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RESUMO

7

A osteoartrite € uma das doencas cronicas mais limitantes, podendo resultar em
quadros de dor e impossibilidade funcional de movimento de algumas articulagdes.
Nesse cenério, as plantas medicinais representam uma alternativa terapéutica por
possuirem referido uso popular medicinal como agente anti-inflamatério e analgésico,
a exemplo de Carapa guianensis Aubl (andiroba). O objetivo deste trabalho foi
investigar a acdo farmacologica do 6leo das sementes de C. guianensis Aubl. em
modelo experimental de osteoartrite em ratos. O 6leo de andiroba foi submetido a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrbmetro de Massas (CG-MS) para
separacao e identificacdo dos componentes majoritarios do 6leo e administrado via
oral diariamente, por gavagem, nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg. A osteoartrite
foi induzida no joelho direito dos animais usando-se o monoiodoacetato de sodio (MIA)
e 0s mesmos foram submetidos aos testes comportamentais de deambulacao forcada
(Rotarod test), de quantificacdo da dor espontanea (Von Frey test) e de distribuicdo
de peso (Weight Bearing) para avaliacdo do efeito antinociceptivo do 6leo. Além disso,
foram realizados exames radiolégicos do joelho e analises histoldégicas dessa
articulacdo. Os compostos majoritarios identificados no 6leo de andiroba por CG-MS
foram alcido palmitico, acido oleico, acido linoleico e acido esteéarico. Esse Oleo
exerceu efeito anti-inflamatério, antinociceptivo e condroprotetor no modelo
empregado. Os testes comportamentais demonstraram que as doses mais altas
melhoraram a deambulacdo e o uso da pata afetada. As andlises radiolégicas e
histol6gicas confirmaram a preservacéo da estrutura articular, reducdo da esclerose
do osso subcondral e reducdo na presenca de ostedfitos marginais, sobretudo na dose
mais alta de tratamento, e identificaram diferencas nas respostas entre 0S sexos.
Assim, o Oleo de C. guianensis (andiroba) representa um bioproduto promissor na

descoberta de novos farmacos para a osteoartrite.

Palavras-chave: inflamacao; dor; plantas medicinais; 6leo vegetal; andiroba.



ABSTRACT

Osteoarthritis is one of the most limiting chronic diseases, often resulting in pain and
functional impairment of affected joints. In this context, medicinal plants represent a
therapeutic alternative due to their well-documented traditional use as anti-
inflammatory and analgesic agents, such as Carapa guianensis Aubl. (andiroba). The
aim of this study was to investigate the pharmacological effects of C. guianensis seed
oil in an experimental model of osteoarthritis in rats. The oil was analyzed by Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS) to identify its major
components and was administered orally, by gavage, at doses of 250, 500, and 1000
mg/kg. Osteoarthritis was induced in the right knee of the animals using sodium
monoiodoacetate (MIA). The animals were subjected to behavioral tests, including
forced locomotion (Rotarod test), spontaneous pain assessment (Von Frey test), and
weight distribution (Weight Bearing test), to evaluate the antinociceptive effect of the
oil. In addition, radiological examinations and histological analyses of the knee joint
were performed. The major compounds identified in the andiroba oil by GC-MS were
palmitic acid, oleic acid, linoleic acid, and stearic acid. The oil exhibited anti-
inflammatory, antinociceptive, and chondroprotective effects in the experimental
model. Behavioral tests demonstrated that higher doses improved locomotion and the
use of the affected limb. Radiological and histological analyses confirmed preservation
of joint structure, reduction of subchondral bone sclerosis, and decreased presence of
marginal osteophytes, particularly at the highest treatment dose. Differences in
treatment response between sexes were also observed. Thus, C. guianensis
(andiroba) oil represents a promising bioproduct for the development of new

therapeutic approaches for osteoarthritis.

Keywords: inflammation; pain; medicinal plants; vegetable oil; andiroba.
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite ou artrose (OA) é uma doenca crdnica caracterizada por
multiplas alteragBes anatdmicas e fisiologicas nos tecidos articulares, marcada
pela ruptura e potencial perda de cartilagem articular e manifestacdes clinicas
qgue incluem dor, rigidez, inchaco e limitacdo de movimento na regido acometida
(Bonetti; Souza e Resmini, 2020). Esse quadro apresenta piora se associado a
movimentacgao, ao sobrepeso, esfor¢os e, quando em estagios mais avangados,
pode ocorrer também em repouso (Allen et al., 2022).

A OA é a forma mais prevalente de artrite e € uma das principais causas
de dor crbnica em adultos, além de ser uma das principais causas de
incapacidade em individuos com 60 anos ou mais, segundo estudo global sobre
osteoartrite no ambito do Global Burden of Disease Study 2021 (2023).
Apresenta baixa prevaléncia antes dos 40 anos de vida, sendo mais frequente
apos os 60 anos, normalmente correlacionada, ainda, a outras comorbidades,
como a hipertenséao arterial sistémica (HAS), doenca cardiovascular, a diabetes,
a dislipidemia e a obesidade (Pacca et al., 2018).

No aspecto do tratamento dessa doenga, tem-se o tratamento néo-
farmacolégico e o farmacoldgico a fim de promover o alivio dos sintomas e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, além do tratamento cirdrgico,
guando houver indicacdo. O tratamento ndo-medicamentoso inclui, nesse caso,
a combinacdo de intervencbes educativas, terapias fisicas domiciliares,
acupuntura, reabilitacdo fisioterapéutica, uso de Orteses e a prevencdo de
quedas, enquanto o tratamento farmacoldgico é baseado no uso de analgésicos
e anti-inflamatdrios, os quais, por vezes, sdo marcados pelo aparecimento de
efeitos colaterais importantes, conforme as diretrizes do American College of
Rheumatology/Arthritis Foundation (2019).

Nessa perspectiva, terapias complementares ao tratamento da OA tém
sido evidenciadas como alternativas aos efeitos indesejados trazidos pelos
medicamentos comumente empregados, a exemplo do uso de plantas
medicinais para alivio da dor e da inflamacé&o. Diversas espécies vegetais estdo
sendo utilizadas em estudos a fim de se esclarecer a agao anti-inflamatoria e
analgésica em OA, seus constituintes responsaveis por esse efeito e o seu meu
mecanismo de acao, destacando-se o0s resultados obtidos em estudos

experimentais € 0 uso popular das espécies Chenopodium ambrodidoides,
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Boswellia serrata, Harpagophytum procumbens, Curcuma longa e Carapa
guianensis (Palavro & Veiga, 2018; Calado et al., 2015).

A espécie Carapa guianensis Aubl., popularmente conhecida como
andiroba, é nativa do Brasil e ha muitos anos é utilizada por populacées
originarias da floresta amazénica. Esse uso na medicina popular justifica-se pelo
emprego contra patologias a partir da observacdo de suas propriedades
analgésicas, anti-inflamatorias, contra reumatismo, torcicolo e também por suas
acOes cicatrizante, bactericida, fungicida, repelente contra insetos e
antiparasitaria (Brasil, 2021).

Dentre as partes da andiroba utilizadas para fins terapéuticos, a literatura
cita a casca do caule, as folhas, flores, sementes, o 6leo das flores e o dleo das
sementes, sendo esta ultima a principal parte relatada em trabalhos cientificos
sobre a espécie. Araujo-lima e colaboradores (2018) correlacionam as atividades
antimicrobianas, imunomoduladoras e anti-inflamatorias desse 6leo com a sua
composicao quimica marcada pela presenca de terpenos, compostos fendlicos,
cumarinas e flavonoides, como produtos do metabolismo secundario da espécie.

Para o estudo da acédo desse Oleo e/ou de seus componentes e a
elucidacdo de sua acdo farmacoldgica na inflamacdo e na dor, o modelo
experimental foi o0 do monoiodoacetato de sddio como indutor quimico da
osteoartrite em ratos. Tal modelo, que ja vem sendo utilizado pelo nosso grupo
de pesquisa no estudo de outros extratos, 6leos e compostos isolados derivados
de plantas, no Laboratério Experimental de Estudo da Dor (LEED), apresenta
caracteristicas que se aproximam de alterac6es importantes da osteoartrite em
humanos, a exemplo de: esclerose do 0sso subcondral, formacéo de ostedfitos,
leséo da cartilagem e alteracdes de biomarcadores, como glicosaminoglicanos e
metaloproteinases (Silva et al., 2025; Calado et al., 2015; Morais et al., 2024;
Santiago et al., 2023; Neto et al., 2024).

Assim, considerando: a) a importancia da descoberta de novos principios
ativos e produtos com acao analgésica e anti-inflamatdria na osteoartrite; b) os
problemas relacionados ao uso prolongados dos medicamentos utilizados na
clinica atualmente; e ¢) o uso medicinal popular da espécie Carapa guianensis
Aubl. (andiroba) na dor e inflamacéo, é importante avaliar e elucidar, por meio de
evidéncias cientificas e estudos pré-clinicos, o potencial antiartritico do 6leo da

semente de andiroba em modelo experimental de OA em ratos a fim de propor
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possibilidades terapéuticas a partir dessa espécie vegetal no modelo

experimental utilizado.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Osteoartrite: etiologia e fisiopatologia

Segundo a Osteoarthritis Research Society International (OARSI) e Food
and Drug Administration (FDA), a osteoartrite € uma doenca progressiva das
articulagbes sinoviais, com importante insuficiéncia na reparacao das lesdes
articulares, sendo o tecido cartilaginoso o mais afetado. Ocorre pelo
desequilibrio entre a formacdo e a degradacdo dos componentes da matriz
cartilaginosa, com aumento na producédo de citocinas pro-inflamatorias capazes
de destruir os condrdcitos e de ocasionar um processo inflamatério e dor local,
comprometendo a integridade e funcionalidade da articulacdo (Djibersou et al.,
2020).

Essas alteracfes afetam estrutural e funcionalmente a sindvia e o liquido
sinovial, tecidos adjacentes, tenddes, ligamentos, meniscos, capsula articular e
0sso subcondral, componentes amplamente inervados por fibras nociceptivas. O
processo degenerativo inicia com a degradacdo progressiva da cartilagem,
espessamento 0sseo subcondral e formacdo de osteofitos, eventos que
antecedem dano tecidual local e prolongado, inflamacéo e, pela inervacéo local,
quadro de dor (Philpott & Mcdougall, 2020).

O processo inflamatério, enquanto aspecto inicial dessa degradacao
articular, estimula citocinas - um grupo especial de glicoproteinas produzidas no
sistema imune - responsaveis pela regulacdo e duracdo da cascata de
inflamacéo e seus efeitos. Entre esses mediadores pro-inflamatérios, destacam-
se o fator de necrose tumoral (TNF-a), primeira citocina liberada apds leséo
tecidual local e responsavel por estimular outras citocinas, a interleucina-1 (IL-
1), aiinterleucina-6 (IL-6) e a interlecuina-8 (IL-8). Essas, por sua vez, induzem a
sintese de prostaglandina E2 (PGE2), de 6xido nitrico (NO) e de ciclooxigenase
2 (COX-2), a liberacdo de metaloproteinases liticas (colagenase, gelatinase,
estromelisina) e reduzem a producdo de agentes inibitdrios das
metaloproteinases catabolicas, mediando a inflamacdo em OA (Berenbaum,
2013; Deng et al., 2018).
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A producéo das enzimas do tipo MMPs (metaloproteinases da matriz) e
ADAMTSs (uma desintegrina e uma metaloprotease com motivos de
trombospondina), impulsinada por citocinas pro-inflamataorias, 6xido nitrico (NO),
prostaglandinas e pelo fator nuclear Kappa B (NF-kB), leva a uma extensa
degradacdo e perda de matriz na cartilagem, o que estimula os condrdcitos a
produzirem mais citocinas e proteases de maneira autécrina e paracrina (Yunus
et al.,, 2020). A IL-1B e o TNF-qa, por exemplo, inibem a via de sintese de
componentes da matriz extracelular e a IL-1p ainda suprime a producdo dos
coldgenos do tipo Il e IX, inerentes a composicdo da cartilagem, ou seja,
conferindo baixa capacidade de reparacao tecidual a regido articular (Deng et
al., 2018). A inibicdo da inflamacé&o na cartilagem €, portanto, uma via promissora
no tratamento da OA.

Dado o exposto, toda articulagdo sinovial € suscetivel a osteoartrite,
contudo, aquelas submetidas a sobrecarga mecanica e impactos repetitivos nos
tornozelos, quadris e joelhos apresentam maior prevaléncia da doenca. Assim,
sao fatores de risco o género, a idade, presenca de trauma, uso excessivo da
articulacdo, fatores hereditarios e obesidade e, a considerar a origem de seu
desenvolvimento, a osteoartrite pode ser classificada em primaria e em
secundaria (Carvalho; Costa e Silva, 2018).

A OA priméaria possui lesdo de ordem desconhecida, enquanto a
secundaria alguns fatores podem ser a origem desse quadro. Na primaria, tem-
se o fator hereditario, o envelhecimento natural e a sobrecarga nas articulacfes
enquanto precursores dos processos degenerativos. Na secundaria, o trauma,
as infeccdes articulares, a necrose avascular, as doencas inflamatdrias, doencas
metabdlicas e doencas hemorragicas sdo 0s principais fatores associados
(Bonetti; Souza e Resmini, 2020).

Os quadros de OA degenerativos sdo, em sua maioria, pertencentes a
OA priméria e envolvem toda a articulagdo. Clinicamente, é tratada como anti-
inflamatoérios ndo esteroidais, terapia por ondas de choque extracorpéreas,
artroplastia total do joelho e exercicios de fortalecimento. Convém destacar, que,
na OA degenerativa, os tratamentos mais eficazes sdo os medicamentos
destinados as condi¢des que aumentam a progressao da doenca, em detrimento
do uso de condroprotetores, que impedem o inicio do dano (Zheng et al., 2021;
Schott et al., 2021).
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2.2 Epidemiologia da osteoartrite

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2017), um aumento consideravel da populacdo brasileira foi observado nos
altimos censos populacionais e estimativas apontam para uma variacao de 338%
entre 2000 e 2050 (Vaz et al., 2023). Esses dados mostram que o brasileiro vive
um processo de envelhecimento em rapido crescimento, resultado da mudanca
de habitos comportamentais, nutricionais e sociais capazes de aumentar a
expectativa de vida e a proporcao de individuos ativos.

Paralelo a essa crescente, também houve aumento no numero de
doencas ortopédicas nao trauméaticas degenerativas. Em 2021, foi relatado que
mais de 240 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de OA, sendo a
segunda doenca crénica mais comum tratada na clinica, depois da hipertensao
arterial (Katz et al.,, 2021). No Brasil, estratificando alguns dados, um
levantamento realizado por Vaz e colaboradores (2023) mostra o perfil de
internacgdes entre 2017 e 2021 por regides. Esse trabalho revela um nimero de
74.730 internacdes de pessoas entre 50 a 80 anos ou mais no periodo analisado,
das quais a regido Nordeste ocupa a terceira posicdo, com 7.458 internacoes,
ficando atras das regifes Sudeste e Sul. Desse numero total, os pacientes com
idade entre 60 e 69 anos foram os mais afetados, com 31.268 casos de
internacdes (41,84%) e apresentam prevaléncia do sexo feminino, com 61.302
internacdes (62,69%).

2.25% Norte
9.98% Nordeste

mm 54.21% Sudeste
27.74% Sul

mu 581% Centro-Oeste

Total=74730

Figura 1. Internacdes por osteoartrite segundo regides brasileiras em pessoas entre 50 e 80
anos ou mais, de 2012 a 2021. Fonte: Dados coletados no DATASUS por Vaz e colaboradores
(2023).
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Tais dados concordam com o que propoe Rillo e colaboradores (2016),
ao apontar a idade e o sexo biolégico como os fatores mais significativos a
predisposicdo ao desenvolvimento de osteoartrite. Nas articulagbes mais
acometidas, joelho, méao e quadril, a OA sintomatica é muito maior do que a OA
radiografica, sendo a mulher muito mais acometida do que os homens e o joelho
a articulacdo mais atingida, representando cerca de 56% dos casos globais de
OA (Nelson, 2018). Além das taxas mais elevadas para individuos do sexo
feminino, estudos apontam os individuos obesos como um importante grupo a
ser observado quanto a progressao da OA — em razdo da carga mecanica do
excesso de peso corporal exercida sobre a articulagdo — e uma tendéncia de
crescimento da OA em individuos mais jovens ocasionada pelo sedentarismo,
pela obesidade na adolescéncia e por eventuais lesdes derivadas de traumas
em esportes de impacto (Kumar et al., 2020).

Esses dados sugerem, portanto, um aumento global da OA a medida
gue a expectativa de vida e as taxas de obesidade aumentam. Entretanto, esses
ndo sao os unicos fatores predisponentes da OA. A predisposicdo genética,
alteragbes hormonais em mulheres no pds-menopausa, lesées prévias nas
articulac@es, fatores socioeconémicos, raca e etnia e localizacdo geogréafica sao
determinantes ndo s6 no desenvolvimento do quadro, como nos aspectos de

prevencao, tratamento e desfecho clinico da OA.

2.3 Diagnéstico e farmacoterapia da osteoartrite

Para fins de diagnéstico, os parametros clinicos avaliados sdo dor na
articulagdo acometida, rigidez articular, edema, limitacdo funcional dos
movimentos. Além disso, sdo achados observados em exames radiologicos a
diminuicdo do espaco articular, esclerose 6ssea subcondral, aparecimento de
cistos subcondrais e ostedfitos marginais (Cardoso, 2015).

Por se tratar de uma condi¢cdo que acompanha o individuo por um longo
periodo de sua vida, podendo representar dor e sofrimento, as intervengdes
farmacoldgicas visam controlar os sinais de dor e inflamagé&o. Dentre as classes
de medicamentos amplamente empregados ao tratamento da OA, pode-se citar
0s analgésicos nao-opioides, os anti-inflamatorios néo-esteroides (AINES),

analgésicos topicos, analgésicos opioides e injetaveis intra-articulares de
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esteroides. Todavia, a resposta a esses tratamentos farmacoldgicos néo é
efetiva em alguns pacientes, e a presenca de reacdes adversas aos
medicamentos é frequente (Kolasinski et al., 2019).

Os AINEs constituem a classe farmacoldgica de escolha padrdo no
tratamento da osteoartrite, sendo a sua eficacia comprovada nesse emprego.
Possuem propriedades antipiréticas, anti-inflamatorias e analgésicas e sua acao
decorre da inibicdo da sintese de prostaglandinas e tromboxano A, por meio da
inibicdo das enzimas cicloxigenase-1 (COX-1, constitutiva, encontrada em
diversos tecidos e responsavel pela hemostasia) e cicloxigenase-2 (COX-2,
induzida na inflamacao). Alguns AINEs inibem essas isoenzimas de maneira
reversivel e nao-seletiva, enquanto outros inibem de maneira seletiva e
irreversivel. Entretanto, sabe-se que as acdes anti-inflamatéria e analgésica
decorrem da inibicdo sobre a COX-2, atenuando, com isso, 0s efeitos
indesejaveis decorrentes da inibicdo da COX-1 (Silva; Mendonca e Partata,
2014).

Nesse contexto, 0 uso dos AINESs tradicionais tem um papel consolidado
no manejo da dor e inflamacao em OA, no entanto, com uma atencédo crucial a
sua toxicidade. Os farmacos que inibem as isoenzimas COX-1 e COX-2 em graus
variados apresentam elevados riscos cardiovascular, gastrointestinal, renal e de
disfuncao plaguetaria e broncoespamo, sendo os AINESs seletivos para a COX-2
(coxibes) uma alternativa mais segura, a priori, mas que vem sendo clinicamente
associado a um alto risco de eventos cardiovasculares (Magni et al., 2021). Os
efeitos completos desses farmacos de primeira escolha sédo, para analgesia,
cerca de até uma semana ap0s o inicio, enquanto para reducao da inflamacéo,
até trés semanas; deve-se, em razdo de seus efeitos indesejaveis, nao
ultrapassar o periodo de trés semanas de uso, caso nao tenha sido observado
efetividade.

Outras opcbes terapéuticas sdo utilizadas, a exemplo dos
glicocorticoides, contudo, essa conduta depende do critério médico a partir das
diretrizes terapéuticas para osteoartrite. De maneira geral, o uso clinico
prolongado desses medicamentos anti-inflamatérios traz desvantagens pelo fato
de apresentarem sérios efeitos colaterais, como hipertensao, hiperglicemia,
aumento da susceptibilidade a infecgcédo, osteoporose, glaucoma e problemas

cardiovasculares (Marmitt et al., 2015).
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Além disso, considera-se combinar AINEs com analgésicos centrais,
como os opioides e o0 paracetamol — mesmo este farmaco apresentando baixa
inibicdo sobre as COX-1 e COX-2 e tendo pouca eficacia contra a dor
inflamatoria. Essas combinacdes permitem que a dose seja ajustada e limitada,
reduzindo, assim, os riscos do aparecimento de efeitos adversos. Por outro lado,
a associagdo de AINEs e esteroides ndo é recomendada: embora apresentem
boa efetividade em seu efeito anti-inflamatério, podem retardar processos
citraciais de erosdo gastrica e Ulceras induzidas por AINEs (Magni et al., 2021).

Observa-se, pois, que os tratamentos para a dor inflamatoria da OA,
embora efetivos, apresentam ressalvas e cuidados em seu uso decorrentes de
seus efeitos adversos. Tais eventos, a depender do manejo clinico de cada
quadro de OA, pode ou nao ser evitado ou revertido, o que incita a necessidade
de mais estudos e decobertas de novos farmacos para integrar o arsenal
terapéutico da OA — preferencialmente, sem os efeitos colaterais ja observados

nas opcodes terapéuticas disponiveis.

2.4 O uso de produtos naturais e espécies vegetais como recurso terapéutico
na OA

O uso de plantas medicinais € uma préatica milenar da populacéo e
representa um recurso alternativo para o tratamento de diversas patologias. Por
possuirem grande diversidade quimica e bioldgica, as plantas tém sido alvo de
pesquisa a fim de se elucidar o potencial terapéutico de diversas substancias
para o desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre as suas vantagens, 0s
produtos fitoterapicos — aqueles derivados de plantas medicinais - destacam-se
por apresentarem baixo custo, eficacia e, em geral, efeitos colaterais mais

toleraveis (Brasil, 2024).

Os produtos naturais, obtidos a partir do metabolismo secundario de
plantas, e também de animais, microrganismos etc., tém sido amplamente
empregados como drogas farmacéuticas por oferecerem estratégias
terapéuticas para varias doencas, incluindo céancer, diabetes e doencas
imunologicas. Atualmente, descobriu-se que terpendides, polifendis,
flavondides, quinonas, acidos fendlicos, polissacarideos, alcaldides e saponinas
possuem acédo farmacoldgica contra a osteoartrite (Barros-Dias et al., 2023). A

curcumina e a quercetina sdo exemplos de anti-inflamatorios e antioxidantes
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derivados de plantas que podem performar menos efeitos toxicos e colaterais e
possibilitar melhor adesdo do paciente em quadro artritico. Na OA, modelos
animais e estudos clinicos confirmam os efeitos benéficos dos produtos naturais
na inibicdo da inflamacéo, na regulacdo do anabolismo e catabolismo e na
prevencado da destruicdo dos condrécitos, entre outras acdes (Maiuolo et al.,
2021).

Os efeitos desses produtos naturais na OA concentram-se,
principalmente, nos condrocitos. Como citado anteriormente, sdo capazes de
melhorar o conteddo de citocinas e as vias de sinalizacdo nos condrécitos,
reduzindo fatores inflamatérios, o estresse oxidativo, regulando o metabolismo
dos condrécitos, promovendo a proliferacdo ou a inibicdo da apoptose dos
condrocitos, o que tem sido demonstrado em modelos animais de OA e estudos
clinicos (Gao et al., 2021; Deligiannidou et al., 2020). Aqui, para o entendimento
da tabela seguinte (Tabela 1), na qual sédo descritos alguns produtos naturais de
origem vegetal com acdo contra a OA em modelos animais, convém retomar que
0 acumulo dos fatores inflamatorios, como IL-1B, TNF-a, NO, PGE2 e COX-2
pode induzir mais NO nos condrdcitos e ocasionar a degradacao e apoptose dos
condrdcitos e que a reducdo da producéo desses fatores inflamatoérios propicia
o crescimento normal dos condrdécitos (Shen et al., 2017).

Percebe-se que os marcadores avaliados nos estudos com produtos
naturais costumam convergir quanto a sua avaliacdo na instalacdo e
desenvolvimento da OA. Assim, o colageno do tipo Il e as metaloproteinases de
matriz (MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP13 E TIMPS) tém sido marcadores
frequentementes avaliados. Os marcardores inflamatérios IL-1B, IL-6 e COX-2
estdo presentes na maioria dos estudos, bem como as vias de sinalizacdo do
NF-kappa B, fosfatidilinositol-3-quinase, proteina quinase B e MAPK como as
mais conhecidas no desenvolvimento e progressdo da OA (Deligiannidou et al.,
2020).

Acerca da acédo do 6leo de andiroba na OA, um estudo realizado em
camundongos, com artrite induzida por Zymozan, demonstrou o efeito anti-
inflamatorio de tetranortriterpendides isolados desse 6leo, administrados por via
oral, controlando o edema, a infiltracdo celular e a hiperalgesia ap6s indugéo da

artrite no joelho dos animais (Penido et al., 2006). Essa atividade foi atribuida a
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sua acao inibitéria na via de transcrigdo do fator nuclear NF-kB para a indugéo
de agentes pro-inflamatorios, bloqueando, por exemplo, acdo do TNF-a na
instalagéo do processo inflamatorio (Carvalho et al., 2019), elencando a espécie
como um potencial agente na OA.

Entretanto, mais estudos precisam ser conduzidos no intuito de validar
essa acao farmacoldgica. Além disso, embora o modelo utilizado no estudo
supracitado seja capaz de instalar e permita avaliar o processo inflamatério e
sua resposta a tratamentos, ele ndo induz tao fielmente a osteoartrite em animais
qguanto o MIA. Por esse motivo, 0 nosso estudo se propde a utilizar o MIA para
trazer maior especificidade de processos artriticos, a saber, a destruicdo dos
condrécitos, da cartilagem, a presenca de fibrilacdes e fissuras e a formacao de
ostedfitos (Zhang et al., 2020; Fei et al., 2019) e ampliar, assim, a avaliacdo do

potencial terapéutico do éleo de andiroba.
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Tabela 1. Produtos naturais com agéo na osteoartrite em modelos animais e seus efeitos.

Extrato/Composto/ Classe Principal Modelo Viade Efeito farmacoldgico Refer
Espécie vegetal do(s) animal tratamento éncia
Fitoconstituinte(s) com produto
natural
Extrato de Bixa Padronizacéo 59,35 Ratos Via oral Efeito anti-inflamatoério e Santiago et
orellana (frag&o mg/g de acido Wistar analgésico; al., 2023
acetato de etila elagico (polifenol) na fémeas ~
) gico (p ) Reducédo de TNF-a e
fracéo acetato de injetados
¢ ) aumento de IL-10
etila com MIA L
séricos;
no joelho
direito Reducéo da dor
segundo testes
comportamentais;
Reducéo da progresséo
da OA segundo
achados histoldgicos e
radioldgicos.
Extrato etandlico Padronizacéo 500 Ratos Via oral Reducéo de inchaco do Lee etal,
de Curcuma longa mg/g de Sprague joelho e degradacgéo da 2025
curcuminoides Dawley cartilagem;
olifenol injetados
(P ) I Aumento da expressao
com MIA ; .
de colageno tipo II;

no joelho
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Reducéo da expressdo
de 6xido nitrico,
ciclooxigenase-2, 5-
lipooxigenase, IL-1B, IL-
6, TNF-a, MMP-2,
MMP-3, MMP-9 e MMP-

13 no liquido sinovial

dos joelhos
Luteolina (Arachis Flavonoide Ratos Injecéo intra- Reducgéo da Feietal.,
hypogaea L) Wistar articular no degradacdo da 2019
injetados joelho direito cartilagem;
com MIA 3
Aumento na expressao
do colageno 1.
Epigalocatequina Fenol Ratos Injecao Reducéo da Leong et
3-galato (EGCG) machos intraperitoneal degradacgéo do al., 2014
(Camellia SD com colageno II;
sinensis cirurgia
) rurg Reducéo de MMP13 e
no ADAMTSS5:
ligamento
meniscoti Reducéo da expressdo
bial de IL-1b e TNF-a.
medial
Silibinina (Silybum Flavonéide Ratos Injecdo intra- Reducéo do conteldo Ashkavand
marianum) Wistar articular no

de NO e IL-1B no tecido

etal., 2012
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injetados joelho direito sinovial;
com MIA
Aumento da espessura
da cartilagem.
Eupatilina Flavonoide Ratos Via oral Reducéo dos Jeong et
(Artemisia machos osteoclastos; al., 2015
rinceps Wistar
P Ps) ! Reducéo da expresséo
injetados
n de IL-1B, IL-6, NO;
com MIA
no joelho Reducéo de
direito metaloproteinaises-1
(TIMP-1).
Berberina (Coptis Alcaléide Ratos Injecé@o Reducéo do nivel sérico Liu et al.,
chinensis) Wistar intraperitoneal de IL-1B; 2015
injetados =
J Reducéo da
com ~
degradacédo de
colagena .
proteoglicanos.
se no
joelho
direito
Resveratrol Polifenol Ratos Via oral Reducéo da expressao Wei et al.,
Wistar de IL-1B, TNF-a, IL-6; 2017
injetad
injetados Supressao de NO, NF-
com MIA

kB, p-AMPK;

Aumento do nivel de
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SOD.
Curcumina Polifenol Ratos Injecdo intra- Diminuic&o dos niveis Yan et al.,
(Curcumalonga) machos articular no de IL-1B, TNF-a; 2019
D joelho direit
S _ joelho direito Supressao de NF-kB; Feng et al.,
submetid ) 2019
0s a Reducéo da perda de
ACLT condrdcitos e
proteoglicanos.
Benzoil-hipa- Alcaléide Ratos Via oral Aumento da expressao Zhang et
conitina machos e de colageno lI; al., 2020
Aconitum fémeas
( Prevencgéo da
carmichaeli) Wistar ~ .
degradacdo articular.
injetados
com MIA
no joelho
direito
Celastrol Triterpendide Ratos Administracéo Reducéo da expresséo Cascdo et
(Tripterygium fémeas intraperitoneal de genes al., 2017
wilfordii) Wistar osteoclasticos;
injetad . .
injetados Inibicdo da via de
com sinalizacdo do NF-kB;
adjuvante
completo Reducédo da perda
de Odssea e microestrutura

Freund

Ossea.
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Harpagida
(Harpagophytum
procumbens)

Glicosideo iridoides

Camundo
ngos
ovariecto

mizados

Administracdo Inibi¢céo da IL-6 e MMP;

oral
Aumento na

diferenciacéo de

osteoblastos;

Reducéo da
diferenciagéo de

osteoclastos;

Melhora da densidade
mineral 6ssea e do

volume 6sseo.

Chung et
al., 2016

Fonte: Autor, 2026.
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2.5 Reviséo de literatura sobre Carapa guianensis Aubl.

2.5.1 Extrativismo do 6leo de andiroba (C. guianensis Aubl.) em

comunidades tradicionais

O extrativismo vegetal é uma atividade historicamente utilizada como fonte
de renda para as populacdes tradicionais em regides brasileiras, especialmente
pelos povos amazoénicos. Por meio dessa pratica, uma diversidade de produtos
oriundos da biodiversidade nativa é explorada, a base econémica local é
movimentada e a permanéncia das pessoas no campo mantida, aumentando a
qualidade de vida das populacdes e a preservacao ambiental (Damasceno et al.,
2024).

Nessa perspectiva, a exploracdo de recursos naturais definidos como
“Produtos Florestais nao Madeireiros (PFNMS)” é uma alternativa ao
desenvolvimento sustentavel, sem que haja a supressao da cobertura florestal por
possuir um menor impacto e possibilitar, ainda, a diminuicdo da taxa de
desmatamento (David & Passa, 2016). Segundo a definicdo de Elias e Santos
(2016), esses PFNMS séao produtos derivados das florestas, a exemplo de cascas,
resinas, fibras, sementes, flores, frutos, que podem ser classificados em diferentes
etnocategorias de uso a partir da relacdo estabelecida entre as comunidades

rurais, 0s recursos vegetais do ambiente e a sua cultura.

A andiroba (Carapa guianensis Aubl.) comp®8e a diversidade biolégica da
Amazobnia, pertence a familia Meliaceae, ocorre em terra firme e em regides
alagadas e concentra maiores propor¢cdes de sua distribuicdo nos estados do
Pard, Amapa, Amazonas e Roraima (Figura 2). A andirobeira € uma arvore
perenifélia, de médio a grande porte, chegando a alcancar de 20 a 30 metros de
altura, sendo a madeira e o Oleo extraido das sementes os produtos mais

representativos ao extratitivismo dessa espécie (Brito et al., 2020).
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Obtengao do dleo
a partir das sementes
de andiroba

&—/

Figura 2. Andirobeira, partes aéreas da planta, sementes e o seu 6leo vegetal. Fonte: Horto
Didético da UFSC (2025).

O 6leo de andiroba € um dos PFNMS mais conhecidos da Amazonia,
destacando-se por seu processo de coleta de sementes e de extracdo do 6leo ndo
ter carater destrutivo, contrario ao que acontece com a madeira. E um 6leo versatil
e amplamente utilizado para fins medicinais, como matéria-prima na fabricacdo de
cosmeéticos e em investigacao cientifica como antialérgico, repelente de insetos,
anti-inflamatério, acaricida, vermicida, cicatrizante, analgésico, antibacteriano,
antifangico, antimalarico (Cavalcante et al., 2016; Ferreira & Ueta, 2022; Ribeiro
et al., 2021), efeitos amplamente utilizados e relatados na medicina popular por
moradores de comunidades tradicionais onde ela é amplamente distribuida, como
pode ser observado na Figura 3.

O processo de extracdo desse Oleo pode acontecer por prensagem
mecanica ou artesalmente. De modo artesanal, como acontece nas comunidades,
a extracao ocorre por meio da coleta e selecédo das sementes, preparo da massa
e extracdo do 6leo, havendo discrepancias quanto ao rendimento desse 6leo em
razdo da falta de padronizacdo dos processos extrativos. Além disso, mesmo com
as varias finalidades de uso, as limitacbes do processo extrativo por vezes
ocasionam um menor retorno financeiro as comunidades, que utilizam o
extrativismo desse 6leo majoritariamente como um complemento a renda ou para
uso medicinal proprio (Sousa et al., 2019).

O estudo de Brito e colaboradores (2020) sobre saberes e préticas da
extracdo desse Oleo na cidade de Igarapé-Miri, no Para, revela essa valorizacdo

do uso terapéutico do 6leo. Quando questionados sobre a preferéncia entre o uso
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do 6leo de andiroba ou “remédios farmacéuticos”, todos os entrevistados
relataram preferir o 6leo, por ser um produto de facil acesso, totalmente natural e
capaz de tratar qualquer enfermidade, segundo eles. As falas revelam, ainda, o
senso de pertencimento com a comunidade e a importancia e o reconhecimento
do produto naquele local. Dois dos entrevistados declaram:

“nds sempre usamos e vamos usar porque € natural, e € um dos melhores
remédios que se tem, esse de farméacia ndo presta.” (Entrevistado 1)

“o 6leo de fora é adulterado, vem gorado e ensebado, 0 nosso € puro, se
eu nao tirar o 6leo eu compro de alguém na comunidade que tira, pois aqui nos
sabe que € confiavel.” (Entrevistado 2)

Outro estudo sobre o conhecimento popular de extratoras ribeirinhas na
Vila de Fortalezinha, Maracand, Para, realizado por Teixeira (2024), mostra a
relevancia de considerar o aspecto etnofarmacolégico como norteador para o
nosso trabalho sobre osteoartrite. Da entrevista, destaco algumas falas que
reforcam a necessidade do nosso estudo de avaliacdo do 6leo de andiroba em
modelo de inflamagé&o e dor:

‘uso para dor de cabecga e para baque, para tosse, € bom também para
tirar carrapato de animais.” (Entrevistada 1)

“ixi andiroba € bom pra tosse, € bom para baque, para passar em baque
(...) quando a gente bate, € muito bom para passar em baque.” (Entrevistada 2)

‘uso para massagem, dores reumaticas, para contusbes, para varias

coisas.” (Entrevistada 3)

Andiroba

Carapa guianensis Aubl.
Meliaceae Family Anti-

Antiseptic

Wound
Healing

inflammatory

)

3“
gl Andiroba

Antirheumatic seeds oil_ Anti-allergic

| Antipyretic
Amazon
\—7 Rainforest

Figura 3. Prevaléncia geografica de Carapa guianensis Aubl. e seus efeitos terapéuticos. Fonte:
Adaptado de Fonseca e colaboradores (2024).
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2.5.2 Aspectos quimicos, farmacoldgicos e terapéuticos

Do 6leo das sementes de andiroba, compostos como os limondides,
triterpenos, esterdides, cumarinas e flavondides sdo amplamente isolados e
avaliados quanto a sua acado farmacolégica. Além de suas propriedades
antimicrobianas, antiparasitarias e cicatrizantes, a ac¢do dos limonoides e
tetranortriterpendides tém sido associadas ao potencial anti-inflamatério e
analgésico da espécie, sobretudo do 6leo vegetal obtido a partir de suas sementes
(Machado & Mendes, 2021; Barros-Dias, 2023). Importa ressaltar que, embora o
enfoque do nosso estudo seja 0 6leo das sementes de andiroba, outras partes da
planta apresentam potencial biotecnolégico e farmacéutico por também
apresentarem diferentes classes desses compostos secundarios, como mostra
Luz e colaboradores (2019) em estudo farmacognéstico utilizando as folhas de C.
guianensis.

O perfil quimico da espécie é representado majoritariamente pela
composicdo de acidos graxos saturados e insaturados. Sousa e colaboradores
(2021) demonstram a analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectdmetro de Massas (CG/MS) do o6leo virgem, revelando &cidos graxos
saturados (42,06%) e insaturados (57,57%) e 0s seguintes componentes
principais: acidos oleico (47,19%), palmitico (27,3%), estearico (12,52%) e
linoleico (9,29%), perfil semelhante ao encontrado em outros estudos da
composi¢cdo quimica desse 0leo (Aratjo-Lima et al., 2018; Milhomem-Paix&o et
al., 2016), sendo estes os principais acidos graxos presentes no 6leo, 0s quais
estdo com suas estruturas descritas na Figura 4.

Araujo-lima e colaboradores (2018) mostram que, independente do modo
de extracdo, a composicao quimica do 6leo e seus aspectos fisico-quimicos sédo
mantidos (acidez, peroxidos, refracdo, densidade, eliminacdo de DPPH e teor
fendlico), sendo o rendimento o parametro mais sensivel a sofrer alteracdo nesse
processo. Em seu trabalho, a extragéo por Soxhlet apresentou melhor rendimento
(61,50%) comparado a prensagem sem autoclavagem (14,85%) e prensagem
com autoclavagem (20,62%).

Dos &cidos graxos principais desse 0Oleo, 0 acido oleico destaca-se por sua
maior proporcao. Este acido graxo apresenta diversos efeitos farmacologicos,

entre eles, o de prevencao no risco de desenvolvimento de artrite reumatoide por
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meio do aumento dos niveis de leucotrieno A3, um potente inibidor do leucotrieno
B4 (LTB4), que é um importante mediador inflamatério (De Vito et al., 2023). Além
disso, o acido oleico é capaz de reduzir efeitos inflamatérios induzidos pela
ativacdo do NF-kB (Harvey et al., 2010).

Outro componente importante é o acido linoleico, muito associado a
processos anti-inflamatorios no tratamento de distarbios cutédneos, tais como:
cicatrizacéo de feridas e eritema causado por luz intensa pulsada (Lania et al.,
2019; Cela et al., 2014). Nesse aspecto, o 6leo da semente de andiroba ja
demonstrou eficacia na cicatrizacdo através da modulacao de fibroblastos, na
formacao de fibras colagenas, regeneracao tecidual e desbridamento autolitico de
feridas em modelos in vitro e in vivo (Aradjo et al., 2018). Os acidos saturados
palmitico e estearico, ndo recomendados para administracdo pela via oral,
destacam-se por suas propriedades oclusivas sobre a pele por apresentarem
estrutura molecular mais forte e formarem uma barreira protetora, evitando, assim,
a perda de agua e melhorando a permeacao de principios ativos no local (Sousa
et al., 2021).
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Figura 4. Estrutura quimica (2D) dos principais acidos graxos encontrados no 6leo das sementes
de andiroba (C. guianensis). Fonte: PubChem, National Library of Medicine, 2025.

2.5.2.1 Toxicidade do 6leo de Carapa guianensis Aubl.

A toxicidade oral desse Oleo ja foi verificada em diferentes modelos
animais. Costa-Silva e colaboradores (2008) concluiram, ap6s administracao oral

do oleo de andiroba em ratos machos Wistar, que ndo havia sinal de toxicidade
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aguda ou morte de animais em doses testadas até 5 g/Kg. A toxicidade subaguda
foi avaliada em dose de 1,5 g/Kg, também sem alteracbes nos parametros
bioquimicos avaliados, apontando para um aumento sérico de alanina
aminotransferase (ALT) e aumento do peso do figado, o que pode representar
tendéncia de sobrecarga leve hepéatica em doses mais altas. Em outro estudo, o
Oleo de andiroba ndo mostrou toxicidade na fertilidade de ratas Wistar nem no
desenvolvimento normal da prole (Costa-Silva et al., 2007). Miranda-Junior e
colaboradores (2012) administraram o Oleo de andiroba por gavagem em
camundongos na dose de 2 g/Kg, durante 14 dias, e ndo observaram alteracoes
hematoldgicas e bioquimicas.

Ja em camundongos Swiss fémeas, Milhomem-Paixdo e colaboradores
(2016) demonstraram auséncia de efeitos hematotdxicos, genotoxicos e
mutagénicos e alteracdes clinicas ou comportamentais na exposicao a esse 0leo.
Em outro estudo deste mesmo autor e colaboradores (2017), observou-se
auséncia de citotoxicidade em linhagem de fibroblastos, de genotoxicidade
através do teste de micronucleo em camundongos e de alteracbes hematolégicas
e comportamentais nos animais. Demonstrou, inclusive, que o Oleo
nanoemulsionado apresenta menor citotoxicidade quando comparado ao 6leo
puro.

Do mesmo modo, Lemes e colaboradores (2017) avaliaram o efeito
protetor na medula 6ssea de camundongos, ndo observando citotoxicidade nem
genotoxicidade nas doses de 250, 500 e 1000 mg/Kg. Pelo contrario, o 6leo
apresentou efeito antigenotdxico em todas as concentracfes contra a toxicidade
da mitomicina C e da ciclofosfamida, guimioterapicos alquilantes que inibem a
sintese de DNA e RNA. Vale ressaltar que as doses utilizadas no estudo acima

sé@o as mesmas doses utilizadas em nosso protocolo experimental.

2.5.2.2 Limondides do 6leo das sementes de andiroba (C. guianensis) e
seu efeito anti-inflamatério

Os limondides séo considerados 0s compostos naturais mais importantes
isolados de espécies da familia Meliaceae. S&o tetranortriterpenoides oxidados
originados de um esqueleto de carbono tetraciclico 6/6/6/5 fundido, com grupos

metil (-CH3) nas posi¢bes C-4, C-8, C-10 e C-13 e um anel de furano em C-17,
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apresentando variacdes estruturais e diferentes subtipos de limonoides em razao
de clivagens e rearranjos quimicos (Kikuchi et al., 2020).

Na familia Meliaceae, mais de 300 limonodides ja foram isolados e séo
descritos como os mais abundantes e diversos no género Carapa (Paritala et al.,
2015). Esse género se destaca por possuir sementes ricas em triacilglicerdis com
altos percentuais de acidos graxos insaturados e saponificaveis, a exemplo dos
discutidos na secdo anterior. Ja a sua fracdo insaponificavel € constituida
principalmente por metabdlitos tetranortriterpenoides, sobretudo no oOleo das
sementes de C. guianensis, também referidos como limondides: gedunina, 6-a-
acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, xilocesina k, angolensato de
metila, andirobina, carapanosina C, carapanolideo J, carapanina A, entre outros
(Da Silva et al., 2023).

Em razdo da presenca desses compostos, esse 6leo vem sento utilizado
em diversas propriedades curativas relacionadas ao seu efeito anti-inflamatorio, a
saber, como agente analgésico em condi¢cdes de reumatismo e artrite (SOUSA et
al., 2021; NAYAK et al., 2011). Desde meados de 1982, esse 0Oleo vem sendo
referido no uso popular para inflamacao, contuséo, dor 6ssea, artrite e reumatismo
e como analgésico (Van Den Berg, 1982; Van Den Berg, 1984; Hammer & Johns,
1993; Coelho-Ferreira, 2009; Miranda-Junior et al., 2012; Nardi et al., 2016).

Em sistemas bioldgicos, o 6leo de andiroba e seus limondides isolados séo
capazes de inibir importantes mediadores inflamatorios. Os mediadores
eosinofilotaticos CCL11/eotaxina e IL-5 e as citocinas inflamatérias TNF-a e IL-1B
sao inibidos por esses compostos por meio da inibicdo da ativacao do fator NF-
kB. Além disso, muitas populacdes de células de defesas séo reduzidas, como
linfécitos T, eosindfilos e mastoécitos, reduzindo a inflamacao (Penido et al., 2006;
Henrigues e Penido, 2014).

Além desses trabalhos, outros autores tém evidenciado as propriedades
anti-inflamatérias do 6leo de andiroba a partir dos compostos limonoides
presentes no mesmo. Estudos experimentais in vitro e in vivo demonstraram que
amostras ricas em limondides, sobretudo o tetranortriterpendide gedunina (Figura
5) e as carapanosinas também isoladas do 6leo de C. guianensis, possuem
atividade anti-inflamatoria e imunomoduladora. Em um modelo de osteoartrite
induzida por Zymosan em camundongos, o limondide gedunina reduziu o edema

e mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, PGE2 e IL-6, além da observacéao
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in vitro da inibicdo da producédo de oxido nitrido (NO) por macréfagos e alteracéo
na expressao de proteinas de choque térmico HSP-70 (Conte et al., 2015; Higuchi
et al., 2017; Miyake et al., 2015). Oliveira e colaboradores (2019) demonstraram
a reducdo da expressao de TNF-a, IL-1B e IL-6, assim o aumento de IL-10, ao
testar emulsdo contendo o 6leo de andiroba em lesédo cutédnea induzida por
carragenina em roedores, indicando o potencial anti-inflamatério do 6leo de

andiroba.

Figura 5. Estrutura quimica 2D (A) e 3D (B) de um limonéide do tipo gedunina (C2sHz407). Fonte:
PubChem, National Library of Medicine, 2025.

3 HIPOTESE

O 6leo das sementes de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) possui acédo
analgésica e anti-inflamatéria, sendo uma alternativa terapéutica eficaz ao
tratamento sintomatico da osteoartrite e podera resultar em um bioproduto efetivo

e seguro.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar a acéo farmacologica do 6leo das sementes de andiroba (Carapa

guianensis Aubl.) em modelo experimental de osteoartrite em ratos.

4.2 Objetivos Especificos

e Analisar a composi¢ao quimica do 6leo de andiroba;
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e Investigar os efeitos analgésicos e anti-inflamatorios do 6leo das
sementes de andiroba (Carapa guianensis) por meio de testes
comportamentais;

e Analisar as alteracbes estruturais articulares a partir dos achados
radiolégicos e histolégicos;

e Comparar perfil de resposta ao tratamento considerando a variavel

sexo dos animais.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho do estudo experimental

O estudo foi realizado no Biotério Setorial da Pdés-Graduagcdo, no
Laboratdrio de Estudos Experimentais da Dor LEED — UFMA e no Laboratério de
Anatomopatologia da Universidade Estadual do Maranh&o e seguiu o desenho

experimental descrito abaixo na Figura 6.

Tempos Experimentais
D0 -D4-D8 -D15-D22

Animais (n=42)
Rattus norvegicus

(Wistar)

Tratamentos ———

S

v

Aspectos Eticos
CEUA Processo N.°
23115.002825/2023-71

Indugéo da OA
MIA em joelho direito

Figura 6. Desenho do estudo experimental da acdo do 6leo de andiroba (C. guianensis) na OA. Legenda: OA —
osteoartrite; DO — dia 0, D4 — dia 4 de tratamento; D8 — dia 8 de tratamento; D15 — dia 15 do tratamento; D22 — dia
22 do tratamento; ADB OIL — 6leo de andiroba em diferentes concentragdes.
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Os procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas
estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Animais de Laboratorio — SBCAL e do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA. Os
protocolos desenhados para a experimentacdo animal foram submetidos e
aprovados para apreciagdo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMA
sob nimero 23115.002825/2023-71 (Anexo A).

5.3 Animais

Foram utilizados 42 ratos da espécie Rattus norvegicus (variedade
albinus) da linhagem Wistar, machos e fémeas, adultos, com 60 dias de idade,
provenientes do Biotério e Centro de Experimentacdo Animal da UFMA. Os
animais foram alimentados com racdo e agua Ad libitum e mantidos em
temperatura, luminosidade e umidade controladas (ciclo claro-escuro em padréao
de 12 em 12 horas, temperatura (24 °C + 2 °C) e umidade do ambiente inferior a
60%).

5.4 Produto vegetal

O 6leo virgem das sementes de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) foi
obtido comercialmente a partir de fornecedor qualificado para venda do produto
(Amazon Oil®). O produto apresentou os testes validados de controle de
qualidade do produto e o certificado de andlise fisico-quimica (Anexo B),
respeitando as preconizac¢des da Farmacopeia Brasileira.

5.4.1 Derivatizacao do 6leo de andiroba para CG-MS

Para a esterificacdo das amostras, utilizou-se o método de metilacdo a frio
(AOCS, Official Methods, Ce 2-66, 2009), onde os ésteres metilicos dos acidos
graxos presentes nos oleos foram obtidos. Pesou-se 0,1 g do 6leo em um tubo e,
em seguida, adicionou-se 3 mL de n-hexano e 0,5 mL de solu¢édo de hidréxido
metandlico de potassio 0,5 N. Posteriormente, agitou-se vigorosamente por 1
minuto em aparelho vortex e centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 minutos.

Retirou-se 500 uL da faxe haxanica e foi adicionado 500 uL de hexano em vial.
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5.4.2 Analise do 6leo de andiroba por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS)

As analises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas com ionizacdo por elétrons (CG-EM) foram realizadas em um
cromatografo a gas GC-MS-QP-2010 (Shimadzu, Japédo), equipado com auto
injetor AOC-20i, no Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos
Naturais, um centro de pesquisa de exceléncia localizado no Instituto de Quimica
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araraquara, SP, Brasil. Utilizou-se
uma coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O hélio foi empregado
como gés de arraste, com vazao constante de 1,0 mL min~. As amostras foram
injetadas com volume de 1 pL, em modo split, com razdo de divisdo 1:50,
mantendo-se a temperatura do injetor em 270 °C. O programa de temperatura do
forno cromatografico iniciou-se em 140 °C, mantida por 3 minutos, seguida por um
aumento de temperatura a razdo de 3 °C mint até 320 °C, permanecendo nessa
temperatura por 10 minutos. O tempo total da corrida cromatografica foi de 73
minutos. O espectrémetro de massas operou em modo de ionizacao por impacto
eletrénico (El), com energia de ionizacdo de 70 eV. A temperatura da fonte de
ions foi mantida em 270 °C, enquanto a temperatura da interface foi ajustada para
280 °C. O tempo de corte do solvente (solvent cut time) foi fixado em 4 minutos.
A aquisicao dos dados foi realizada no modo full scan, com faixa de varredura de
m/z 35 a 700 Da. A identificacdo dos compostos foi realizada com base na
comparacao com espectros de massas da biblioteca NIST Chemistry (National
Institute of Standards and Technology), junto a analise dos indices de retencéo

dos compostos.
5.5 Experimentagéo animal

5.5.1 Protocolo de anestesia e inducdo de osteoartrite por
monoiodoacetato de sodio (MIA)

Para a indugdo da OA, o protocolo pré-anestésico consistiu na
administracao de cloridrato de cetamina (50 mg/kg, cloridrato de midazolam (1
mg/kg) e cloridrato de tramadol (5mg/kg) por via intraperitoneal. Os animais foram
mantidos em plano anestésico em mascara de isoflurano a 2,5%. Apos

certificacdo da anestesia, com a perda dos reflexos motores e do reflexo de
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retirada da pata, foi realizada tricotomia no joelho direito e, em seguida, solucéo
topica de iodopovidona a 10% foi aplicada para antissepsia local. A les&o articular
foi induzida por uma Unica injecao intra-articular de 2 mg/kg de MIA no joelho
direito flexionado através do ligamento patelar lateral, no espaco intra-articular
(PITCHER et al., 2016).

5.5.2 Protocolo experimental

Os tratamentos com o 6leo de andiroba foram iniciados por via oral, por
gavagem, apos o terceiro dia da indugdo da OA, durante 21 dias, 1x ao dia. Os
tempos experimentais foram o DO, D4, D8, D15 e D22. Considera-se o DO — antes
da inducédo da OA e o D4 — trés dias apds a inducdo do modelo nos animais,
quando o tratamento € iniciado. No DO, D4 D8, D15, D22 foram realizados exames
de radiografia; no D8, D15 e D22, exames de radiografia e testes
comportamentais; e no D22, além dos testes acima, foi realizada a eutanasia,

seguida de coleta de joelhos para andlise histoldgica.

5.5.3 Avaliagdo da atividade antinociceptiva do 6leo de andiroba
(Carapa guianensis Aubl.)

5.5.3.1 Avaliacéo da atividade motora / deambulac¢éo for¢cada (Rotarod
Test)

Os animais do estudo foram colocados em aparelho Rotarod (Il Life
Science, California, Estados Unidos) para avaliacdo de atividade motora, na
velocidade de 16 rpm por um periodo de 5 minutos. A utilizacdo do membro
afetado foi avaliada pela deambulacéo forcada. O uso da pata foi gradado em uma
escala numérica que varia de 5 a 1, em que: 5 = uso normal do membro; 4 =
claudicacéo leve; 3 = claudicacao grave; 2 = intermitente desuso da pata afetada;
1 = completo desuso da pata afetada (MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006).

5.5.3.2 Quantificacdo da dor espontanea e avaliacdo da alodinia

mecanica (Von Frey Test)

A alodinea tactil foi realizada com um analgesimetro digital (modelo
Insight, S&o Paulo, Brasil), que consiste em um transdutor de pressdo conectado

a um contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor
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de pressdo com a pata dos animais foi realizado por meio de uma ponteira
descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro adaptada ao aparelho
(KALFF et al., 2010; VIVANCOS et al., 2004;).

Para adaptacdo ao ambiente, os animais foram colocados em caixas de
acrilico medindo 12 x 20 x 17 cm, cujo assoalho consiste em uma rede de malha
de 5 mm?, constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura, durante 15
minutos antes do experimento. Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das
caixas de experimentagao para facilitar a visualizagdo da regido plantar das patas
dos animais.

O experimentador aplica, entre as malhas da rede, uma presséo
linearmente crescente no centro da regido plantar de pata do rato até o animal
produzir uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada.
Os estimulos foram repetidos por até seis vezes, nas patas ipsilateral e
contralateral, até o animal apresentar trés medidas similares de resposta “flinch”
apos a retirada da pata (VIVANCOS et al., 2004; KALFF et al., 2010). O limiar
nociceptivo de retirada da pata (LNRP) foi definido como o percentual de forca
para provocar uma suspensao ativa na pata ipsilateral afetada e foi determinado

da seguinte maneira:

LNRP (g) = — PR 100
&) = LNRPA + LNRPC

Em que: LNRPA - limiar nociceptivo de retirada da pata afetada; LNRPC - limiar
nociceptivo de retirada da pata contralateral.

5.5.3.3 Teste de incapacitancia / Distribuicdo do peso nas patas traseiras
(Weight Bearing Test)

Os animais foram alocados em uma camara de vidro angulada e
posicionados de modo que cada pata traseira repousasse sobre plataformas
diferentes. O peso exercido sobre cada pata traseira (mensurado em gramas - g)
é avaliado em um periodo de cinco segundos (5 s). A afericdo final da distribuicao

do peso é dada por uma medida de trés afericdes (SCHOTT et al.,1994).

PPA
Distribuica %) = ——=X1
istribuicdo do peso (%) PPA T PPC 00
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Em que: PPA — Peso da Pata Afetada e PPC — Peso da Pata Contralateral .

5.5.4 Avaliacdo por Raio X

As radiografias dos joelhos dos animais foram obtidas através de aparelho
de raio-x Micro Imagem Diox-602, com tenséo do tubo de 60 Kv (fixo) e corrente
do tubo de 4 mA (fixo), por meio de um sistema de imagem computadorizada com
sensor eletrénico para radiografia digital (digitalizador de imagens radiograficas
Micro Imagem).

Os animais anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg) e
cloridrato de midazolan (5 mg/kg), por via intraperitoneal, e mantidos em mascara
de isoflurano a 2%. Em seguida foram posicionados em decubito lateral direito, e
as imagens foram realizadas em projecéo latero-lateral e cranio-caudal, com os
joelhos em extensdo e flexdo. A partir destes dados, foram atribuidos scores
especificos. Os exames radiolégicos foram realizados nos tempos DO, D4, D8,
D15 e D22, nos grupos experimentais propostos. Para a andlise descritiva dos
Raios X, foram adotados os seguintes achados radioldgicos, os quais norteardo
os critérios de classificacao:

(@) - formacdo de ostedfitos nas margens articulares; (b) -
presenca/auséncia de ossiculos periarticulares; (c) - estreitamento da cartilagem
articular associado ou néo a esclerose do osso subcondral; (d) — presenca ou
auséncia de areas pseudocisticas com margens situadas geralmente no 0sso

subcondral; (e) — alteracdes e graus de alteracdes das superficies articulares.

5.5.5 Analises Histologicas

Apos eutanasia dos animais por coleta de sangue terminal no tempo D22,
foram coletados os joelhos direitos por meio de resseccéo articular (retirado o
segmento compreendido entre terco médio do fémur, até o terco médio da tibia).
Apos a coleta, o material foi fixado em formaldeido 10% + PBS tamponado, e em
seguida o material foi submetido ao processo de descalcificacdo em acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 20%, por 10 dias. Posteriormente foram
submetidos aos protocolos para processamento histoldégico, como desidratacdo

em seérie crescente de alcoois, diafanizagdo em xilol, inclusdo em parafina,
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microtomia e corados em hematoxilina-eosina (HE). O sistema de avaliacao
histopatolégica das cartilagens seguird os protocolos adaptados de acordo com
as diretrizes da Osteoarthritis Research Society International — OARSI -
(PRITZKER et al., 2006).

5.6 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad
Prism®. Os dados foram submetidos a avaliacdo da normalidade por meio do teste
de Shapiro-Wilk, com o objetivo de determinar a distribuicdo das variaveis
analisadas e orientar a escolha dos testes estatisticos subsequentes.

Para os dados que apresentarem distribuicdo normal (p>0,05), foram
aplicados testes paramétricos, enquanto os dados com distribuicdo ndo normal
(p<0,05) foram analisados por testes ndo paramétricos.

Para comparag6es mdltiplas, ANOVA de duas vias seguida do teste de
Tukey (dados paramétricos) ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn (dados
nado paramétricos) foram aplicados, conforme apropriado. A significancia

estatistica foi considerada quando o valor de p<0,05.

5.7 Uso de Inteligéncia Artificial

A organizacao e revisdo linguistica deste trabalho contaram com o auxilio
dos modelos de inteligéncia artificial Gemini 2.5 Pro e ChatGPT. O uso dessas
tecnologias restringiu-se ao suporte logistico da escrita e a formatacéo de dados,
sem interferéncia na autonomia cientifica dos resultados e conclusdes
apresentadas. Ressalta-se que o0 uso da Inteligéncia Atrtificial foi realizado de
forma ética, responsavel e transparente e estd em conformidade com o disposto
no Art. 12, inciso |, da Resolucdo n°® 374/2025 — CONSAD. Desta forma, informa-
se que houve acordo prévio entre discente e docente, com registro da autorizacao
para uso de IA no contexto académico. Por fim, os comandos utilizados (prompts)

estdo anexados e referenciados como material suplementar (Anexo C).
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6 RESULTADOS

6.1 Andlise quimica do Oleo de andiroba por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectometro de Massa

O CG-MS foi capaz de separar e caracterizar constituintes organicos mais leves e
menos polares da mistura quimica presente no 6leo de andiroba, descritos abaixo na
Tabela 2. Os principais compostos identificados foram os 4cidos oleico (C18:1), palmitico
(C16:0), esteérico (C18:0) e linoleico (C18:2), acidos de cadeia longa saturados e
insaturados, liberados na transesterificacdo no processo de derivatizacdo desse 6leo,
conforme representados na Figura 7 da corrida cromatogréfica. Esse achado confirma o

padréo quimico da espécie relatada no laudo técnico emitido pelo fornecedor.

Tabela 2. Acidos graxos majoritarios identificados no éleo de andiroba por CG-MS.

Composto TR (min) Area (%) IR exp. IR
literatura

Acido palmitico
1 Hexadecanoic acid 17,98 25,62 1928 1934
Ci6H320:2

Acido linoleico
9,12-Octadecadienoic

2 . 22,86 10,72 2095 2096
acid
C18H3202
Acido oleico

3 9-Octadecenoic acid 23,14 45,90 2104 2109
C1gH340>

4 Acido estearico 23.83 11,35 2129 2133

Octadecanoic acid
C18H3602

Legenda: exp. - experimental; TR - tempo de retencao; | - indice de Van den Dool & Kratz.
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Figura 7. A) Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC—MS) do 6leo de andiroba (Carapa guianensis),
registrado no intervalo de 0—70 min. B) Ampliacdo do cromatograma destacando os compostos majoritarios, com indicacéo de seus respectivos tempos de retencdo em minutos.
C) ldentificacdo dos compostos por comparagdo dos espectros de massas com bibliotecas espectrais.
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6.2 Avaliacdo da atividade antinociceptiva do 6leo de andiroba

A avaliagdo pelo Rotarod Test demonstrou que, em fémeas e machos (Figuras
8A e 8B, respectivamente, houve redugdo importante da funcdo motora apés a inducao
da osteoartrite, sobretudo no grupo controle negativo e nos animais machos. Nos grupos
tratados com o 6leo de andiroba, a dose mais alta (1000 mg/kg) foi mais eficaz em fémeas
do que em machos, e a partir do 14° dia todas as doses tiveram efeito (p<0,05). Nos
grupos de animais machos, as doses mais altas (500 e 1000 mg/kg) apresentaram efeito
mais significativo, sobretudo no dia 14, sendo o efeito de melhora em machos menos
avidente do que em fémeas. Por esse teste, o tratamento com o 6leo apontou que grupos
tratados com as maiores doses apresentaram melhor resposta analgésica na pata
afetada. Do D15 para o D22, uma queda no escore de marcha da dose mais alta foi
observada nos animais machos.

No Von Frey test, os grupos de tratamento com o 6leo de andiroba apresentaram
boa resposta de tratamento do D8 ao D22 nas doses de 500 e 1000 mg/kg,
especialmente as fémeas (Figura 8C). Os animais machos tratados (Figura 8D)
apresentaram melhora ligeiramente menos que as fémeas, com resposta ao tratamento
nas doses mais altas e melhora com a dose de 250 mg/kg somente no D15.

A comparacao da distribuicdo de peso entre as patas, por meio do teste de Weight
Bearing, demonstrou que a dose mais alta trouxe melhor efeito em fémeas (Figura 8E),
seguida pela dose de 500 mg/kg. O mesmo padréo de resposta foi observado nos
animais machos, entretanto, sendo uma resposta mais leve, mas igualmente observada
em D8, D15 e D22 (Figura 8F). Logo, o tratamento com o 6leo permitiu melhora no uso
da pata afetada ao ser comparada com a pata nao afetada, segundo a atividade de apoio,

e a consequente distribuicao préxima de peso entre os membros.
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Figura 8. Testes comportamentais de avaliagcdo motora de animais machos Rattus novergicus (Wistar) submetidos ao
modelo de osteoartrite induzida por MIA. Em A — Rotarod de Fémeas; Em B — Rotarod de Machos; Em C — Von Frey de
Fémeas; Em D — Von Frey de Machos; Em E — Weight Bearing de Fémeas; Em F — Weight Bearing de Machos. Dados
analisados no software GraphPad Prism 8.0.1. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA bidirecional. * p<0,05
ao comparar CTRL (-) com ADB OIL 250; # p<0,05 ao comparar CTRL (-) com ADB OIL 500; @ p<0,05 ao comparar
CTRL (-) com ADB OIL 1000. Abreviacdes: F — animais fémeas; M — animais machos; clean — sadio; CTRL (-) — controle
negativo; MLX (+) — controle positivo Meloxicam; ADB OIL 250 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg — dleo de andiroba em

diferentes concentragées.
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6.3 Avaliacao radioldgica dos joelhos dos ratos com OA

As radiografias evidenciaram diferencas qualitativas na morfologia dos
joelhos entre os grupos nos tempos experimentais do estudo. O grupo controle
negativo apresentou alteracdoes importantes no periodo D8-D22, evidenciando a
auséncia de tratamento e a efetiva instalacdo do modelo quimico de OA com MIA,
ao passo que o controle positivo, tratado com meloxicam, confirma o efeito anti-
inflamatério desse AINE.

No tempo experimental D4, mostrado na Figura 9 abaixo, nota-se a
preservacao da regido osteoarticular, com algumas pequenas alteracdes ja visiveis.
As setas azuis apontam para a diminuicdo do espaco articular e os contornos
pontilhados amarelos para a esclerose do osso subcondral. Nao ha, no entanto,
diferenca qualitativa entre 0s grupos experimentais nesse momento, mesmo

considerando a variavel sexo.

Figura 9. Analise radioldgica da articulagdo fémur-tibio patelar (joelho) de Rattus novergicus (Wistar)
submetidos ao modelo experimental de OA, no D4 (trés dias de tratamento). Em A, C, E, G e |, fémeas; em
B, D, F, H e J, machos. Grupos A e B — controle negativo; C e D — meloxicam; E e F — 6leo de andiroba na
dose de 250 mg/kg; G e H — 6leo de andiroba na dose de 500 mg/kg e | e J — 6leo de andiroba na dose de
1000 mg/kg. Setas azuis — reducéo do espaco articular; contornos pontilhados amarelos — esclerose do 0sso
subcondral; (*) presenca de ostedéfitos marginais.
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No D8 (Figura 10), foi observado um agravamento das alteracdes articulares
em ambos 0s grupos, sinalizando o processo de degradacdo osteoarticular e o
estagio inicial da resposta inflamatéria ocasinada pelo MIA. As imagens mostram a
diminuicdo do espaco articular (setas azuis) e esclerose do osso subcondral

(contornos amarelos pontilhados), assim como a presenca de ostedfitos marginais

(*), destacando a progresséo da OA.

Figura 10. Andlise radiolégica da articulacdo fémur-tibio patelar (joelho) de Rattus novergicus (Wistar)
submetidos ao modelo experimental de OA, no D8 (sete dias de tratamento). Em A, C, E, G e |, fémeas; em
B, D, F, H e J, machos. A e B — controle negativo; C e D — meloxicam; E e F — 6leo de andiroba na dose de
250 mg/kg; G e H — 6leo de andiroba na dose de 500 mg/kg e | e J — 6leo de andiroba na dose de 1000
mg/kg. Setas azuis — reducdo do espaco articular; contornos pontilhados amarelos — esclerose do osso
subcondral; (*) presenca de ostedfitos marginais.

A partir dos quatorze dias de tratamento (D15), observado na Figura 11, se
mantiveram a esclerose do osso subcondral, o estreitamento intra-articular e a
formacdo de osteofitos observados desde o D8. As imagens do grupo controle
negativo (A e B) revelam que, embora ambos 0s sexos apresentem processo de
degradacdo comuns a OA, pode-se visualizar uma maior sensibilidade dos machos
ao modelo. O grupo controle positivo (C e D) demonstrou uma razoavel preservacao
da estrutura articular e reducéo da esclerose do osso subcondral, sobretudo nas

fémeas, mesmo com a permanéncia de outras alteracdes degenerativas.
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Os grupos tratados com o 6leo de andiroba apresentaram, a partir do D15,
efeito protetor da articulagéo (Figura 11). Os machos e as fémeas apresentaram
preservacao parcial do espaco articular na dose de 250 mg/kg, mais evidente em
machos e inferior as doses mais altas, enquanto as fémeas apresentaram maior
preservacao da articulacédo e reducéo de osteofitos na dose de 500 mg/kg. Na dose
mais alta, de 1000 mg/kg, ambos 0s sexos apresentaram preservacéao evidente da

articulacéo, sem padréo de superioridade de resposta entre 0s sexos.

/

&

L] | i
Figura 11. Analise radioldgica da articulacdo fémur-tibio patelar (joelho) de Rattus novergicus (Wistar)
submetidos ao modelo experimental de OA, no D15 (quatorze dias de tratamento). Em A, C, E, G e |,
fémeas; em B, D, F, H e J, machos. Grupos A e B — controle negativo; C e D — meloxicam; E e F — 6leo de
andiroba na dose de 250 mg/kg; G e H — 6leo de andiroba na dose de 500 mg/kg e | e J — dleo de andiroba
na dose de 1000 mg/kg. Setas azuis — reducdo do espacgo articular; contornos pontilhados amarelos —
esclerose do osso subcondral; (*) presenca de ostedfitos marginais.

A avaliacao radiografica da articulacao do joelho no D22, apds vinte e um
dias de tratamento, demonstrou progresséo significativa das alteracées comuns a
OA, com diferencas entre os sexos. As imagens em proje¢éo cranio-caudal (Figura
12) demonstraram importante reducdo do espaco articular, intensificacdo da
esclerose do osso subcondral, presenca de osteofitos marginais e osteofitose
bilateral no grupo controle negativo. Alteragbes em menor grau foram observadas

no grupo tratado com meloxicam.
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Figura 12. Andlise radioldgica da articulagdo fémur-tibio patelar (Joelho) de Rattus novergicus (Wistar)
submetidos ao modelo experimental de OA, no D22 (vinte e um dias de tratamento). Em A, C, E, G e |,
fémeas; em B, D, F, H e J, machos. Grupos A e B — controle negativo; C e D — meloxicam; E e F — 4leo de
andiroba na dose de 250 mg/kg; G e H — éleo de andiroba na dose de 500 mg/kg e | e J — éleo de andiroba
na dose de 1000 mg/kg. Setas azuis — reducdo do espaco articular; contornos pontilhados amarelos —
esclerose do osso subcondral; (*) presenca de ostedfitos marginais.

Os grupos tratados com o 6leo de andiroba apresentaram atenuacédo das
alteracoes radiograficas. Na dose de 250 mg/kg, foi possivel observar presenca de
ostedfitos marginais, sobretudo em machos, e leve reducéo da esclerose do 0sso
subcondral em relagcéo ao grupo controle, representando condroprotecéo limitada.
Na dose de 500 mg/kg, notou-se melhor preservacao do espaco articular, menor
intensidade da esclerose e reducéo na presenca de ostedfitos, principalmente em
fémeas. Ja na dose de 1000 mg/kg, foi evidenciada uma melhor resposta ao
tratamento com o 6leo de andiroba, marcada por um espaco articular mais
preservado, esclerose do osso reduzida e discreta ou nenhuma formacao de
osteodfitos em machos e fémeas, com resposta de protecéo articular mais favoravel
em fémeas.

Os achados radiograficos indicam, portanto, que a auséncia de tratamento
aumenta a progressao da OA, sobretudo no D22 do tempo experimental e em
animais machos. O tratamento com o meloxicam resultou em reducao parcial da
degradacéo articular, enquanto o 0leo de andiroba se mostrou como promissor no

efeito antinociceptivo e condroprotetor nas doses mais altas (500 e 1000 mg/kg).
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6.4 Avaliacdo histopatologica dos joelhos dos ratos com OA

A andlise histologica das articulagbes fémur-tibia-patelar dos animais
saudaveis (Figura 13A) demonstrou padrdao morfolégico de estrutura articular
integra, adotando-se este como referéncia na comparacdo da progressdo da OA
entre os grupos. A superficie articular mostrou-se continua e lisa, sem fibrilagbes
nem fissuras. A matriz extracelular e a organiza¢do dos condrdcitos mostraram-se
dentro da da normalidade nas trés zonas cartilaginosas: superficiel, média e
pronfunda (acima da tidemark), assim como na zona calcificada (abaixo da
tidemark). A tidemark se mostrou integra e continua, delimitando a transi¢éo entre
cartilagem calcificada e n&o calcificada. O osso subcondral ndo apresentou
proliferacéo celular nem esclerose.

No grupo controle negativo (Figuras 13C E 13D), altera¢des iniciais da OA
foram observadas, novamente confirmando, agora na avaliacdo histopatoldgica, a
instalacdo do modelo de OA com MIA. Nas fémeas, fibrilagbes discretas foram
observadas na cartlagem, mas sem fissuras e com matriz extracelular e
condrdcitos dentro da normalidade nas zonas superficial, média e profunda,
enquanto na zona calcificada foi observada hipercelularidade e hipertrofia dos
condrdécitos. A tidemark manteve-se integra e o 0sso subcondral sem alteracdes.
Nos machos, foram observadas fibrilacdes discretas e hipocelularidade dos
condrdcitos nas zonas acima da tidemark.

O grupo controle positivo (meloxicam) (Figura 13B) apresentou-se
preservado estruturalmente, com fibrilagdes sutis, sem fissuras e tidemark intacta.
A zona calcificada manteve-se com celularidade normal e discreta hipocelularidade
foi observada nas zonas acima da tidemark, sem comprometer, contudo, a sua
integridade, efeitos previstos ao tratamento com o AINE empregado.

O grupo de tratamento com o 6leo de andiroba na dose de 250 mg/kg
(Figuras 13E e 13F) evidenciou resposta limitada, porém distinta entre 0os sexos.
Nas fémeas, foi possivel observar desorganizacao estrutural da matriz, fibrilaces
na superficie alteracées nos condrécitos em varias zonas, tidemark pouco visivel e
proliferacdo subcondral. Em machos, a reposta foi mais discreta, com algumas
fibrilagbes, hipertrofia superficial de condrécitos, auséncia de fissuras e de
alteracdes no osso subcondral. No grupo tratado com 500 mg/kg (Figuras 13G e

13H), as fémeas apresentaram lesGes severas, fissuras, hipocelularidade
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generalizada, desorganizacdo de condrécitos, tidemark fragmentada e o0sso
subcondral em proliferacéo celular ativa, indicando a progressao do quadro de OA.
Os machos, por sua vez, apresentaram efeito protetor da articulacéo parcial, com
fibrilagbes discretas, sem fissuras, hipocelularidade moderada e tidemark
preservada.

No grupo tratado com o Oleo de andiroba na dose de 1000 mg/kg (Figura
13I), ndo foram observados diferentes padrfes de resposta entre 0s grupos e
considerando a variavel sexo. Mesmo com a presenca de fibrilagcbes e
hipocelularidade, ndo foram encontradas fissuras nem perda estrutural. A tidemark
manteve-se intacta e houve espessamento da matriz éssea subcondral, o que
sugere efeito condroprotetor importante nessa dose de tratamento.

Os achados histolégicos confirmam a eficacia do modelo experimental de
osteoartrite induzida por monoiodoacetato (MIA), que demonstrou as principais
alteracOes fisiologicas da OA, tais como fibrilagdes, fissuras, alteragcbes nos
condrdcitos e desorganizacdo da matriz extracelular, fragmentacgéo da tidemark e
erosdo no 0sso subcondral. O grupo controle positivo (meloxicam) apresentou
melhor perfil condroprotetor na manutencdo da integridade estrutural da
cartilagem, com preservacdo da tidemark e auséncia de danos subcondrais
significativos em ambos 0s sexos.

Nos grupos de tratamento com o 6leo de andiroba apresentaram, nesses
achados, uma resposta aparentemente dose-dependente e modulada pelo sexo
dos animais. O grupo tratado com a dose de 1000 mg/kg apresentou protecao
parcial da estrutura cartilaginosa, com preservacao da tidemark e poucas fissuras
pontuais em alguns animais de ambos os sexos, mas sem danos a arquitetura
articular evidentes e apresentando um perfil histolégico mais equilibrado. Ja a
dose de 500 mg/kg demonstrou diferente perfil de resposta considerando a
variavel sexo, com piora em fémeas e efeito protetor da articulacdo leve em
machos. Em ambos os sexos, a dose de 250 mg/kg revelou efeito terapéutico,
mas nao tao significativo por nao ter conseguido conter os sinais iniciais de lesao

no 0sso subcondral.
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Figura 13. Analise histolégica da articulagdo fémur-tibia patelar (joelho) de Rattus novergicus (Wistar). Aumento 400X.
HE.
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Legenda:

Figura 13A - Cartilagem articular dentro dos padrdes de normalidade, com superficie articular integra, sem
fibrilacdes e fissuras. A matriz e a celularidade dos condrdcitos dentro da normalidade, nas trés zonas
(superficial, média e profunda) acima da tidemark e abaixo dela (zona calcificada). Tidemark integra em
toda a cartilagem e o osso subcondral sem alteragfes histoldgicas significativas. Aumento 400X. HE.
Figura 13B - Analise histolégica da articulacdo fémur-tibia patelar (joelho) de Rattus novergicus (Wistar)
submetidos ao modelo de osteoatrite induzida e tratada experimentalmente com Meloxicam. Superficie
articular integra, sem fibrilagGes e fissuras. Hipertrofia e aglomeracao dos condrdcitos da zona superficial
e hipocelularidade dos conddcitos nas duas zonas (média e profunda) acima da tidemark e abaixo dela
(zona calcificada). Tidemark (*) integra em toda a cartilagem o osso subcondral sem alteracbes
histolégicas significativas. Aumento 400X. HE.

Figuras 13C e 13D - Analise histolégica da articulacdo fémur-tibia patelar (joelho) de Rattus novergicus
(Wistar) submetidos ao modelo de osteoatrite induzida e sem tratamento experimental. Em C — Fémeas
— superficie articular com discretas fibrilacdes (seta) e sem fissuras. A matriz e a celularidade dos
condrocitos dentro da normalidade, nas trés zonas (superficial, média e profunda) acima da tidemark.
Abaixo da tidemark, na zona calcificada, hipercelularidade/hipertrofia dos condrécitos. Tidemark (*) integra
em toda a cartilagem e o 0sso subcondral sem alteracdes histoldgicas significativas. Em D — Machos —
Superficie articular com discretas fibrilagdes (seta) e sem fissuras. Nas trés zonas (superficial, média e
profunda) acima da tidemark, hipocelularidade dos condrécitos. Abaixo da tidemark, na zona calcificada,
celularidade normal dos condrécitos. Tidemark (*) integra em toda a cartilagem e 0sso subcondral sem
alteracg6es histoldgicas significativas. Aumento 400X. HE.

Figuras 13E e 13F - Andlise histoldgica da articulagdo fémur-tibia patelar (joelho) de Rattus novergicus
(Wistar) submetidos ao modelo de osteoatrite induzida e tratada experimentalmente com a dose de
250mg/kg de 6leo de andiroba. Em E — Fémeas - Superficie articular com fibrilacfes (seta) e alteractes
na composi¢do da matriz. Hipocelularidade e hipertrofia dos condrdcitos da zona média e hipocelularidade
dos conddcitos nas zonas profunda e calcificada. Tidemark (*) com pouca visibilidade e o osso subcondral
com proliferacé@o celular (ponta seta) em direg&o a cartilagem. Em F — Machos - Superficie articular com
discretas fibrilagbes e sem fissuras. Hipertrofia dos condrdcitos da zona superficial e hipocelularidade dos
condécitos nas duas zonas (média e profunda) acima da tidemark e abaixo dela (zona calcificada).
Tidemark (*) integra em toda a cartilagem e 0sso subcondral com aumento da matriz 6ssea. Aumento
400X. HE.

Figuras 13G e 13H - Andlise histolégica da articulagdo fémur-tibia patelar (joelho) de Rattus novergicus
(Wistar) submetidos ao modelo de osteoatrite induzida e tratada experimentalmente com 500 mg/kg de
Oleo de andiroba. Em G — Fémeas - Superficie articular com fibrilacdes bem evidentes (seta branca) e
fissuras nas camadas média e profunda (seta vermelha). Hipocelularidade e desorganizacdo dos
condrécitos em todas as zonas da cartilagem (superficial, média, profunda e calcificada). Tidemark
fragmentada. Osso subcondral com proliferacéo celular (circulo) em dire¢cdo a cartilagem. Em H -
Superficie articular com inimeras fibrilacdes (seta) e sem fissuras. Discreta hipocelularidade dos
condrécitos nas zonas média e profunda (acima da tidemark). Na zona calcificada (abaixo da tidemark)
notével hipocelularidade/hipertrofia dos condrdcitos. Tidemark (*) integra em toda a cartilagem e o 0sso
subcondral sem alteracdes histolégicas significativas. Aumento 400X. HE.

Figura 13l - Analise histolégica da articulagdo fémur-tibia patelar (joelho) de Rattus novergicus (Wistar)
submetidos ao modelo de osteoatrite induzida e tratadas na dose de 1000 mg/kg de 6leo de andiroba. Em
ambos os sexos, superficie articular com fibrilagBes (seta) e sem fissuras. Evidente hipocelularidade dos
condrdcitos em todas as zonas da cartilagem acima da tidemark (zonas superficial, média e profunda) e
na zona calcificada (abaixo da tidemark). Tidemark (*) integra em toda a cartilagem e o osso subcondral
com aumento da matriz 6ssea. Aumento 400X. HE.
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7 DISCUSSAO

Dados de Sousa e colaboradores (2021), em estudo quimico de 6leo de
andiroba de origem na mesma regido do 6leo utilizado neste trabalho, identificaram
o acido oleico (47,19%), acido palmitico (27,3%), acido estearico (12,52%) e acido
linoleico (9,29%) como componentes majoritarios em sua analise por CG-MS. O
acido oleico e o acido linoleico sdo compostos insaturados com agéo anti-
inflamatoéria reconhecida em diferentes condicbes. O &cido oleico, principal
componente, € um potente indutor dos niveis de leucotrieno A3, sendo Uutil a
prevencao do desenvolvimento da artrite reumatoide por inibir o leucotrieno LTB4
(De Vito et al., 2023). O acido linoleico é importante na analgesia e como anti-
inflamatério em disturbios de pele ocasionados por condigdes como queimadura
por exposicao a luz UV, depilacdo e em cicatrizacbes (Lania et al., 2019). Os
acidos palmitico e estearico, por serem saturados e mais estaveis, sdo agentes
oclusivos capazes de melhorar a permeabilidade e a distribuicdo de outros
compostos na derme, importantes para diversos sistemas de liberacdo de
farmacos (Sousa et al., 2021).

Esses achados confirmam o que a literatura traz enquanto propriedade
bioldgica da andiroba, bem como reitera o conhecimento popular de comunidades
tradicionais que vivem o ciclo produtivo dessa espécie. Por sua ampla distribuicédo
na regido amazonica na América Latina, a andiroba € muito utilizada para fins
terapéuticos como anti-inflamatério, analgésico e antirreumatico em decorréncia
da presenca desses lipideos saponificaveis, que correspondem de 95 a 98% do
Oleo, e de componentes ndo saponificaveis, a exemplo de limonoides e de
compostos fendlicos que integram os 2 — 5% de fitoativos restantes (James et al.,
2023).

Trata-se de um complexo de lipideos, em que acidos graxos insaturados,
compostos fendlicos e limonoides atuam de modo aditivo ou sinérgico sobre vias
inflamatorias, oxidativas e nociceptivas. A presenca de acidos graxos insaturados
€ capaz de interferir na ativacdo de NF-kB, via que funciona como eixo central na
inflamac&o sinovial, no catabolismo cartilaginoso e na sensibiliza¢gdo nociceptiva
na OA. A concentragcdo majoritaria do acido oleico no 6leo de andiroba, por
exemplo, pode criar um microambiente menos pro-inflamatorio, com menor

producdo de mediadores capazes de ativar nociceptores e degradar a matriz
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extracelular.

Além disso, o potencial antioxidante da andiroba contribui para o potencial
efeito condroprotetor e anti-inflamatério desse 6leo. Na cartilagem afetada, o
excesso de espécies reativas de oxigénio favorece a expressdo de MMPs e
ADAMTS, reduz a sintese de colageno do tipo Il e agrecano aumenta a producéo
de NO e PGE2. Estudos recentes mostram que a ativacdo de fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) pode reduzir estresse oxidativo, modular
NF-kB, proteger condrdcitos e atenuar a degradagéo da matriz (Sheng et al., 2024;
Cheng et al., 2024; Zou et al., 2025). Como o 6leo de andiroba € rico compostos
antioxidades, é provavel que esse efeito anti-inflamtatorio observado também
esteja relacionado a reducdo de ROS e a reprogramacao de Nrf2 e NF-kB (Araujo-
Lima et al., 2018; Leal et al., 2023).

Assim, os resultados radiologicos, histolégicos e de comportamento dos
animais durante 0s nossos experimentos sédo fruto da interacdo entre 0s
componentes quimicos presentes nesse 0leo e sistemas bioldgicos, sendo capaz
de modular estimulo a dor e modular vias inflamatérias de sinalizacéo.

Nos testes comportamentais, do D15 para o D22, uma queda no escore de
marcha da dose mais alta foi observada nos animais machos, o que pode ser reflexo nédo
exatamente de dor, mas de fadiga e de cansaco dos animais, fatores que interferem na
avaliacdo no teste de Rotarod (Otis et al., 2016). A gueda do desempenho apds a inducao
da OA indica comprometimento motor-funcional associado a dor, a instabilidade articular
e a reducdo do apoio. A recuperacéo do desempenho nos grupos tratados com Gleo de
andiroba, principalmente nas doses de 500 e 1000 mg/kg, sugere melhora funcional
decorrente de menor dor ao movimento e de menor inflamacao articular. Esse resultado
no Rotarod € melhor compreendido quando analisado junto ao Weight Bearing, pois a
distribuicdo mais equilibrada de peso entre os membros indica menor comportamento de
protecdo ou recolhimento da pata acometida. Os animais machos tratados (Figura 8D)
apresentaram melhora ligeiramente menor que as fémeas, com resposta ao tratamento
nas doses mais altas e melhora com a dose de 250 mg/kg somente no D15, o que sugere
uma resposta de variagdo entre grupos nao por aparente baixa eficacia do oleo de
andiroba, mas também por alteragées comportamentais de aprendizagem dos animais e
adaptacao ao estimulo nociceptivo mesmo diante de um baixo limiar de dor (Alsalem et
al., 2020; Wang et al.; 2023).

Na OA, a sensibilizacdo periférica decorre de mediadores inflamatorios
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produzidos na sinGvia, no 0sso subcondral e em tecidos periarticulares ao reduzirem o
limiar de excitabilidade dos nociceptores. Citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6, PGE2,
bradicinina, NO e espécies reativas de oxigénio podem modular canais e receptores
nociceptivos, incluindo TRPV1, TRPAL, canais de sédio voltagem-dependentes e
receptores acoplados a proteina G. Esse ambiente neuroinflamatorio aumenta o disparo
de fibras aferentes primarias e favorece alodinia mecéanica e hiperalgesia (Ohashi et al.,
2023; Yu et al., 2022; Zou et al., 2025). Assim, a melhora dos animais tratados no Von
Frey entre D8 e D22, especialmente nas doses de 500 e 1000 mg/kg, indica que o 6leo
reduziu mecanismos de sensibilizacdo mecanica.

No WB, a dose de 1000 mg/kg promoveu melhor distribuicdo de peso entre as
patas, seguida pela dose de 500 mg/kg, com efeito mais pronunciado em fémeas. Essa
melhora ndo significa necessariamente um simples aumento da atividade motora, mas
aponta para a reducao da dor articular espontanea e maior tolerancia ao apoio, sobretudo
porque os achados radioldgicos e histologicos na mesma dose indicaram menor dano
osteocondral. E importante ressaltar que, embora semelhantes em nosso estudo, o efeito
analgésico pode ndo ser concordante ou igual em todos os testes. Muitas respostas
podem ser melhores no WB, avaliando a capacidade de carga, enquanto os efeitos no
RR e VF podem ser menores ou ausentes e vice-versa, como aponta Hong e
colaboradores (2020).

Apesar da auséncia de estudos utilizando o Oleo de andiroba no modelo
experimental do estudo com a aplicacéo dos testes acima, outros trabalhos evidenciam
a acdo de extratos e compostos naturais com efeito antinociceptivo em OA. Extratos de
Boswellia serrata reduziram significativamente sinal de dor, melhoraram a funcéo de
carga nas doses de 150 mg/kg e 300 mg/kg nos testes de WB e VF, além da promocao
de protecéo da cartilagem (Alluri et al., 2023). A combinag&o de 200 mg/kg de curcumina
com o exercicio de nado em OA em ratos também se mostrou uma combinacao eficaz
guando submetidos ao RR e VF, demonstrando melhor efeito analgésico para a terapia
combinada. Esses autores demonstraram alivio da dor, reducdo da inflamacéo por
regulacdo de NF-kB e das citocinas IL-1B e TNF-a e de achados radiogréaficos e
histologicos que evidenciaram a preservacao osteoarticular (Saber et al., 2023).

O presente estudo, assim como o de Santiago e colaboradores (2023), mostra
que, a resposta ao tratamento se acentua ao longo do tempo, que, em nosso caso, foi a
partir do dia 14. O nosso trabalho, além disso, identifica a diferenca de resposta ao

estimulo de dor entre fémeas e machos, sendo o limiar nociceptivo de fémeas superior
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ao de machos. Esse achado é sustentado por estudos que sugerem que os horménios
estrogénios, com receptores amplamente distribuidos em tecidos envolvidos na
nocicepc¢ao, sao capazes de modular vias inflamatorias e de percepcéao e resposta a dor,
além de participarem do metabolismo da cartilagem e, portanto, contribuirem para o
controle da progressao da OA em fémeas (Nguyen et al., 2023; Mogil et al., 2024).

A partir do encontrado na literatura para comparacdo, aos oito dias de
tratamento, o modelo ja corresponde a uma fase primaria associada a edema e
aumento de mediadores inflamatorios, podendo resultar em processo de
degradacao osteoarticular ocasionada pelo MIA e marcada por recrutamento de
mediadores proé-inflamatoérios, como IL-6, IL-1B e TNF-a (Zhang et al., 2020; Fei et
al., 2019). As imagens radiograficas mostram a diminuicdo do espaco articular e
esclerose do 0sso subcondral, assim como a presenca de osteéfitos marginais,
destacando a progressao da OA.

A partir dos quatorze dias de tratamento (D15), se mantiveram a esclerose
do osso subcondral, o estreitamento intra-articular e a formacédo de ostedfitos
observados desde o D8. As imagens do grupo controle negativo (A e B) revelam
que, embora ambos os sexos apresentem processo de degradagdo comuns a OA,
pode-se visualizar uma maior sensibilidade dos machos ao modelo.

Os grupos tratados com o 6leo de andiroba apresentaram, a partir do D15,
efeito protetor da articulacdo. Os machos apresentaram boa preservacao do espaco
articular na dose de 250 mg/kg, enquanto as fémeas apresentaram maior
preservacao da articulacédo e reducao de osteofitos na dose de 500 mg/kg. Ambos
0S sexos apresentaram preservacdo mais evidente da articulagdo e menor
esclerose do osso subcondral na dose de 1000 mg/kg.

A avaliacdo radiografica da articulacdo do joelho no D22, apds vinte e um
dias de tratamento, demonstrou progressao significativa das alteracdes comuns a
OA, com diferencas entre 0s grupos experimentais e 0s sexos. As imagens em
projecdo cranio-caudal demonstraram importante redugdo do espaco articular,
intensificacdo da esclerose do osso subcondral, presenca de ostedéfitos marginais
e osteofitose bilateral no grupo controle negativo. Alteragcées em menor grau foram
observadas no grupo tratado com meloxicam, sendo mais evidente nas fémeas
essa melhor resposta de preservacéo articular

Os grupos tratados com o 6leo de andiroba apresentaram atenuacéo das

alteracoes radiograficas. Na dose de 250 mg/kg, foi possivel observar presenca de



61

ostedfitos marginais, sobretudo em machos, e leve reducédo da esclerose do 0sso
subcondral em relacéo ao grupo controle. Na dose de 500 mg/kg, notou-se melhor
preservacdo do espaco articular, menor intensidade da esclerose e reducdo na
presenca de osteofitos, principalmente em fémeas. Ja na dose de 1000 mg/kg, foi
evidenciada uma melhor resposta ao tratamento com o 6leo de andiroba, marcada
por um espaco articular mais preservado, esclerose do 0sso reduzida e discreta ou
nenhuma formacéo de ostedfitos em machos e fémeas.

Resultado equivalente foi encontrado por Erten e colaboradores em um
mesmo modelo de OA experimental em ratos, tratando com curcuminoides isolados
e incorporados em formulagbes farmacéuticas. Os autores observaram
principalmente essas alteracfes e sua resposta efetiva ao tratamento com as
formulacgfes: alteracdo no espaco articular e esclerose e erosdo subcondral. Lee e
colaboradores (2025) obtiveram melhora parcial em modelo semelhante de OA
utilizando como tratamento um extrato padronizado de Curcuma longa, espécie
bastante referida popularmente como anti-inflamatério para dores reumaticas, e
observaram menor estreitamento articular e destruicdo do osso subcondral.
Resultados semelhantes foram obtidos a partir de fracdes de Arrabidea chica Verlot
no mesmo modelo, com dados in silico apontando 90% de inibicdo da COX-2 na
fracdo de maior bioatividade, a qual foi reforcada pelos compostos de maior
interacdo presentes na mesma: alfa-tocoferol, esqualeno e beta-sitosterol
(Vasconcelos et al., 2021).

Assim, o estreitamento do espaco articular sugere perda de cartilagem; a
esclerose subcondral revela adaptacdo 6ssea a sobrecarga e ao dano
osteocondral; e os ostedfitos representam resposta reparativa irregular em bordas
articulares submetidas a inflamacdo e ao estresse mecanico. A reducédo dessas
alteracdes nos grupos tratados, sobretudo com 1000 mg/kg, reforca que o 6leo de
andiroba ndo atuou apenas sobre a nocicepcdo, mas também sobre a progressao
estrutural da OA.

A andlise histologica das articulagbes fémur-tibia-patelar dos animais
saudaveis demonstrou padréo morfologico de estrutura articular integra, adotando-
se este como referéncia na comparacao da progressédo da OA entre os grupos. A
superficie articular mostrou-se continua e lisa, sem fibrilagbes nem fissuras. A
matriz extracelular e a organizacdo dos condrocitos mostraram-se dentro da da

normalidade nas trés zonas cartilaginosas: superficiel, média e pronfunda (acima
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da tidemark), assim como na zona calcificada (abaixo da tidemark). A tidemark se
mostrou integra e continua, delimitando a transi¢céo entre cartilagem calcificada e
nao calcificada. O osso subcondral ndo apresentou proliferacdo celular nem
esclerose.

No grupo controle negativo, alteragdes iniciais da OA foram observadas,
novamente confirmando, agora na avaliacdo histopatologica, a instalacdo do
modelo de OA com MIA. Nas fémeas, fibrilacbes discretas foram observadas na
cartilagem, mas sem fissuras e com matriz extracelular e condrécitos dentro da
normalidade nas zonas superficial, média e profunda, enquanto na zona calcificada
foi observada hipercelularidade e hipertrofia dos condrdcitos. A tidemark manteve-
se integra e o0 osso subcondral sem alteracbes. Nos machos, foram observadas
fibrilacbes discretas e hipocelularidade dos condrécitos nas zonas acima da
tidemark.

O grupo controle positivo (meloxicam) apresentou-se preservado
estruturalmente, com fibrilagcdes sutis, sem fissuras e tidemark intacta. A zona
calcificada manteve-se com celularidade normal e discreta hipocelularidade foi
observada nas zonas acima da tidemark, sem comprometer, contudo, a sua
integridade, efeitos previstos ao tratamento com o AINE empregado.

O grupo de tratamento com o 6leo de andiroba na dose de 250 mg/kg
evidenciou resposta limitada, porém distinta entre os sexos. Nas fémeas, foi
possivel observar desorganizacdo estrutural da matriz, fibrilacbes na superficie
alteracbes nos condrécitos em varias zonas, tidemark pouco visivel e proliferacao
subcondral. Em machos, a reposta foi mais discreta, com algumas fibrilagGes,
hipertrofia superficial de condrécitos, auséncia de fissuras e de altera¢des no 0sso
subcondral. No grupo tratado com 500 mg/kg, as fémeas apresentaram lesdes
severas, fissuras, hipocelularidade generalizada, desorganizacdo de condrocitos,
tidemark fragmentada e osso subcondral em proliferagéo celular ativa, indicando a
progressao do quadro de OA. Os machos, por sua vez, apresentaram efeito protetor
da articulacdo parcial, com fibrilagbes discretas, sem fissuras, hipocelularidade
moderada e tidemark preservada.

No grupo tratado com o 6leo de andiroba na dose de 1000 mg/kg (Figura
18), houve tendéncia de convergéncia das respostas entre 0s grupos considerando
a variavel sexo. Mesmo com a presenca de fibrilages e hipocelularidade, ndo foram

encontradas fissuras extensas nem perda estrutural. A tidemark manteve-se intacta
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e houve espessamento da matriz 6ssea subcondral, o que sugere efeito de
protecéo estrutural da articulagéo importante nessa dose de tratamento.

Nos grupos de tratamento com o 6leo de andiroba apresentaram, nesses
achados, uma resposta aparentemente dose-dependente e modulada pelo sexo
dos animais. O grupo tratado com a dose de 1000 mg/kg apresentou protecéo
histolégica parcial, com preservacdo da tidemark e poucas fissuras, sugerindo
acado de modulacao inflamatoria. J4 a dose de 500 mg/kg demonstrou diferente
perfil de resposta considerando a variavel sexo, com piora em fémeas e efeito
protetor da articulagdo leve em machos. Em ambos os sexos, a dose de 250 mg/kg
revelou efeito terapéutico, mas nao tao significativo por n&o ter conseguido conter
0s sinais iniciais de leséo no osso subcondral.

Em estudos com o0 mesmo modelo de OA induzido por MIA, outras espécies
vegetais também demonstraram efeito semelhante na reducéo dessa resposta
inflamatoria e degradacdo da cartilagem. Lee e colaboradores (2025) avaliaram
melhora no escore histopatologico (OARSI) ao testar o extrato padronizado de
Veronica incana, destacando seu efeito na reducdo do desgaste de cartilagem.
Menor escore histopatolégico (OARSI) foi associado a melhor fungéo no uso do
membro afetado e reducdo de citocinas pro-inflamatorias ao se utilizar o composto
isolado cuminaldeido, presente em alguns 6leos essenciais, do mesmo modo que
outros compostos, sinomenina e curcumina nanoparticulada, reduziram IL-1B,
TNF-a e IL-6 e apresentaram efeito protetor osteoarticular (Morais et al., 2023;
Hamdalla et al., 2023; Lei et al., 2024).

Desses achados, a preservacdo da tidemark foi acompanhada por
melhores desfechos, o que nos permite associar a integridade osteocondral e
reducdo da nocicepgdo visualizada nos testes comportamentais. Na OA, o
rompimento ou a duplicagdo da tidemark esta relacionada a progressao do
processo de calcificagcdo, remodelamento Osseo, neovascularizacdo e de
formacao de fibras nervosas para regides pouco inervadas. Isso explica, por
exemplo, a relacdo entre lesdo estrutural e o quadro de dor na OA, considerando
que maior serd a dor persistente quanto mais comprometido for o conjunto
formado por cartilagem, o0sso subcondral e estruturas neurovasculares
adjacentes. A partir dessa observagéo, € possivel associar a melhor resposta
comportamental dos animais tratados com a dose de 1000 mg/kg de 6leo de

andiroba e a melhor preservacéo da tidemark, resultando em menor dor funcional
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e menor hipersensibilidade mecéanica.

Apesar dos resultados acima discutidos, é importante considerar algumas
limitacbes para a compreensdo deste trabalho. O presente estudo ndo avaliou
biomarcadores inflamatorios e oxidativos, como IL-1B, IL-6, TNF-a, espécies
reativas de oxigénio e metaloproteinases, o que dificulta a confirmacao precisa de
possiveis mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos obtidos. Além disso,
nao foram realizados métodos quantitativos de avaliacdo histopatolégica capazes
de caracterizar detalhadamente o processo de degradacdo da cartilagem. Na
andlise quimica, a caracterizacdo do 6leo concentrou-se na fracdo de acidos
graxos pela técnica de CG-MS, ndo permitindo a identificacdo e quantificacdo de
limonoides e outros metabdlitos secundarios bastante associados a atividade
farmacoldgica desse 6leo. Também néo foi realizado o monitoramento do ciclo
estral das fémeas, fator determinante para respostas inflamatérias e nociceptivas.
Sugerimos que estudos futuros incorporem essas abordagens a fim de melhorar
a compreensao dos mecanismos de acao do 6leo de andiroba na osteoartrite.

Assim, os resultados do presente estudo evidenciam o potencial efeito
antinociceptivo e de protecdo estrutural articular do O6leo de andiroba,
especialmente nas doses mais elevadas, reforcando a necessidade de
investigacdes adicionais para elucidacdo de seus mecanismos de acdo e

validacdo de seu potencial terapéutico na osteoartrite.

8 CONCLUSAO

A analise dos achados comportamentais, radiograficos e histologicos
demonstram que o O6leo de andiroba apresenta efeito antinociceptivo e
condroprotetor no modelo experimental de osteoartrite induzida quimicamente
pelo MIA, sugerindo provavel acdo moduladora de vias inflamatorias, sobretudo
nas doses mais altas, de 500 mg/kg e 1000 mg/kg, destacando-se a partir do dia

D15 de tratamento.
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ANEXO A - Certificado Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Uk CIAEP: 02.0341.2019

0 Comissio de Etica no Uso de Animais UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

CERTIFICADO (07/2023)

Certificamos que a proposta intitulada: *“Osteoartrite em modelo experimental:
estabelecimento de parametros morfolégicos e radiolégicos, associados aos testes de
motricidade, para avaliagao e caracterizacao da evolucdo da osteoartrite induzida por MIA
em ratos” Processo 23115.002825/2023-71, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Rafael
Cardoso Carvalho, que envolve a producéo, manutencdo ou utilizagio de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi considerado APROVADO pela Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal do Maranhao, na reunido realizada
em 14 de abril de 2023.

We certify that the proposal: “Osteoarthritis in an experimental model: establishment of
morphological and radiological parameters, associated with motor tests, for the evaluation
and characterization of the evolution of osteoarthritis induced by MIA in rats”, Process
23115.002825/2023-71, under the responsibility of Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho, which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
sub phylum Vertebrata (except humans beings) for scientific research purposes (or teaching) -
in accordance with Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was APPROVED by the Ethics Committee on Animals Use of the Federal
University of Maranhao (CEUA - UFMA), in meeting of April 14, 2023.

PROPOSTA

Finalidade: Pesquisa Area: Ciéncias da Salude

Vigéncia: 01/09/2024 a 31/08/2027

ANIMAIS

Origem: Biotério Central da UFMA

Espécie: Rattus Sexo: Ambos Idade: 60 dias AMOSTRA
,J:i; :’:ffcus sexos Peso: 200-300g 66 ratos

66 ratas

Local do experimento: Biotério Setorial da Pés-Graduagéo do CCBS/UFMA.

Séo Luis, 24 de abril de 2023

Documento assinado digitalmente
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ANEXO B - Certificado de Anélise Fisico-Quimica do Oleo Virgem de Andiroba
(AmazonOil®)

Amazon Preserving the future

The Rain Forest Company Amazon Oil Industry

CERTIFICADO DE ANALISE (CDA)

Nome cientifico: Carapas guianensis Cadigo do produto: 019

Origem da matéria prima: Floresta Amazdnica / Brasil Nimero do lote: AMO 019 - 003/05/2025
Parte utilizada da planta: semente Data de fabricacio: 30 /05 /2025
Processo produtive: prensado a frio Numero de analise: 171/05/2025
Conservantes: ausente Validade: 24 meses

Extragio com solvente: ausente Rastreabilidade: Garantida

Origem das espécies vegetais: extrativista

COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA
Aparéncia (25° C) --- Liguido Organoléptico De acordo
Cor Fr. Amarelo para marrom Organoléptico De acordo
Odor - Caracteristico Organoléptico De acordo
Indice de acidez mg KOH/g =20 AOCS CD3D-63 6,32
indice de perdxido meq Ox'kg <15 AOCS CDS - 53 8,99
. 2A —
Indice de iodo al/100g 50— 80 ADCS&EG"’% T0
Indice de. mg KOH/g 190 - 210 AOCS CD3 - 25 193
saponificagio
Densidade(25°C) g/mL 0,900 — 0,998 ADCS 10C-95 0,901
. Ma[fb[ia, % i-5 AOCS CA 6A - De acordo
insaponificavel 40
Ponto de fusio °C 22 AOCS CC1-25 De acordo
MICROBIOLOGIA
Bactéras totais Ufe/ml <10 NF IS0 4833 Ausente
Fungos e leveduras Ufc/ml <2 10° NF WV 0R-036 Ausente
RESULTADOS: (X) APROVADO ( ) REPROVADO

o
=

JAQUELINE KELLY DA SILVA MODESTO
Eng. Quimica / Responsivel Técnica
CRQ 063000475 IV REG
SEGURANCA DE SAUDE: produto inofensivo, exclusivamente para uso cosmético. Nio é
adequado para consumo humano.
ARMAZENAMENTO: deve ser armazenado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz e do
calor.
OBSERVACAO: Considerando que se trata de um produto natural, se as diretrizes de
armazenamento ndo forem atendidas, as propriedades fisico-quimicas podem variar, reduzindo
assim seu prazo de validade. Apos a abertura, o produto deve ser consumido o mais rapido
possivel. O contato com o oxigénio gera um processo oxidativo, diminuindo a vida unl do
produto.

AMAZON OIL INDUSTRIA E COMERCIO DE OLEOS VEGETAIS LTDA
lEndu. Anammdewsa — Para - Braal, CEP: 6T015-76d

o

Passagem Az de Ouwro, 19 Banmo

www amaconoll. com_ be
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ANEXO C - Uso de Inteligéncia Artificial

DECLARACAO DE ACORDO PARA UTILIZACAO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL
(Art. 12, inciso |, da Resolugéo n°® 374/2025 — CONSAD)

Eu, Isaias Moreira de Figueiredo, discente regularmente matriculado no Programa
de Pés-graduacdo em Ciéncias da Saude (Mestrado), declaro que fui devidamente
autorizado pelo Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho, orientador do projeto de
pesquisa intitulado: “ACAO ANTI-INFLAMATORIA E ANALGESICA DO OLEO DE
ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.) EM MODELO EXPERIMENTAL DE
OSTEOARTRITE” a utilizar ferramentas de Inteligéncia Artificial, no desenvolvimento
das atividades académicas relacionadas a este trabalho.

O uso da Inteligéncia Atrtificial foi realizado de forma ética, responsavel e transparente,
com finalidade de apoio a organizacdo de ideias, revisdo textual, esclarecimento
conceitual e aprimoramento da escrita, ndo substituindo a autoria intelectual, a analise
critica ou a responsabilidade académica da discente.

Este acordo estd em conformidade com o disposto no Art. 12, inciso |, da Resolucéo
n® 374/2025 — CONSAD, que estabelece a necessidade de acordo prévio entre
discente e docente, com registro da autorizagdo para uso de IA no contexto
académico.

Declaro, ainda, que todas as informacdes, andlises, interpretacdes e conclusées
apresentadas no trabalho sdo de minha inteira responsabilidade, respeitando os
principios da integridade académica e da originalidade.

Por ser verdade, firmamos a presente declaracao.

Prompts/Comandos Utilizados (Art. 12, inciso 1ll)

“Atue como um pesquisador em Produtos Naturais. Realize uma busca detalhada na
literatura cientifica (bases como PubMed, SciELO e Google Scholar) sobre o uso
popular e medicinal do 6leo de andiroba. Priorize trabalhos de cunho regional,
derivados de pesquisas e instituicbes do norte e nordeste, mas ndo exclua outros
trabalhos importantes que versem o tema”

I.“Mescle as duas imagens enviadas em anexo. Uma corresponde a distribuigdo
geografica nas Américas da arvore andirobeira; a outra, aos principais usos
terapéuticos dessa espécie relatados na literatura nacional e internacional”

iii.“Atue como um pesquisador em Produtos Naturais. Realize uma busca detalhada na
literatura cientifica (bases como PubMed, SciELO e Google Scholar) sobre artigos
cientificos que mostrem a acdo de diferentes produtos naturais, em diferentes
apresentacoes (extratos, 0leos, compostos isolados, compostos derivados de semi
sintese etc.) em modelo experimental de osteoartrite induzida quimicamente por

monoiodoacetato de sodio”

iv."Atue como um pesquisador em Quimica de Produtos Naturais. Realize uma busca
detalhada na literatura cientifica (bases como PubMed, SciELO e Google Scholar)
sobre artigos cientificos que mostrem a analise quimica por CG-MS do oleo de
andiroba, sem processos de fracionamento ou isolamento de substancias do 6leo.
Priorize trabalhos de cunho regional, derivados de pesquisas e instituicdes do norte e
nordeste, mas ndo exclua outros trabalhos que versem o tema”
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v.“Atue como um pesquisador em Medicina Veterinaria. Realize uma busca detalhada
na literatura cientifica (bases como PubMed, SciELO e Google Scholar) sobre artigos
cientificos que mostrem a influéncia do ciclo estral/lhormdnios sexuais na progressao
de doencas e na resposta ao tratamento com drogas. Priorize estudos experimentais
que incluem fémeas de Rattus norvegicus Wistar”

vi.“Atue como um pesquisador em Toxicologia. Realize uma busca detalhada na
literatura cientifica (bases como PubMed, SciELO e Google Scholar) sobre artigos
cientificos que mostrem a toxicidade do Oleo de andiroba. Priorize estudos
experimentais que incluem machos e fémeas de Rattus norvegicus Wistar”

vii. “Atue como um revisor de trabalhos académicos. Realize uma busca detalhada nas
referéncias citadas no texto deste trabalho e verifique quais ndo estdo devidamente
listadas no item de referéncias utilizadas”

viii.“Atue como um revisor de trabalhos académicos. Realize uma busca detalhada nas
siglas e abreviaturas empregadas ao longo do texto deste trabalho e liste, uma a uma,
com sua respectiva descricdo; verifique, ainda, se todas as siglas e abreviaturas
inseridas no texto deste trabalho foram devidamente descritas”
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