada, realizado
sempre pelo mesmo avaliador.

Utilizou-se diversos filamentos, onde para cada um foi determinado um escore
crescente de acordo com a sensibilidade. Dessa forma, foi possivel avaliar a
sensibilidade periférica em relagdo ao limiar da retirada de pata. (Filamento 0,059 =
Escore 2, Filamento 0,29 = Escore 4, Filamento 29 = Escore 6, Filamento 49 = Escore
8, Filamento 10,0g = Escore 10).

A frequéncia de retirada foi determinada antes da indugdo da resposta
inflamatoria (resposta basal) para obter dados referentes a resposta normal dos
animais e apés a injecao de MIA (resposta inflamatéria), sendo observada no decorrer
de todos os dias de experimento (SILVA, 2008).

4.10 Hiperalgesia Mecéania (Randall Selitto Test)

Para avaliagdo da hiperalgesia mecanica utilizou-se o limiar nociceptivo de
retirada de pata dos animais medido com um analgesimétro em formato de cunha,
com éarea de 1,75mm? (Modelo IITC Life Science, Califérnia, Estados Unidos)
(RANDALL; SELITTO, 1957; SANTOS-NOGUEIRA et al.,, 2012). Aplicou-se a
superficie plantar das patas traseiras uma pressao linear progressiva até que o animal
respondesse com a retirada de pata.

Foram realizadas trés medicoes com um limiar de corte de 2509, para evitar
danos aos animais. (RANDALL; SELITTO, 1957; SANTOS-NOGUEIRA et al., 2012).
O limiar nociceptivo de retirada de pata (LNRP) foi registrado em gramas (g) e

registrado como percentual a partir da seguinte formula:

LNRP (%) = LNRPA 100
°) = INRPA + LNRPC

onde: LNRP é o limiar nociceptivo de retirada da pata, LNRPA é o limiar nociceptivo
de retirada da pata afetada e LNRPC limiar nociceptivo de retirada da pata

contralateral.
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4.11 Analises bioquimicas e hematolégicas

Coletou-se o sangue em dois momentos: antes da indugéo e apos o ultimo dia
de tratamento. Foram dosados os seguintes parametros: Glicemia em jejum,
Colesterol total, Triglicérides, Creatinina, Ureia, Gama GT, Transaminase Oxalacetica
(AST), Transaminase Piruvica (ALT). Além disso, foram analisados as séries
vermelhas e brancas em hemograma completo, além de lamina para avaliagao
microscépica complementar. As dosagens bioquimicas foram realizadas no
analisador bioquimico automatico (Sinnowa SX 160) e o hemograma completo foi
realizado no equipamento (ABX Pentra 60).

4.12 Analise radiografica

Apés a eutanasia o joelho direito dos animais foram amputados e submetidos
a radiografia. Foram realizadas imagens de perfil e da face anteroposterior. Os
critérios de avaliacao utilizados nas analises radiolégicas foram os propostos por
Kellgren e Lawrence e estédo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios de avaliagao radioldgica de osteoartrose.

Grau da Lesao Critérios de avaliacao
0 Normal
1 Estreitamento  duvidoso do espaco

articular e possiveis osteofitos.

2 Possivel estreitamento do espaco articular

e ostedfitos definidos

3 Estreitamento do espagco articular,

multiplos ostedfitos, alguma esclerose

subcondral

4 Notavel estreitamento do espaco articular,

severa esclerose subcondral, definida

deformidade do contorno ésseo
presenca de grandes ostedfitos
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4.13 Analise histopatoldgica da articulacao do joelho

As articulagbes do joelho foram extraidas e fixadas em formalina a 10% (v/v)
por 24 horas, seguida de desmineralizacdo em solucéo de acido férmico 10% em pH
4,5, sob vacuo moderado por 10 dias. Em seguida foram lavadas com agua corrente,
desidratadas em solugdes crescentes de alcool, diafanizagdo em xilol e incluidos em
blocos de parafina.

Os compartimentos foram separados longitudinalmente, e encaminhados para
preparacao histolégica e corados por hematoxilina e eosina (HE). Os cortes foram
colocados em moldes retangulares, formando blocos que foram subsequentemente
seccionados em micrétomo na espessura de 4 um.

A avaliagdo histopatologica foi realizada de acordo com as diretrizes da
Sociedade Internacional para Pesquisa da Osteoartrite (OARSI). As laminas foram
avaliadas em um escore de 0 a 6, de acordo com a severidade da cartilagem articular.
A classificacdo considera a lesdo mais grave observada nas laminas, independente
da extensao da lesdo. Grau 0 indica que a morfologia da cartilagem esta intacta, o
Grau 1 indica a superficie articular intacta com possivel lesdo ou abrasao, o Grau 2
indica uma descontinuidade na superficie articular, o Grau 3 indica severas fissuras
verticais, o Grau 4 indica a presenca de erosdes, o Grau 5 indica a denudacao 6ssea
ou reparo de tecido fibrocartilaginoso, ou ambos, e o Grau 6 indica deformacéo e
remodelacdo Ossea com severas alteracbes no contorno da superficie articular
(PRITZKER et al., 2016).

4.14 Analise Estatistica

A comparacao das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada
com andlise de variancia bivariada (TWO-way ANOVA). O valor de p<0,05 foi
considerado como indicativo de significaAncia e os dados obtidos foram analisados
através do software “Graph pad Instat® 7.0 (GraphPad software, San Diego, CA).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao quimica do extrato vegetal

O ensaio fitoquimico (Tabela 2) com andlise qualitativa dos constituintes
demonstrou a presenca de compostos fenélicos, alcaloides, esteroides triterpendides,

e taninos no extrato vegetal.

Tabela 2. Classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato bruto das folhas de Persea

americana
METABOLITOS SECUNDARIOS RESULTADOS
Taninos +++
Fenois ++
Flavondides ++
Alcaldides +
Esterdides +

Forte (+++); Moderado (++); Fraco (+); Tragos (-)

O perfil cromatografico obtido por HPLC-UV do extrato corrobora com o ensaio
de prospeccéo fitoquimica realizado pela metodologia de Matos (Figura 5). E possivel
observar a presenca de taninos de 10 a 20 minutos, flavonoides de 20 a 25 minutos e
terpenos de baixa absorcao no UV ao final do cromatograma.



41

4px100,000)

MA .

0o i0 1] 150 o0 150 00 B0 &0 #0 00 650  min

Figura 5. Perfil cromatografico obtido por HPLC-UV de alta eficiéncia a 254 nm do EHPA das folhas de

Persea americana.

A caracterizacao quimica por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS) revelou a presenca de taninos condensados como componentes
majoritarios além de acidos fendlicos, flavondides, agliconas, glicosilados e
triterpenos.

A composicdo quimica detalhada do extrato hidroetandlico de Persea

americana encontra-se descrita na Tabela 3.



Tabela 3. Composicao quimica do extrato hidroetanélico das folhas de Persea americana.

[M-H] - Fragmentos Substancia proposta
Msn

1 179 161 Acido Cafeico

2 1153 865; 577; 289 Tetramero de catequina

3 1151 863; 575; 289 Procianidina Tipo-A

4 1441 1153; 865; Pentdmero de catequina

577; 289
5 1729 1441; 1153; Hexamero de catequina
865; 577; 289
6 755 609; 300 Quercetina 3-O-[6"-O-
(ramnosideo) glucosideo] 7-O-

ramnosideo)

7 609 301 Rutina

8 593 431; 283 Kaempferol 3-O-glicosideo 7-O-
ramnosideo

9 433 301 Quercetina-O-pentosideo

10 447 300; 271; 255 Quercetina-O-deoxisosideo

11 431 285 Kaempferol 3-O-ramnosideo

12 271 151 Naringenina

13 285 151 Kaempferol

14 425 218 B-amirina

42
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5.2 Avaliacao de Atividade Motora/Deambulacao Forcada (RotaRod Test)

A Figura 6 ilustra os resultados obtidos no grupo tratamento imediato. No dia 0
nao houveram diferengas significativas entre nenhum dos subgrupos estudados. No
dia 7 os animais aos quais a osteoartrite foi induzida (EHPA, Salina e Meloxicam)
tiveram uma diminuig&o significativa no escore de marcha, comprovando a eficacia da
inducdo, mas nao houve significancia estatistica. No 14° dia os subgrupos tratados
(EHPA e Meloxicam) mostraram uma melhora significativa (p<0,0001) na atividade
motora em relagdo ao subgrupo salina. O resultado se manteve semelhante no dia 21
e no dia 28, mostrando que o tratamento com EHPA melhorou a atividade motora dos
animais.

Em nenhum dos dias de avaliacdo houve diferenca significante quando se
comparou o subgrupo tratado com meloxicam e o subgrupo tratado com o extrato de

Persea americana.

6-
j:: A & Sadio
& 4- EHPA
€
3 = -m Salina
g 9. - Meloxicam
o
(7))
w
0 1 1 | | | |

Q A AN R

Tempo (Dias)

Figura 6. Avaliacdo de atividade motora / deambulacdo forcada com Rotarod Test no grupo
tratamento imediato. Os animais com osteoartrite induzida pela inje¢éo intra-articular de MIA foram
avaliados nos dias (0, 7, 14, 21 e 28) apds a indugdo. EHPA: Administracdo de extrato de Persea
americana, via oral (500mg/Kg), Salina: administracdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam:
administragdo de meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio n&o foi induzido e nao foi tratado.
Resultados expressos em média =+ erro padrdo das médias (SEM). (**) Valor p<0,0001 em relagéao
aos subgrupos EHPA e salina. Teste de two-way anova.
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A Figura 7 mostra que o tratamento tardio apresentou resultados semelhantes
ao grupo que realizou o tratamento imediato apds a indugédo. Nao houve diferenca
significativa no ponto de partida do experimento (D0) e no dia 21. Durante a avaliacao
do dia 28 o subgrupo EHPA mostrou diferenca estatistica significativa em relacdo ao
subgrupo salina (p<0,001). Essa significancia manteve-se até ultimo dia de avaliagao.

Em nenhum dos dias de avaliagdo houve diferenca significante quando se
comparou o subgrupo meloxicam e o subgrupo tratado com o extrato de Persea
americana.

Esses resultados mostram que em ambos protocolos experimentais o extrato
vegetal mostrou-se um bom tratamento frente ao teste de deambulacao forgada.
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_g 2 -+ Sadio
& 4- : ] EHPA
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Figura 7. Avaliacao de atividade motora / deambulacao forcada com Rotarod Test no grupo
tratamento tardio. Os animais com osteoartrite induzida pela injecdo intra-articular de MIA foram
avaliados nos dias (0, 21, 28, 35 e 42) apés a inducdo. EHPA: Administracdo de extrato de Persea
americana, via oral (500mg/Kg), Salina: administracao de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam:
administracdo de meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio ndo foi induzido e nao foi tratado.
Resultados expressos em média + erro padrao das médias (SEM). (**) Valor p<0,0001 em relagao aos
subgrupos EHPA e salina. Teste de two-way anova.
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5.3 Quantificacao de dor espontanea e avaliacao da alodinia mecéanica (Von

Frey Test)

A Figura 8 mostra que, como esperado devido ao fato de os animais estarem
sob as mesmas condicoes, nao houve diferenca estatistica significativa no teste basal
(D0). Apés 7 dias de protocolo houve resultado significativo entre o subgrupo EHPA e
0 subgrupo salina (p<0,05). Houve uma brusca decaida no valor do escore nos
subgrupos a partir da primeira semana, comprovando que a indugéo de osteoartrite
foi eficiente em todos os subgrupos propostos. No dia 14 manteve-se a diferenca
estatistica entre o subgrupo EHPA e salina (p<0,05).

A partir do dia 21 até o ultimo dia de tratamento a significancia estatistica entre
o subgrupo EHPA e salina foi de (p < 0,0001).

N&ao houve diferenca estatistica em nenhum dia ao se comparar os subgrupos
EHPA e meloxicam. Dessa forma, observa-se que os animais tratados com o
meloxicam, droga preconizada na clinica, tiveram uma resposta estatisticamente

semelhante aos animais tratados com o extrato hidroetanélico de Persea americana.
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Figura 8. Avaliacao de sensibilidade tatil com Von Frey Test no grupo tratamento imediato. Os
animais com osteoartrite induzida pela injegao intra-articular de MIA foram avaliados nos dias (0, 7, 14,
21 e 28) apéds a indugao. EHPA: Administracao de extrato de Persea americana, via oral (500mg/Kg),
Salina: administracdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administracdo de meloxicam, via
oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio néo foi induzido e nao foi tratado. Resultados expressos em média +
erro padrdo das médias (SEM). (*) Valor p<0,05 em relagdo aos subgrupos EHPA e salina. (**) Valor
p<0,0001 em relagédo aos subgrupos EHPA e salina. Teste de two-way anova.



46

A figura 9 ilustra que os animais que realizaram tratamento tardio nao
mostraram diferencas significativas no DO, mostrando que iniciaram o protocolo
experimental sob as mesmas condic¢des clinicas.

Em todos os dias de avaliagdo (D21, D28, D35 e D42) houveram significancia
ao se comparar os subgrupos EHPA e salina (p<0,0001).

N&o houve diferencga estatistica em nenhum dia ao se comparar os subgrupos
EHPA e meloxicam. Dessa forma, observa-se que os animais tratados com o
meloxicam, droga preconizada na clinica, tiveram uma resposta estatisticamente
semelhantes aos animais tratados com o extrato hidroetandlico de Persea americana
sugerindo que ambos atuem similarmente no protocolo experimental em modelo de

osteoartrite em joelho de ratos.
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Figura 9. Avaliacao de sensibilidade tatil com Von Frey Test. no grupo tratamento tardio. Os
animais com osteoartrite induzida pela injegéo intra-articular de MIA foram avaliados nos dias (0, 21,
28, 35 e 42) apds a indugdo. EHPA: Administracdo de extrato de Persea americana, via oral
(500mg/Kg), Salina: administragdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administragéo de
meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio nao foi induzido e néo foi tratado. Resultados
expressos em média + erro padrdo das médias (SEM). (**) Valor p<0,0001 em relacdo aos subgrupos
EHPA e salina. Teste de two-way anova.
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5.4 Avaliacao de Hiperalgesia Mecania (Randall Selitto Test)

Nos animais que receberam tratamento imediato (figura 10) durante a avaliagao
basal (D0) ndo houveram diferencas estatisticas significantes em nenhum dos quatro
subgrupos.

Houve auséncia de significancia ao se comparar os subgrupos EHPA e salina
no (D7) e no (D14). Porém, a partir do (D21) obteve-se significancia de (p<0,0001) ao
se comparar esses mesmos subgrupos. No ultimo dia de tratamento, onde finalizou-
se 0 protocolo experimental, a significancia entre os subgrupos EHPA e Salina
manteve-se em (p<0,001).

N&o houve diferencga estatistica em nenhum dia ao se comparar os subgrupos
EHPA e meloxicam.

Dessa forma, no grupo tratamento imediato, o extrato de Persea americana na
dose de 500mg/kg, via oral, mostrou resultados positivos em relagéo a atividade anti-
nociceptiva frente ao teste de hiperalgesia mecéanica além de possuir agdo anti-
inflamatéria semelhante ao meloxicam corroborando com o0s outros testes

comportamentais citados anteriormente.
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Figura 10. Avaliacao de hiperalgesia mecanica com Randall Selitto Test no grupo tratamento
imediato. Os animais com osteoartrite induzida pela injegao intra-articular de MIA foram avaliados nos
dias (0, 7, 14, 21 e 28) ap6s a indugdo. EHPA: Administragdo de extrato de Persea americana, via oral
(500mg/Kg), Salina: administragdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administragéo de
meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio nao foi induzido e nao foi tratado. Resultados
expressos em média + erro padrdo das médias (SEM). (**) Valor p<0,0001 em relacdo aos subgrupos
EHPA e salina. Teste de two-way anova.
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Os resultados do grupo tratamento tardio (figura 11) comprovaram a inducéo
devido a brusca queda nos escores. No dia 21 houve diferenga estatisticamente
significante entre o subgrupo tratado com extrato de Persea americana e o subgrupo
tratado com solucdo salina (p<0,05). Resultados semelhantes foram obtidos no dia
28.

Nos ultimos dois dias de avaliagao, (D35) e (D42) , onde se finalizou o protocolo
experimental, o valor da significancia foi (p<0,0001). Assim sendo, as avaliacdes
mostraram que o grupo tratamento tardio também apresentou resultados positivos

frente a atividade anti-nociceptiva no teste de hiperalgesia mecénica.

55-
50 -+ Sadio
EHPA
-2 Salina

-+ Meloxicam

E-3
(=}
1

w
a

S N R P )

Limiar nociceptivo de retirada de pata (%)
i
(3]

Tempo (Dias)

Figura 11. Avaliacao de hiperalgesia mecanica com Randall Selitto Test no grupo tratamento
tardio. Os animais com osteoartrite induzida pela injecao intra-articular de MIA foram avaliados nos
dias (0, 21, 28, 35 e 42) ap6s a indugdo. EHPA: Administragédo de extrato de Persea americana, via
oral (500mg/Kg), Salina: administracdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administragao
de meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio néo foi induzido e néo foi tratado. Resultados
expressos em média + erro padrédo das médias (SEM). (*) Valor p<0,05 em relacdo aos subgrupos
EHPA e salina. (**) Valor p<0,0001 em relagédo aos subgrupos EHPA e salina. Teste de two-way anova.
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5.5 Avaliacao de parametros hematolégicos e bioquimicos

Ao se comparar os subgrupos EHPA e salina, do grupo tratamento imediato,
nao houveram diferencas significativas em relagdo ao numero de hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, VCM, leucécitos ou linfécitos. Em relagdo ao numero de
plaquetas, houve diferenga estatistica significante entre os grupos salina e EHPA
(p<0,05). Assim sendo, a quantidade do numero de plaquetas do subgrupo EHPA se
aproximou do valor de referéncia utilizado. (Tabela 4)

Em relacdo aos marcadores bioquimicos dos animais do subgrupo EHPA, cujo
tratamento foi imediato, a dosagem de colesterol total, creatinina, Gama GT, AST, ALT
e Ureia, ndo mostraram diferencas significativas em relacdo ao subgrupo sadio.
(Tabela 5) Sugerindo dessa forma que a utilizacao do extrato ndo possui, na dose de
500mg/kg, toxicidade a nivel hepatico e renal.

Houveram diferengas significativas entre os niveis de glicemia em jejum.
Comparando os subgrupos EHPA com Salina, obteve-se o a significaAncia de
(p<0,0001). Relacionando o subgrupo tratado com o sadio, obteve-se (p<0,05) e em
relacdo ao subgrupo meloxicam, obteve-se a significancia de (p<0,0001)

Ou seja, o grupo que recebeu diariamente o extrato vegetal apresentou os
menores niveis de glicemia em jejum.

Em relacdo ao grupo que foi tratado tardiamente, em todos os subgrupos
estudados, também se avaliou resposta semelhante frente ao numero de células
sanguineas, ndao havendo diferencas significativas entre o niumero de hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, VCM, leucdcitos, linfocitos e plaquetas ao comparar o
subgrupo EHPA e Sadio. (Tabela 4)

As dosagens de Creatinina, Gama GT, AST, ALT e Ureia ndo divergiram
significadamente entre os subgrupos EHPA e Sadio. (Tabela 5). O nivel sérico de
colesterol total mostrou significancia de (p<0,05). Onde o subgrupo que recebeu o
extrato vegetal de Persea americana apresentou os menores niveis de colesterol total.

Em relacdo a glicemia em jejum, os animais que foram tratados tardiamente
apresentaram resultados semelhantes aos que foram tratados imediatamente,
possuindo significancia entre os subgrupos EHPA e Salina (p<0,0001), onde os

animais tratados com o extrato vegetal mostraram os menores valores.
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Tabela 4. NUumeros de células sanguineas dos animais de ambos os protocolos de tratamento expressos em média aritmética = desvio padrdao. EHPA:
Administragao de extrato de Persea americana, via oral (500mg/Kg), Salina: administragdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administragio de

meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio n&o foi induzido e nao foi tratado. (*) Valor p<0,05 em relagéo aos subgrupos EHPA e salina.

Parametros Salina Meloxicam Sadio EHPA Valor de
hematolégicos referéncia (LIMA
et al., 2014)
Imediato Tardio Imediato Tardio Imediato Tardio Imediato Tardio
Hemacias 8,5+0,23 7,72+0,18 8,29+0,11  7,72+0,24 8,17+0,19 7,83+0,26 8,39+0,13 7,6+0,21 8,65+1,11
(10'2/1)

Hemoglobina 16,97+0,30 15,55+0,43 16,26+0,44 15,88+0,25 16,63+0,28 15,6+0,45 170,26 14,9+0,38 15,00 + 1,45
(g/dl)

Hematécrito  46,02+1,18 43,68+0,97 42,88+1,6 43,910,83  44,45+0,86 44,2+1,43 45,56+0,51  42,5+1,17 43,30 + 3,51
(%)

Volume 54,4+0,50 56,66+0,74  52+1,52 57+1,52 54,66+1,10 56,16+0,89 54+1,29  55,83+0,68 47,75 + 2,89
corpuscular
médio (fl)

Leucécitos 4,1+1,08 7,2¢1,01  3,73t0,44  2,9+1,21 4,05+1,24 5,36+2,08  5,9+0,87 6,58+1,78 7,63 +2,37
(109/1)

Linfocitos (%) 82,07+4,98 84,31+1,68 77,7+#8,01 78,4+659  86,31+2,21 85,28+2,99 80+2,96 81,1+5,63 67,36 + 15,31

Plaquetas  658,6+47,81 463,6+33,36 564+20,68 797+85,75 542,66+87,21 681,33+156,66 744+50,02 6422+64,86 982,34 + 167,05
(109/1) * *
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Tabela 5. Dosagens bioquimicas dos animais de ambos os protocolos de tratamento expressos em média aritmética t desvio padrdo. EHPA: Administracao
de extrato de Persea americana, via oral (500mg/Kg), Salina: administracdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administracdo de meloxicam, via
oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio nao foi induzido e nao foi tratado. (*) Valor p<0,05 em relagdo aos subgrupos EHPA e salina. (**) Valor de p<0,0001 em
relacdo aos subgrupos EHPA e salina.

Parametros Salina Meloxicam Sadio EHPA Valor de
Bioquimicos referéncia
(LIMA et
al., 2014)
Imediato Tardio Imediato Tardio Imediato Tardio Imediato Tardio
Colesterol 49,5+6,29 41+1,01 53,66+6,96 69+0,81 52,33+5.96 71,66+1,59 60,5+1,70 52,16+1,21 60,68 +
Total (mg/dl) * 6,51
Creatinina 0,37+0,004 0,41+0,01 0,65+0,11 0,60+0,167  0,36+0,05 0,35+0,03 0,47+0,05 0,511+0,08 0,58 +
(mg/dl) 0,24
Gama GT (U/l) 2,5+0,50 2+0,01 6,33+3,68 4,83+1,67 2,16+0,37 3.33+0,47 1,5+0,50 3,5+0,50 3,47 +
1,74
Glicemiaem 340+13,88 360,16+3,57 351,5+7,52 249,66+33,07 253+25,94 296,66+11,41 19943482 131,66+10,67 138,72 +
jejum (mg/dl) ** ** 30,17
Transaminase 134+5,71 124,33+5,15 98,33+10,20 130,33+20,00 103,5+8,20 125,83+1456 116+11,66 119,33+3,29 131,33 +
Oxalaxética 43,98
(AST) (U/)
Transaminase 64+3,26 68,16+4 41 56+8,16 62+1,52 58+4,47 52,5+1,60 5545 63,66+4,53 57,55 +
Piravica 11,95
(ALT) (U/)
Triglicerides 73,5+3,47 57,540,76 127,5+18,37 68+1,79 60+7,89 52,16+2,19 66,83+29,91 51+0,81 46,87 +
(mg/dl) 18,73

Ureia (mg/dl) 48,645,34  43,5+3,25 47,5+0,50 52+1,63 53,66+4,06 41,83+1,34 52,16+3,587 46,16+3,02 39,97 +
6,78
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5.6 Avaliacao radiografica

No grupo tratamento imediato (Figura 12), apds os vinte e oito dias de protocolo
experimental, a analise radiografica mostra que os animais do subgrupo salina
possuiram o maior grau de leséo articular e 6ssea. Houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) entre os subgrupos salina e EHPA.

Nao houve diferenca estatistica em comparacao entre os subgrupos EHPA e
meloxicam. A figura 13 ilustra a radiografia do grupo tratamento imediato.

Dessa forma, sugere-se que o tratamento com Persea americana na dose de

500mg/kg, via oral, atue melhorando a remodelacao 6ssea e cartilaginosa.
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Figura 12. Avaliacao radiografica através do grau radiologico de osteoartrose de Kellgren e
Lawrence no grupo tratamento imediato. Os animais com osteoartrite induzida pela injecao intra-
articular de MIA foram avaliados nos dias (0, 7, 14, 21 e 28) apés a indugao. EHPA: Administragao de
extrato de Persea americana, via oral (500mg/Kg), Salina: administracdo de NaCl 0,9% via oral
(0,1mL/Kg), Meloxicam: administracdo de meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio nao foi
induzido e nao foi tratado. (*) Valor p<0,05 em relacdo aos subgrupos EHPA e salina. Teste de one-
way anova.



Figura 13. Radiografia do grupo tratamento imediato. Avaliagdo considerou o grau radiol6gico
de osteoartrose (Kellgren e Lawrence). Os animais com osteoartrite induzidos pela inje¢éo intra-
articular de MIA foram avaliados nos dias (0, 7, 14, 21 e 28) apés a indugéo. (A) Administracao
de extrato de Persea americana, via oral (500mg/Kg), (B) Administracao de NaCl 0,9% via oral
(0,1mg/Kg), (C) Subgrupo sadio que nao foi induzido e nao foi tratado, (D) Administragéo de
meloxicam, via oral (1mL/Kg). Na figura A e na figura C ndo se observa formagéo de ostedfitos
e nem degradacao 6ssea e articular, mostrando um leve estreitamento do espago articular e leve
formacao de ostedfitos. A figura B mostra a formagao de ostedfitos de grandes dimensdes e
grave deformidade articular. A figura D mostra estreitamento articular e leve deformagé&o articular.
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Em relagcdo ao grupo que realizou o tratamento tardio (Figura 14), apds os 44
dias de protocolo experimental, os resultados foram semelhantes ao grupo que
recebeu tratamento imediato apds indugdo. Os animais do subgrupo salina também
possuiram o maior grau de lesao articular e 6ssea. Houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,001) entre os subgrupos salina e EHPA, sugerindo que o tratamento
via oral atue na remodelagéo éssea e cartilaginosa.

Igualmente ndo houve diferenca estatistica em comparacgao entre os subgrupos
EHPA e meloxicam. A figura 15 ilustra a radiografia deste grupo.

Os resultados mostraram que, independente do tratamento via oral com o
extrato hidroetandlico de Persea americana Mill. ter sido realizado imediatamente
apds a inducao de osteoartrite, ou ter sido realizado depois de 14 dias, resultados
positivos foram obtidos frente a andlise radiol6gica, sugerindo que o tratamento com
extrato vegetal atue de maneira protetora nos ossos e cartilagens relacionados no

processo patoldgico de osteoartrite de joelho.
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Figura 14. Avaliacdo da analise radiografica através do grau radiolégico de osteoartrose de
Kellgren e Lawrence no grupo tratamento tardio. Os animais com osteoartrite induzida pela injecao
intra-articular de MIA foram avaliados nos dias (0, 21, 28, 35 e 42) apdés a inducdo. EHPA:
Administragao de extrato de Persea americana, via oral (500mg/Kg), Salina: administragdo de NaCl
0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administracao de meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio
nao foi induzido e nao foi tratado. (**) Valor p<0,0001 em relagdo aos subgrupos EHPA e salina. Teste
de one-way anova.
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Figura 15. Radiografia do grupo tratamento tardio. Avaliagdo considerou o grau radiologico de
osteoartrose (Kellgren e Lawrence). Os animais com osteoartrite induzida pela injecao intra-articular de
MIA foram avaliados nos dias (0, 21, 28, 35 e 42) apds a indugdo. (A) Administracdo de extrato de
Persea americana, via oral (500mg/Kg), (B) Administracdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mg/Kg), (C)
Subgrupo sadio que nao foi induzido e nao foi tratado, (D) Administragcdo de meloxicam, via oral
(1ImL/Kg). As figuras A e C mostram que as caracteristicas anatébmicas da cartilagem articular
encontram-se preservadas, porém com um leve estreitamento do espaco articular. A figura B mostra a
formacdo de ostedfitos de grandes dimensbes e grave deformidade articular. A figura D mostra
estreitamento articular e leve deformacao articular.
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5.7 Avaliacao histopatolégica da articulacao dos joelhos

As figuras 16 e 17 retratam respectivamente a avaliacao histopatolégica dos
grupos tratamento imediato e tratamento tardio, utilizando os critérios da OARSI. Os
resultados obtidos sugerem que o tratamento com o extrato hidroetandlico de Persea
americana, em ambos protocolos de tratamento, foi capaz de reduzir a degradagéao
da matriz cartilaginosa provocada pela indugao de OA.

O subgrupo tratado com solucéao salina foi 0 que possuiu maior escore tanto no
tratamento imediato, quanto no tardio.

A significancia ao se comparar os subgrupos salina e EHPA, no grupo

tratamento imediato, foi de (p<0,05). Resultados semelhantes foram obtidos no grupo
tratamento tardio.
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Figura 16. Avaliacdo histopatoldégica de acordo com os critérios da OARSI no grupo tratamento
imediato. Os animais com osteoartrite pela injecao intra-articular de MIA foram avaliados nos dias (0,7,
14, 21 e 28) ap6s a indugdo. EHPA: Administracdo de extrato de Persea americana, via oral
(500mg/Kg), Salina: administragdo de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administragdo de
meloxicam, via oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio n&o foi induzido e néo foi tratado. (*) Valor p<0,05 em
relacdo aos subgrupos EHPA e salina. Teste de one-way anova.
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Figura 17. Avaliagao histopatolégica de acordo com os critérios da OARSI no grupo tratamento tardio.
Os animais com osteoartrite pela injecao intra-articular de MIA foram avaliados nos dias (0, 21, 28, 35
e 42) ap6s a indugdo. EHPA: Administragcdo de extrato de Persea americana, via oral (500mg/Kg),
Salina: administragao de NaCl 0,9% via oral (0,1mL/Kg), Meloxicam: administragdo de meloxicam, via
oral (1mg/Kg). O subgrupo sadio ndo foi induzido e néo foi tratado. (*) Valor p<0,05 em relagdo aos
subgrupos EHPA e salina. Teste de one-way anova.

Figura 18. Sessoes da cartilagem articular com diferentes graus de lesao cartilaginosa utilizando
o escore de OARSI. A figura (A) ilustra o escore 0 de animais do subgrupo Sadio. A figura (B) ilustra
o escore 1 de animais do subgrupo EHPA, A figura (C) ilustra o escore 4 dos animais do subgrupo
salina com presenca de infiltrado inflamatério (estrela) e a figura (D) ilustra o escore 3 com presenca
de infiltrado inflamatério (estrela) dos animais do subgrupo Meloxicam
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a acao antinociceptiva do extrato hidroetandlico de
Persea americana Mill. em modelo experimental de osteoartrite em ratos. Trata-se de
trabalho inédito e inovador, com escopo valorizador da flora local, haja vista a
utilizagcéo de folhas de uma espécie vegetal amplamente distribuida no Brasil.

A atividade anti-inflamatéria da espécie utilizada ja fora avaliada previamente,
mediante a utilizagdo do extrato hidroetandlico das folhas de Persea americana para
avaliar o efeito da exposicao de raio-X em ratos, obtendo-se assim a reducdo dos
efeitos clastogénicos provocados pela exposicao a radiacdo (KUMAR et al., 2017).

Estudos denotaram a atividade analgésica e anti-inflamatéria do extrato aquoso
das folhas de P. americana na dose de 800mg/kg (ADEYEMI et al.,, 2002),
corroborando outras pesquisas que evidenciaram acao do extrato das folhas de
Persea americana em modelo de dor experimental (contor¢bes abdominais induzidas
por &cido acético) (ABUBAKAR; ADAMU, 2013), bem como estudos que
evidenciaram a acado analgésica periférica e central de Persea americana
(HERNANDEZ et al., 2014).

Outras pesquisas utilizando o género Persea também ja foram realizadas, em
que as avaliagbes com Persea cordata comprovaram a agao anti-edematogenica em
testes utilizando os agentes flogisticos, dextrana e carragenina (SCHLEMPER; et al.,
2013).

Testes com Ximenia americana, espécie rica em compostos semelhantes ao
da Persea americana (canferol, quercitrina e acido cafeico) evidenciaram agao anti-
edematogenica da espécie (SILVA et al., 2017). Os compostos quimicos
apresentados nesse estudo corroboram os estudos conduzidos por FERREIRA et al.,
(2018), ALONSO (2014), ASAOLU (2010), ADEYEMI et al., (2002) e DE ALMEIDA et
al. (1998), que também detectaram a presenca de catequinas, quercetina, keampferol,
derivados dos acidos cumarico e clorogénico, cianidina, abacatina, persiteol, taninos,
persina e tiramina.

Os estudos em epigrafe servem como pilares para a hipétese da presente
investigagédo, vez que se almejou quantificar a atividade antinociceptiva do extrato

vegetal de Persea americana em modelo experimental de osteoartrite em ratos.
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Todos os resultados da caracterizagéo quimica foram feitos em parceria com o
projeto denominado “Avaliagcao Pré-clinica de Persea americana Mill: caracterizacao
quimica, toxicidade e potencial farmacoldgico na modulacdo da dor neuropatica em
ratos”, vinculado ao laboratério de estudo experimental em dor (LEED) da
Universidade Federal do Maranh&o.

A utilizagdo do modelo experimental de osteoartrite induzida por injecao intra-
articular de MIA em ratos € amplamente utilizada (LITTLE, 2008) e suas principais
vantagens sao fato de que estes animais raramente sofrem de infeccao p6s-operatéria
(BENDELE, 2001), sédo facilmente manuseados e exigem um baixo custo de
manutencdo, além de possuirem genoma completo disponivel para estudo.
(GREGORY et al., 2012).

A inducao de osteoartrite com 2 mg de MIA é capaz de produzir hiperalgesia e
alodinia, sem efeitos sistémicos relevantes sobre a saude geral dos animais
(modificado de FERNIHOUGH, J. et al, 2004).

Diversos estudos utilizam essa metodologia para inducdo de osteoartrite.
RODRIGUES, em 2017, realizou tal modelo de indugcao em pesquisa que utilizou o
ranelato de estroncio em modelo experimental de osteoartrite em ratos.

Os animais ndo possuem a capacidade de comunicacdo, dificultando a
avaliagdo da resposta frente a dor. Sendo assim, uma das formas de se estimar a
resposta a um estimulo nociceptivo se da pela avaliacdo de respostas
comportamentais, motoras e fisiol6gicas (RODRIGUES, 2019).

Em todos os testes comportamentais (Vonfrey test, rotarod test e randall selitto
test) houve uma brusca caida nos escores de avaliagédo, os quais foram gradualmente
crescentes. Essa diminuicdo no escore indica que a indugao foi corretamente
realizada e a falta de sinais clinicos, tais como alteracao na alimentacao e hidratacao,
além de sinais flogisticos, indicam que nao houveram efeitos sistémicos nos animais.

O teste de deambulagdo forcada (Rotarod test)) em ambos os protocolos
experimentais, mostrou que a utilizagdo do extrato de Persea americana, via oral, na
dose de 500mg/kg melhorou a resposta a nocicepcao. Isso foi evidenciado através
das diferencas estatisticas entre os subgrupos salina e EHPA.
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Resultados semelhantes foram obtidos nos demais testes comportamentais
(VonFrey Test e Randall Selitto Test), comprovando assim o potencial do extrato
hidroetandlico de Persea americana para reducao de dor em osteoartrite

O meloxicam € um anti-inflamatério néo esterdide potente, inibidor de
tromboxanas e prostaglandinas, com excelente propriedade antipirética e analgésica,
muito usado para tratar afecgées musculoesqueléticas (SPINOSA et al., 1999). Além
disso, detém caracteristicas neuroprotetoras e estdo associadas a minimos efeitos
colaterais (HAKAN et al., 2011). E uma droga amplamente utilizada na clinica médica
e a falta de significancia entre os subgrupos EHPA e Meloxicam em todos os testes
comportamentais sugere que o extrato hidroetandlico de Persea americana tenha
efeitos anti-inflamatérios similares a este farmaco.

A resposta positiva dos animais tratados com extrato hidroetandlico de Persea
americana Mill frente aos testes de nocicepg¢ao corrobora com estudos que apontam
que esse mesmo extrato possui acdo anti-inflamatéria em modelos experimentais
agudos, demonstrado pela diminuicdo do edema de pata induzido por diferentes
agentes flogisticos seja de natureza osmdtica (dextrana) ou celular (carragenina)
(LIMA, 2018).

Sabe-se que a atividade antinociceptiva do Extrato Hidroetandlico de Persea
americana Mill. apresenta caracteristicas de atividade predominantemente periférica,
sendo evidenciada em estudos de reducao do numero de contorcbes abdominais e
reducao do tempo de resposta na fase inflamatéria (LIMA, 2018).

Os resultados das andlises bioquimicas e hematoldgicas mostraram que a
utilizacdo do extrato em ambos protocolos de tratamento ndo resultou em toxicidade
hepatica, renal e hematoldgica, uma vez que a quantidade das células do sistema
hematopoiético e os marcadores bioquimicos estiveram dentro dos padroes de
normalidade, corroborando os dados de LIMA et al que em 2014 determinou valores
de referéncia para ser utilizado em ratos machos da linhagem Wistar.

Além disso, destaca-se que no subgrupo dos animais tratados com o extrato,
houve reducao do nivel do HDL e triglicérides. Esses resultados confirmam os estudos
de MOHAMED, 2011 e MONIKA, 2014 previamente apresentados neste trabalho.

A andlise radiolégica é de extrema importdncia para o diagnostico de
osteoartrite de joelho. Através dele se pode graduar e quantificar o comprometimento
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das articulagoes, verificar a instabilidade ligamentar ou a perda éssea. (RODRIGUES
etal., 2012) Além disso, € de fundamental importancia para orientar sobre as possiveis
alternativas de tratamento. Dentro desse contexto, a analise radiogréafica de Kellgren
e Lawrence € a mais utilizada (SCHIPHOF et al., 2011).

Estudos comparativos entre o uso de meloxicam por via intra-articular e
sistémica no controle da osteoartrite em coelhos, com o enfoque no processo de
reparacao da cartilagem, evidenciam que a droga se mostrou eficaz no controle do
processo inflamatério articular, tanto por via sistémica quanto por via articular,
permitindo o remodelamento cartilaginoso (VIDOTTO et al., 2013). Estudos
semelhantes apontam que doses altas e baixas de meloxicam resultaram em um
efeito condroprotetor, além de mostrar que as doses mais altas estao relacionadas
com um efeito protetor nas lesées 6sseas. (NAGY et al., 2017) Outros estudos
mostram que substéncias naturais, como o resveratrol, em associa¢cdo ao meloxicam,
melhoram as disfung¢des articulares do processo patologico de osteoartrite (HUSSAIN
et al., 2018), justificando assim a utilizacdo dessa droga no protocolo experimental.

Em relagdo as analises radiolégicas, a maior diferenca estatistica foi obtida ao
se comparar os subgrupos Sadio e Salina, tanto no grupo tratamento imediato, quanto
no grupo tratamento tardio. Isso mostra que os animais que foram tratados com soro
fisioldgico foram os que possuiram maior estreitamento do espacgo articular, severa
esclerose subcondral, deformidade do contorno ésseo além da presenca de
ostedfitos. Enquanto os subgrupos que receberam tratamento possuiram leve
estreitamento articular e auséncia de deformidades severas na cartilagem.

A utilizacdo do meloxicam na remodelacao articular ja foi estudada, como dito
anteriormente, trazendo bons resultados. Portanto, o fato de haver a diminuicao dos
escores na avaliacao de osteoartrose de Kellgren e Lawrence nos subgrupos EHPA e
Meloxicam e o fato de ndo haver diferencas estatisticamente significantes entre os
dois subgrupos (EHPA e Meloxicam) sugere que tanto o extrato quanto a droga atuem
na remodelagao da articulagéo.

Radiografias possuem elevada acuracia na identificagdo de mudancas
estruturais da OA, porém o diagnéstico pode se tornar dificil nos estagios iniciais da
patologia. Neste sentido, avaliagdes histologicas sdo usadas em muitos estudos no
acompanhamento da progressao da doenca (CAMPOS et al., 2013).
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A cartlagem dos joelhos forma o arcabou¢o de sustentacdo do o0sso
subcondral. Os animais que foram tratados com solugdo salina demonstraram um
severo quadro de degeneracao da superficie articular. Além disso, a presenca de
células do sistema hematopoiéticos e presenca de infiltrado vascular sugere um
quadro inflamatorio local. Enquanto os animais que foram tratatos com o extrato
vegetal e o meloxicam, em ambos protocolos experimentais, apresentaram uma
menor degeneracao articular e menor presenca de infiltrado vascular. Assim sendo, a
analise histolégica corrobora com a andlise radiogréafica sugerindo que a utilizacédo do
extrato vegetal de Persea americana atue na diminuicdo do quadro inflamatorio da
osteoarrtite de joelho, possuindo também agéo antinociceptiva.

O presente estudo teve como limitag&o avaliar a dor do ponto de vista periférico.
E necessario que haja mais avaliagdes que envolvam os componentes centrais
relacionados a dor em osteoartite. Também € importante destacar a dificuldade de
reproduzir em animais um modelo experimental de osteoartrite que envolva todas as
mudancas, evolucoes e parametros subjetivos de humanos.

A evolugdo da industria farmacéutica e o reconhecimento dos centros de
pesquisas a respeito das plantas usadas na medicina popular auxiliam o
desenvolvimento de novos farmacos. Destarte, ap6s todos resultados expostos,
Persea americana se mostra como uma possivel alternativa para o tratamento da dor
em OA, porém é preciso que haja maiores investigacoes farmacolédgicas envolvendo
a utilizacédo do seu extrato hidroetandlico.
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7. CONCLUSAO

O tratamento por via oral na dose de 500 mg/Kg de extrato hidroetanélico de
Persea americana foi eficaz para reduzir a dor em osteoartrite através da avaliacao
dos parametros clinicos/comportamentais utilizados (deambulagdo forgada,
sensibilidade tatil e hiperalgesia mecanica) em ambos protocolos de tratamento.

A utilizacao de Persea americana sugere uma melhora no comprometimento
articular e cartilaginoso, mostrando resultados positivos nas radiografias e analise
histopatoldgica.

O extrato vegetal ndo alterou as funcbes renais e hepaticas dos animais
tratados, também n&o aumentou ou diminuiu 0 nimero de células sanguineas nos
animais, sugerindo que a utilizacdo do extrato na dose de 500mg/kg nao oferece

toxicidade aguda ao sistema renal, hepéatico e hematopoiético.
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considerado APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA -
UFMA) da Universidade Federal do Maranhao.

FINALIDADE ( ) ENSINO (X) PESQUISA () EXTENSAO
Vigéncia da autorizagdo 09/05/2018a30/12/2019
Espécie/linhagem/raca Ratos novergiccus (Wistar)
N® de animais 50
Peso/Idade 250-300g/45 dias
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério Central da UFMA

\Plo—_

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no uso de Animais - CEUA/UFMA
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ANEXO 2 - Certificado de tombo de exsicata

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAOQ

Friing b ber s sos trmes da L o 4150 o0 UV - Sle Lok - Marmwiia

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS
HERBARIO DO MARANHAO - MAR

Séo Luls, 10 de Outubro de 2018

Segue abaixo a confirmagéo da identificagdo solicitada. Desde j& agradecemos 0
envio do material e informamos que o mesmo estard devidamente catalogado no

acervo do Herbario MAR.
N° tombo | Coletor (nimero) Familia Espécie
MAR
10.960 B. F. Bonfim (01) Lauraceae Persea americana Mill.

Atenciosamente,
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ANEXO 3 - Certidao de cadastro no SISGEN

Ministériq do Meio Ambiepte i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certiddo
Cadastro n? ADF3144

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n° 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimonio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagdo néo foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: ADF3144

Usuario: Casa

CPF/CNPJ: 052.806.353-75
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Persea americana

Titulo da Atividade: Estudo da acédo de Persea americana Mill. em modelo experimental de
osteoartrite em ratos

Equipe

Maria do Socorro de Sousa Cartagenes UFMA

Breno Facundes Bonfim UFMA

Parceiras Nacionais
06.279.103/0001-19 / FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Data do Cadastro: 08/11/2018 11:53:50 E :'l_": E

Situagao do Cadastro: Concluido "U:;F .
LR} I

Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 15:06 de 07/05/2019.

N/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
A/A\ ASSOCIADO - SISGEN



