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RESUMO

Introdugdo: Nos ultimos anos, os tratamentos para fraturas dsseas tém avangado, porém alguns
ainda exibem problemas de consolidagdo. As fraturas expostas mais comuns ocorrem nas tibias
em 20 a 40% dos casos. O aumento do uso de produtos naturais, especialmente os medicinais,
e substancias ligadas a pesquisas fitofarmacéuticos, indicam que ha um grande potencial para
o desenvolvimento de novos remédios para tratar doencas e condi¢des relacionadas. Objetivos:
Avaliar a agdo do extrato de Persea americana Mill., no processo de reparo da fratura ossea.
Metodologia: Cinco grupos experimentais com 6 animais. Grupo Saudavel (H): Sem
intervengao; Fratura + Extrato (FE): Fratura induzida e EHPA oral; Fratura + Extrato + Natagcao
(FEN): Fratura induzida, EHPA e 30 min de natagdo didria; Fratura + Natacdao (FN): Fratura
induzida, nata¢do por 30 min; e Fratura (F): Fratura induzida. A dose de 750 mg/kg de EHPA
administrada por gavagem oral 28 dias. Resultados: Por meio da caracterizagdo pela
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa do extrato de Persea americana Mill.
apresentou 24 substancias, ionizadas de modo positivo e negativo, 17 ja descritas na literatura.
Por meio de Raio x confirmado a indugdo e consolida¢ao da fratura no DO e no D28. A
porcentagem de inibicdo da (COX-2) in vitro, induzida pelo EHPA, foi de até 55% sendo
proporcional ao aumento da dose. Os pardmetros comportamentais, os efeitos radiologicos e a
histologia do tecido 6sseo corado com hamatoxilina eosina sdo melhores em grupos tratados

com EHPA (750 mg/kg)

Palavras-chave: Persea americana Mill, Procianidinas, Fratura dssea; Reparo ¢sseo



ABSTRACT

Introduction: In recent years, treatments for bone fractures have advanced, but some still exhibit
consolidation problems. The most common open fractures occur in the tibia in 20 to 40% of
cases. The increased use of natural products, especially medicinal ones, and substances linked
to phytopharmaceutical research indicate that there is great potential for the development of
new medicines to treat related diseases and conditions. Objetives; To evaluate the action of the
extract from the leaves of Persea americana Mill. the bone fracture repair process.
Methodology: Five experimental groups with 6 animals. Healthy Group (H): no
intervention; Fracturet+Extract (EF): Induced fracture and oral EHPA; Fracture +Extract+
Swimming (FEN): Induced fracture, EHPA and 30 min of daily swimming; Fracture +
Swimming (FN): Induced fracture, swimming for 30 min; and Fracture (F): Induced fracture.
A dose of 750mg/kg of EHPA administered by oral gavage de 28 days Results: Through
characterization using the liquid chromatographjy dereplication technique coupled to the mass
spectrometry of the extract of Persea americana Mill. we identified 24 substances, ionized in
positive and negative mode, 17 already described in the literature X-Ray confirming fracture
induction on D0 and on D28 confirming bone union. The percentage of inhibition of
(COX-2) in vitro, induced by EHPA, was up to 55% and was proportional to the increase in
dose. Behavioral parameters, radiological effects and histology of bone tissue stained with

hamatoxylin and eosin are better in groups treated with EHPA (750mg/kg).

Keywords: Persea americana Mill, Procyanidins, Bone fracture; Bone repair



1  INTRODUCAO

Nas primicias da civilizacdo pré-historica, os seres humanos buscavam alivio e
tratamento de suas dores usando produtos naturais, como plantas, animais. No Brasil, a
biodiversidade e o potencial econdomico da flora brasileira, demonstra a riqueza em plantas
produtoras dos mais diferentes insumos, bem como o potencial medicinal de varias espécies
(SHARMA, 2024).

A industria de plantas medicinais e de fitoterapicos torna-se uma excelente
alternativa ao acesso a medicamentos seguros, eficazes, de qualidade e a precos acessiveis
(ATANASOV; ZOTCHEV; DIRSCH; SUPURAN, 2021). Representa a possibilidade de
ampliagio de opgdes terapéuticas ofertadas aos usuarios do Sistema Unico de Saade (SUS)
na perspectiva de melhoria da aten¢do a satude e de inclusao social.

Dentro da prética para tratamentos ndo invasivos, foi pactuada na Comissao
Intergestores Tripartite, aprovada pelo Conselho Nacional de Satide no ano de 2005 e
publicada por meio de Portaria GM n° 971, de 03 de maio de 2006, a Politica Nacional de
Préaticas Complementares e Integrativas do SUS (PNPIC) que prop0s a inclusao das Plantas
Medicinais e dos Fitoterapicos como opgdes terapéuticas no Sistema Publico de Saude
(SANTANA; ASSIS; ARAUJO-JORGE, 2025).

A PNPIC contempla diretrizes e responsabilidades institucionais para oferta de
servigos e produtos de homeopatia, plantas medicinais e fitoterapia entre outros. Em margo
de 2017, a PNPIC foi ampliada em 14 outras praticas a partir da publicacdo da Portaria GM
n°® 849/2017 ampliando as abordagens de cuidado e as possibilidades terap€uticas para os
usudrios, garantindo maiores integralidade e resolutividade da atengdo a saltde

(FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Essa politica traz dentre suas diretrizes a elaboracao da relagdo nacional de plantas
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medicinais de interesse ao SUS (RENISUS), em 2009. Uma lista com 71 diferentes espécies
vegetais de interesse ao SUS visando o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais
e fitoterapico pela populagdo (SAUDE, 2009). Ressalta-se que a espécie estudada, Persea
americana Mill, encontra-se listada na posi¢do 48, conhecida popularmente como
abacateiro.

Tem sido utilizada na medicina recente e tradicional na prevengao e tratamento de
doengas cronicas (GIOVANNINI; HOWES; EDWARDS, 2016; YASIR; DAS; KHARYA,
2010).

No Maranhdo, o Laboratério Experimental de Estudo da Dor-LEED ja estuda a
Persea americana Mill. na dor neuropdtica, osteoartrite € nos seus mecanismos de acao.
Considerando o emprego popular e a comprovagdo do efeito analgésico mostrado por esta
espécie vegetal, optou-se por uma nova linha de pesquisa no referido laboratorio, utilizando-
se da fratura como objeto de estudo. A hipdtese estabelecida para este projeto é: O extrato
hidroetanolico das folhas de Persea americana Mill. (EHPA) possui eficacia em modelo

experimental na consolidagdo de fraturas de tibias em ratos.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas medicinais como fontes de compostos bioativos

16

O uso de produtos naturais como base terapéutica se sustenta em praticas empiricas

milenares e continua relevante em paises em desenvolvimento, onde o acesso a medicina

convencional pode ser limitado. No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos (Decreto n® 5.813/2006) visa integrar esse conhecimento a saude publica,

promovendo uso sustentavel da biodiversidade e base tecnologica segura (FIGUEREDO;

GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014). A prescricdo racional de fitoterapicos, baseada em

eficacia, qualidade, seguranca e acesso, ¢ condi¢do essencial para sua integragdo ao sistema de
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saude (MELO; CASTRO, 2017).

Produtos naturais permanecem fundamentais para a descoberta de farmacos: entre
1981 ¢ 2010, cerca de 69 % dos antimicrobianos foram derivados de substancias naturais ou
inspiradas nelas (ATANASOV; ZOTCHEV; DIRSCH; SUPURAN, 2021). Apesar disso,
apenas estimados 15 % das espécies vegetais foram estudadas quanto aos seus constituintes

quimicos, € apenas 6 % quanto aos seus efeitos bioldogicos (CHAACHOUAY; ZIDANE, 2024).

Em termos de regeneracdo Ossea, estudos recentes destacam que extratos vegetais
podem acelerar a unido de fraturas e a formacao de calo 6sseo. Um estudo com Persicae semen
(Prunus persica) mostrou promocao da diferenciagdo osteobldstica e unido Ossea em ratos,
associado a ativagdo de RUNX2 e via BMP-2/Wnt10b (JUN; KIM; KIM; HONG et al., 2023).
Revisdes sistematicas também confirmam que extratos vegetais em modelos animais
promovem proliferacdo de osteoblastos, formacao de calo e reparo da fratura, embora muitas
vezes faltem dados completos sobre metodologia e toxicidade (MIRANDA; GUIMARAES-

LOPES; ALTOE; SARANDY et al., 2019; PENG; KO; SIU; KOON et al., 2010).

Outros artigos de revisdo apontam que plantas mediterraneas tradicionais como
Glycyrrhiza glabra, Salvia officinalis e Silybum marianum, tém compostos capazes de mitigar
osteoporose e apoiar a consolidacdo de fraturas (AL-AJALEIN; IBRAHIM; FAUZI;
MOKHTAR et al., 2024). Além disso, a integracdo da medicina herbal a engenharia de tecido

0sseo mostra-se promissora, com potencial de fortalecer a regeneragdo dssea.

A selecdo de plantas para investigacdo farmacologica pode basear-se em diferentes
estratégias: o uso etnofarmacoldgico oferece alta probabilidade de sucesso, enquanto
abordagens quimiotaxondmicas e aleatorias abrem espago para descobertas inovadoras.
Compostos bioativos frequentemente apresentam toxicidade em altas doses, mas isso pode ser

explorado terapeuticamente com seguranca (VILAS-BOAS; PINTADO; OLIVEIRA, 2021).



18

2.2 Fraturas 6sseas: desafios clinicos, fisiologicos e terapéuticos na consolida¢ao

As fraturas 0sseas representam um dos principais desafios clinicos e de satide publica
em todo o mundo, especialmente no que diz respeito a tibia, um dos ossos mais frequentemente
acometidos em traumas fechados. Lesdes do sistema musculoesquelético representam cerca de
85% dos atendimentos ortopédicos de emergéncia, e fraturas da diafise tibial foram, durante
anos, as mais prevalentes nesses cenérios (VIEIRA JUNIOR; AGUIAR JUNIOR; SOMBRA;
CASTRO et al., 2017; WU; BISIGNANO; JAMES; ABADY et al., 2021). Conforme a
classificacgdo da OTA/AO (Orthopaedic Trauma Association/Arbeitsgemeinschaft fiir
Osteosynthesefragen), tais fraturas sdo divididas em trés tipos: tipo A (simples), tipo B (com
cunha) e tipo C (multifragmentares complexas), com implica¢des terapéuticas importantes e
associacao frequente a lesoes de partes moles.

Em fraturas expostas de ossos longos, como as da tibia, possuem alta incidéncia,
variando de 11,5 a 30,7 por 100 mil pessoas por ano (COURT-BROWN; BUGLER;
CLEMENT; DUCKWORTH et al., 2012; GUMBEL; MATTHES; NAPP; LANGE et al.,
2016). Além de representarem risco aumentado de complicagdes, essas lesoes geram elevados
custos hospitalares e sociais. Estima-se que, nos Estados Unidos, o custo anual para o
tratamento dessas fraturas seja superior a 230 milhdes de dolares (ARRUDA; SILVA;
MALERBA; FERNANDES et al., 2009), o que refor¢a seu impacto socioecondomico (WU;
BISIGNANO; JAMES; ABADY et al., 2021).

Nao obstante, as fraturas sdo classificadas em fechadas e expostas. Nas fraturas
fechadas, ndo ha rompimento do tecido cutaneo, e o deslocamento 6sseo ¢ minimo. Por outro
lado, nas fraturas expostas ocorre perfuracdo dos tecidos moles e ruptura da pele, com
exteriorizagdo da extremidade 6ssea, o que aumenta o risco de infec¢do, necrose e complicagdes

cicatriciais (ALJUHANI; ALSHABI; ALANAZI; ALOTHRI et al., 2024; JOHNSON;
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O'HARA; REIDER; GARY et al., 2024).

O desbridamento cirurgico imediato ¢ considerado essencial no tratamento de fraturas
expostas para prevencao de infeccao e consolidagao adequada. Estudos recentes indicam que a
fixacdo intramedular precoce, aliada ao desbridamento meticuloso, reduz significativamente
complicagdes como infecgdo e retardo de consolidagio (ASSUNCAO; OLIVEIRA, 2020; VON
RUEDEN; WUNDER; SCHIRDEWAHN; AUGAT et al., 2024). Protocolos institucionais
(GIGLIO; CRISTANTE; PECORA; HELITO et al., 2015; SILVA; DE OLIVEIRA;
PIMENTEL; DUARTE, 2025) refor¢am a abordagem integrada emergencial. Estudos clinicos,
incluindo casos brasileiros, mostram que o desbridamento em até 6 horas apos o trauma esta
associado a menor risco de infeccdo em fraturas expostas (FERNANDES; PERES; QUEIROZ

NETO; LIMA NETO et al., 2015).

Apesar dos avancos terap€uticos na ortopedia moderna, aproximadamente 5% a 10%
das fraturas ainda evoluem com atraso na consolida¢cdo ou se desenvolvem em pseudoartroses,
condigdes que podem causar dor cronica, deformidades estruturais e comprometimento
funcional significativo. Esses disturbios estdo frequentemente associados a fatores sistémicos
como tabagismo, diabetes mellitus, idade avangada, além de caracteristicas da fratura, como
sua localizagdo, grau de exposicao e suprimento vascular reduzido (BOWERS; ANDERSON,

2024; MILLS; AITKEN; SIMPSON, 2017).

A cicatrizagdo dssea € um dos processos regenerativos mais estudados na atualidade,
sendo alvo de terapias que visam acelerar o reparo tecidual e restaurar a integridade
biomecanica do osso fraturado. O tecido Osseo, por sua natureza altamente especializada e
vascularizada, apresenta notavel capacidade de regeneragdo, superando em eficiéncia outros
tecidos conjuntivos, como o tendineo, o nervoso e o muscular esquelético. No entanto, a

faléncia desse processo natural pode resultar em complicagdes clinicas duradouras e elevado
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custo socioeconOmico para os sistemas de saude publica (MICK; FISCHER, 2022; YANG;
ZHANG; LIANG; CHEN et al., 2022).
A consolidacdo 6ssea € um processo biologico dinamico e altamente regulado, que se

desenvolve por meio de quatro fases interdependentes: inflamatoria, formagao do calo mole,

formagao do calo duro e remodelagdo (Figura 01) (SHEEN; MABROUK; GARLA, 2019).

Fase -

Fase - Fase- Calo .
: Fase - Calo 6sseo Remodelamento
Hematoma cartilogenoso 5s5€0

Fratura Fungdo 6ssea
restaurada

Created in BioRender.com [bib

Figura 1. Descri¢do esquematica das quatro fases da consolidacdo da fratura: A primeira fase
¢ caracterizada pela formac¢ao do hematoma da fratura e uma inflamagao local. Na fase seguinte,
as células condroprogenitoras se diferenciam em condroblastos e comec¢am a construir uma area
de ponte fibrocartilaginosa precoce, enquanto os processos angiogénicos também sdao mantidos.
A terceira fase € caracterizada pela ossificagdo endocondral, substituindo assim a cartilagem
por tecido 6sseo primitivo. Na ultima fase, a estrutura e a fungdo 6ssea sdo completamente
restauradas pela interacdo restrita das células formadoras e reabsorventes dsseas. Adaptado de:
(PFEIFFENBERGER; DAMERAU; LANG; BUTTGEREIT et al., 2021).

A sequéncia de eventos inicia-se com a formacao do hematoma no local da fratura, o
qual atua como matriz proviséria rica em citocinas e fatores de crescimento, promovendo o
recrutamento de células progenitoras mesenquimais. Estas células, sob influéncia de estimulos
moleculares e biomecanicos, diferenciam-se em condrdcitos e osteoblastos, contribuindo para

os processos de ossificagdo endocondral e intramembranosa (BAHNEY; ZONDERVAN;



21

ALLISON; THEOLOGIS et al., 2019; EINHORN; GERSTENFELD, 2015; GHIASI; CHEN;

RODRIGUEZ; VAZIRI et al., 2019).

O calo 6sseo, estrutura transitoria formada entre os fragmentos 0sseos, desempenha
papel essencial na restauracao da integridade estrutural e funcional do osso fraturado. A etapa
final de remodelacdao envolve a substituicdo progressiva do calo primario por osso lamelar
organizado, devolvendo ao tecido sua arquitetura original e propriedades biomecanicas

(EINHORN; GERSTENFELD, 2015).

A fase final da consolidacdo o¢ssea, conhecida como remodelacdo, envolve a
substitui¢do progressiva do calo 6sseo primario por tecido lamelar altamente organizado,
restaurando ndo apenas a anatomia, mas também a resisténcia biomecanica do osso(FROST,
2003; RODRIGUEZ-MERCHAN, 2021). Este processo ¢ mediado por uma interagdo complexa
entre osteoblastos e osteoclastos, regulados por estimulos mecanicos locais e sinalizagdes

bioquimicas, como o sistema RANK/RANKL/OPG (BOYCE; XING, 2008).

Adicionalmente, terapias ndo invasivas tém sido amplamente investigadas como
alternativas ou complementares ao tratamento cirurgico, particularmente em pacientes com
contraindicacdes clinicas ou alto risco de infec¢do. Entre essas abordagens, destacam-se o uso
de proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), ultrassom pulsado de baixa intensidade (LIPUS),

campos eletromagnéticos pulsateis (PEMF) e agentes eletrofisicos avangados.

As BMPs recombinantes — especialmente BMP-2 e BMP-7 — tém aprovacao clinica
para uso em fraturas expostas de ossos longos, pseudoartroses e fusdes vertebrais, exercendo
influéncia osteoindutora comprovada em manifestacdes clinicas selecionadas (DARWICHE;
KACZMAREK; SCHWARZENBERG; INGLIS et al., 2023b; KRISHNAKUMAR; ROFFI;
REALE; KON et al., 2017). No entanto, evidéncias clinicas conclusivas ainda sao limitadas,

com resultados mistos em ensaios randomizados.
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O LIPUS mostrou beneficios em fraturas atrasadas e pseudoartrose, com aumento

significativo da densidade mineral 0ssea e aceleragao visivel na consolidacao

Ossea em ensaios controlados, embora resultados em fraturas frescas permanegcam
inconsistentes (BUSSE; BHANDARI; EINHORN; SCHEMITSCH et al., 2016; SCHOFER,;

BLOCK; AIGNER; SCHMELZ, 2010).

Os campos eletromagnéticos pulsateis (PEMF) demonstraram eficacia moderada na
meta-analise de ensaios clinicos controlados, com melhora moderada nas taxas de consolidagao
e alivio da dor, embora os efeitos sobre a funcionalidade ainda requerem evidéncia de melhor
qualidade (ALEEM; ALEEM; EVANIEW; BUSSE et al., 2016; DARWICHE;
KACZMAREK; SCHWARZENBERG; INGLIS et al., 2023b; PENG; FU; XIONG; ZHANG

et al., 2020).

Tecnologias emergentes, como estimulos eletromagnéticos combinados (CEMF),
também tém demonstrado promessa ao potencializar a estrutura do calo 6sseo e melhorar as
propriedades biomecdnicas em modelos experimentais (DARWICHE; KACZMAREK;

SCHWARZENBERG; INGLIS et al., 2023a).

Estudos experimentais com ratos demonstram que a combinagdo de reposi¢do de
testosterona e atividade fisica pode promover melhorias marcantes na microestrutura e
resisténcia Ossea. Modelos controlados mostram que os dois estimulos atuam de maneira
sinérgica: a testosterona melhora parametros como densidade mineral trabecular e
conectividade, enquanto o exercicio incrementa aspectos relacionados a densidade mineral
geral e da medula (JOTA-BAPTISTA; FAUSTINO-ROCHA; FARDILHA; FERREIRA et al.,
2022). Estudos anteriores indicaram ainda que a testosterona pode atuar diretamente sobre as
células do calo 6sseo, mesmo em animais hipofisectomizados (TARSOLY; JANOSSY;

KOSZTURA, 1979), sugerindo um efeito periférico direto sobre o0s processos



23

osteorregenerativos (FRANKLE; BORRELLI, 1990).

Quanto as modalidades de exercicio, atividades como corrida, salto e natagdo tém
efeitos distintos sobre o tecido 6sseo. A natagdo, embora caracteristicamente de baixo impacto,
tem demonstrado ser benéfica especialmente em populagdes com fragilidade

ossea, podendo manter ou até¢ melhorar a densidade mineral 6ssea em mulheres pos-
menopausicas quando realizada por tempo prolongado (GOMEZ-BRUTON; GONZALEZ-
AGUEERO; GOMEZ-CABELLO; CASAJUS et al., 2013), ainda que

estudos sistematicos indiquem que ndo ¢ tao eficaz quanto exercicios com impacto
direto (ALBUQUERQUE; GERALDES; RANGOUSSIS; FONSECA et al, 2020;
SCHINZEL; KAST; KOHL; VON STENGEL et al., 2023).

O exercicio fisico exerce papel fundamental na promogao da saude 6ssea por meio da
ativacdo de mecanismos de mecanotransdugdo que regulam a formagdo e a reabsorcao Ossea.
Contracdes musculares geram tensdes mecanicas na jungdo osteotendinosa e nos tecidos
trabeculares e corticais, induzindo respostas celulares osteogénicas em ostedcitos, osteoblastos
e células-tronco mesenquimais (BURR; FORWOOD; FYHRIE; MARTIN et al., 1997;
ROBLING; TURNER, 2009).

Esses estimulos ativam cascatas intracelulares como a via Wnt/p-catenina, a produgao
de 6xido nitrico e o IGF-1, promovendo diferenciacao osteoblastica e aumento da deposicao
mineral (BONEWALD, 2011). Consequentemente, hd melhora na densidade mineral Ossea
(DMO), na geometria 0ssea e na resisténcia biomecanica geral do esqueleto, reduzindo o risco
de fraturas (NIKANDER; SIEVANEN; HEINONEN; DALY et al., 2010; SEEMAN;
DELMAS, 2006).

Modelos experimentais em roedores € humanos mostram que diferentes tipos de

exercicio, como saltos de impacto, corrida, caminhada com carga e treinamento resistido que
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resultam em respostas osteogénicas distintas, sendo os exercicios de maior impacto mecanico
os mais eficazes para ganho de massa 6ssea(TURNER; ROBLING, 2003; VAINIONPAA;

KORPELAINEN; SIEVANEN; VIHRIALA et al., 2007).

No entanto, para individuos com limitagdo funcional ou fragilidade 6ssea, exercicios
de menor impacto como a natagao podem ser alternativas vidveis. Apesar de apresentarem
menor capacidade osteogénica, estudos demonstram que, quando realizados com frequéncia,
esses exercicios sdo capazes de preservar a arquitetura 6ssea ¢ modular positivamente os
marcadores 6sseos (MOREIRA; FRONZA; DOS SANTOS; ZACH et al., 2014; SIMAS;

HING; POPE; CLIMSTEIN, 2017).

A escolha da natagdo como modalidade de exercicio fundamenta-se em sua
compatibilidade com o comportamento natural dos roedores, além de proporcionar estimulo
fisiologico com minima sobrecarga articular e impacto no solo. Isso reduz varidveis externas
que poderiam interferir na interpretagdo biomecanica e histoldgica dos resultados, favorecendo
maior controle experimental e reprodutibilidade dos dados (FALCAI; VOLPON, 2014;

GUNDUZ; SENTURK; KURU; AKTEKIN et al., 2004).

Diante do exposto, a realizacdao deste experimento torna-se particularmente relevante,
considerando que, apesar da ampla literatura sobre terapias farmacologicas e fisicas na
consolidacdo de fraturas dsseas, ndo hd, até o presente momento, estudos publicados que
investiguem especificamente os efeitos do extrato hidrossolivel das folhas de Persea

americana (EHPA) no processo de osteorregeneracao pds-fratura.

Sabe-se, no entanto, que o EHPA ja tem sido amplamente documentado na literatura
cientifica por suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e analgésicas, com efeitos
promissores em modelos experimentais de dor neuropdtica, osteoartrite € doengas inflamatorias

sist€émicas (AGUNLOYE; OWU; ONAADEPO; BISONG et al., 2025).
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Considerando que a fratura dssea inicia-se com uma resposta inflamatéria aguda, a
qual desencadeia e regula etapas subsequentes da regeneragdo tecidual, ¢ biologicamente
plausivel supor que compostos bioativos presentes no EHPA possam modular esse processo,
promovendo um ambiente microcelular mais propicio a formagdo e remodelacdo Ossea. A
presente investigagdo, portanto, busca preencher uma lacuna importante na literatura ao integrar

abordagens farmacobotanicas e fisioterapéuticas no contexto da consolidagdo dssea.

2.3 Compostos bioativos e regeneracio 0ssea: avangos recentes

A cicatrizacdo 6ssea ¢ um processo dinadmico, envolvendo fases bem conhecidas
(inflamagao, calo mole, calo duro e remodelacao) (DELACURE, 1994; KALFAS, 2001). Nas
ultimas décadas, cresceu o interesse por terapias naturais que possam acelerar esse processo
com menor custo e riscos reduzidos.

Um panorama sistematico de estudos pré-clinicos com extratos vegetais demonstrou
que essas substancias estimulam a proliferacdo osteobldstica e favorecem a formagado de calo
o0sseo em modelos animais (ASHTIANI; HADI; NOURI; RAHIMI et al., 2022). Contudo,
muitos estudos carecem de padronizagdo metodoldgica e validagdo toxicoldgica adequada.

Entre os compostos promissores, destaca-se o extrato etandlico de Rhizoma Musae,
que mostrou acao terapéutica significativa em fraturas, envolvendo alvos moleculares como
AKT]1, IL-6 e EGFR, sinalizagdo via PI3K-Akt e MAPK, conforme evidenciado por analises
integradas de farmacologia de rede e docking molecular (ZHANG; SHEN; LIU; HE et al.,
2025).

Um exemplo recente de fitoterapico com efeitos claros na consolidagdo de fraturas € o
extrato de Marantodes pumilum var. alata (MPva). Em modelo animal, doses de 20 e

100 mg/kg/dia aumentaram os niveis séricos de osteocalcina (indicativo de formagdo 6ssea) e
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modulam a expressao de genes envolvidos no reparo 6sseo, como IGF1 e RANKL (GIAZE;
MOHAMED; SYED HASHIM; SHUID et al., 2025).

Além disso, estudos clinicos e pré-clinicos sobre Moringa oleifera apontam potencial
terapéutico relevante em cicatrizagdo Ossea, com melhora dos marcadores inflamatérios e
aumento na taxa de recuperacdo pos-fratura(HAIRI; JUSOH; SADIKAN; HASAN et al., 2025).

Em relagdo a Persea americana, embora ainda ndo haja estudos diretamente focados
na consolidacdo de fraturas, alguns avangos cientificos refletem seu potencial biologico. Um
estudo de 2025 demonstrou que extrato foliar promove cicatrizacdo de feridas comparavel a
iodopovidona, através da inibicdo do NF-KB1 e acdo de compostos como epicatequina,

catequina e quercetina (ROSA; RIYANTO; SUSANTI; SETIAWANSYAH et al., 2025).

2.4 A espécie Persea americana Mill.

O género Persea contém aproximadamente 50 espécies, dentre as quais se destaca a
Persea americana Mill., amplamente conhecida como abacateiro. Originaria das Américas, a
espécie foi descrita pela primeira vez entre 1526 e 1554, durante expedi¢des pela Mesoamérica
e pelo territorio onde hoje se localiza a Colombia. O botanico sueco Carolus Linnaeus
classificou inicialmente o abacateiro no género Laurus, sendo posteriormente realocado ao
género Persea por Philip Miller em 1754 (YAHIA; WOOLF, 2011).

Arqueologicamente, ha evidéncias do uso da planta ha mais de 10 mil anos. Trés
principais variedades botanicas sdo reconhecidas: mexicana (P. americana var. drymifolia), da
india Ocidental (P. americana var. americana) e guatemalteca (P. nubigena var. guatemalensis),
sendo as variedades comerciais modernas resultantes de hibridizagdes entre essas racas (ISH-
AM; BARRIENTOS-PRIEGO; CASTANEDA-VILDOZOLA; GAZIT, 1999). Do ponto de

vista botanico, a arvore pode atingir de 10 a 15 metros de altura, possui copa ampla, que pode
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ser reta, espalhada ou arredondada. As folhas sdo grandes, entre 9 ¢ 18 cm de comprimento,
lisas, cerosas, de coloragdo verde-escura, com margens inteiras e forma oval-oblongada,
brilhantes na face superior e opacas na inferior (SCORA; BERGH, 1989). A seguir, apresenta-

se um registro fotografico da copa frutifera da Persea americana Mill (Figura 02).

Figura 2. Copa frutifera de Persea americana Mill. (abacateiro) em ambiente rural do
municipio de Pago do Lumiar, Estado do Maranhao, Brasil.

2.5 Estudos experimentais com Persea americana Mill

Os extratos das folhas da Persea americana Mill. tém sido amplamente investigados
por suas atividades farmacologicas, com destaque para os efeitos anti-inflamatorio,
antinociceptivo, hipoglicemiante, antioxidante e vasorelaxante (ABD ELKADER; LABIB;
TAHA; ALTHOBAITI et al., 2022; DEUSCHLE; BRUSCO; PIANA; FACCIN et al., 2019;

OVALLE MARIN; PARRA RUIZ; RIVAS ZAMBRANO; ORELLANA et al., 2020).
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Em modelo animal, observou-se que os extratos aquoso ¢ metandlico administrados
intravenosamente induzem efeito hipotensor de curta duragdo, provavelmente em razao do

metabolismo acelerado dos roedores (JUMA, 2024).

O extrato aquoso apresentou efeito vasorelaxante em anéis de aorta isolados, sugerindo
inibicdo dos canais de calcio voltagem-dependentes e influéncia de fatores endoteliais
(ANAKA; OZOLUA; OKPO, 2009). Também foram evidenciadas a¢des hipoglicemiante
(redugdo de até 16% da glicemia) e hipocolesterolemiante (reducao de até 8% dos niveis séricos
de colesterol total) em ratos alimentados com dieta hiperlipidica (MOKHELE; ABOYADE;

KATERERE, 2024).

No Brasil, a etnofarmacologia popular associa o uso da planta ao tratamento de
disturbios renais, reumatismo, helmintiases, anemia, e até mesmo como agente preventivo
contra o cancer (AMADO; HELMANN; DETONI; CARVALHO et al., 2019). As partes mais
utilizadas sdo as folhas, casca, sementes e frutos, devido a presenga de metabdlitos como
taninos, flavonoides, esparagina, metileugenol, dopamina e carotendides (MACENA; SOUZA;

CAMILLOTO; CRUZ, 2020).

Estudos do grupo de pesquisa do LEED (Laboratorio de Estudo em Dor e Inflamagao)
demonstraram que o extrato hidroetanolico das folhas (EHPA) possui efeito anti-inflamatorio
significativo. Os testes evidenciaram inibi¢do das enzimas COX-2, modulacdo de histamina e
serotonina, além de possivel atuacdo central sobre receptores NMDA. A dose de 500 mg/kg

reduziu o edema de pata induzido por carragenina em até 70% (LIMA, 2018).

Estudos recentes também apontaram que o EHPA modula marcadores inflamatorios
como IL-1B, TNF-a e COX-2 e apresenta capacidade de promover a cicatrizagdo tecidual por
acdo antioxidante e regenerativa, envolvendo compostos como epicatequina, catequina e

quercetina (ROSA; RIYANTO; SUSANTI; SETTAWANSYAH et al., 2025).
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Esses achados reforcam a justificativa biologica e botanica para investigar o extrato
hidroetanolico das folhas de P. americana como modulador potencial da consolidacao ossea, +
especialmente considerando seu efeito anti-inflamatorio e antioxidante.

A Figura 3 a seguir sintetiza os principais usos medicinais associados a diferentes
partes da planta, com base em estudos cientificos e etnofarmacoldgicos publicados entre 1980
e 2025:

O uso etnofarmacologico e cientifico da espécie Persea americana Mill. (abacateiro)
tem sido amplamente investigado e relatado em diferentes culturas ao redor do mundo,
destacando-se por uma significativa diversidade de partes da planta utilizadas e condi¢des de
saude tratadas. O levantamento atualizado dos estudos entre os anos de 1980 e 2025 revela uma
predominancia do uso das folhas e sementes da planta, com registros expressivos também
envolvendo frutos, cascas e raizes (Figura 3).

Estudos mais recentes, t€ém consolidado cientificamente aplica¢des tradicionalmente
reconhecidas, particularmente no tratamento de diabetes, hiperglicemia, hiperlipidemia,
hipertensdao e inflamagdo (ONYEDIKACHI; NKWOCHA; EJIOFOR; NNANNA, 2024;
ZHANG:; SHEN; LIU; HE et al., 2025). Destaca-se a comprovacao cientifica recente do extrato
foliar de Persea americana no tratamento do diabetes por meio da ativag¢do da via de sinalizagao

PKB/Akt.
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Figura 3. Representacdo grafica do levantamento etnofarmacologico e cientifico dos usos
medicinais da espécie Persea americana Mill. no periodo de 1980 a 2025. Cada ponto
representa uma condicdo tratad647890-a associada a uma parte especifica da planta, conforme
relatado pelas referéncias bibliograficas listadas no eixo vertical. As cores indicam as diferentes
partes da planta utilizadas tradicionalmente ou estudadas cientificamente.
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Ademais, levantamentos etnobotanicos realizados antes de 2015, forneceram
informacodes valiosas sobre os usos tradicionais, revelando consisténcia historica na aplicacao
da planta para tratamento de febre, tosse, inflamagdes gastrointestinais e maldaria, além das
mencionadas condigdes metabolicas (Figura 03).

A andlise integrada desses estudos permite identificar um padrdo recorrente de
aplicagdes medicinais, fundamentado em uma combinagdo de saberes populares e evidéncias
cientificas contemporaneas. Isso sugere um forte potencial terapéutico ainda pouco explorado
do ponto de vista clinico, especialmente nas areas metabdlicas e inflamatorias.

Dessa forma, Persea americana se mantém como uma espécie de interesse relevante
tanto para a etnobotanica quanto para o desenvolvimento futuro de fitoterapicos e

medicamentos a base de compostos naturais.

2.6 Persea americana na consolidacio o6ssea

A consolidagdo de fraturas ¢ um processo complexo, que envolve cascatas
inflamatorias, angiogénese, recrutamento celular e remodelagao 6ssea. Considerando que a fase
inflamatoéria inicial € essencial para o sucesso da osteogénese, torna-se justificavel investigar
substancias com propriedades anti-inflamatorias moduladoras, como € o caso do EHPA.

Estudos pré-clinicos demonstraram que plantas com acdo antioxidante e anti-
inflamatoria, como Moringa oleifera e Panicum miliaceum, sdo capazes de acelerar a
regeneragdo dssea, promovendo maior formagao de calo e deposi¢dao mineral (HAIRI; JUSOH;
SADIKAN; HASAN et al., 2025; ZHANG; WANG; PAN; XU et al., 2024). Além disso,
compostos naturais com atividade sobre a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, BMP-2 e
PI3K/Akt vém sendo associados ao estimulo osteogénico e a remodelacdo (SHARIFI;

MOGHADDAM; ABEDI; MALEKI DIZAJ et al., 2020).
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Com base no potencial ja demonstrado pelo EHPA na inibigdo da COX-2, redugdo de
edema inflamatorio, estimulo antioxidante e modulagdo de mediadores bioativos, levanta-se a
hipotese de que o extrato possa auxiliar na fase inicial da consolidagao 6ssea, promovendo um
ambiente mais favoravel a regeneracao tecidual.

Portanto, investigar os efeitos do extrato hidroetanolico de folhas de Persea americana
Mill. na consolidac¢do de fratura dssea em ratos, em dose de 750 mg/kg, ¢ fundamentado na
lacuna identificada na literatura cientifica, associada ao potencial ja validado da planta em

processos inflamatérios e cicatriciais.

2.7 Pratica de natacao como exercicio aerobico de baixo impacto

A natacdo ¢ amplamente recomendada por seus beneficios cardiorrespiratorios e
metabolicos, sendo considerada uma modalidade de baixo impacto mecanico por reduzir a
carga axial direta sobre as articulagdes e o esqueleto. Exatamente por essa caracteristica,
persiste a controvérsia sobre seu potencial osteogénico, uma vez que os estimulos mecanicos
classicos associados ao aumento de massa e forca 6ssea (impacto e tracdo com sustentacao de
peso) sdao atenuados no meio aquatico. A literatura recente, contudo, indica que os efeitos da
natac¢ao sobre o tecido 6sseo ndo sao uniformes e variam segundo duragao, intensidade e volume
do treino, além do sitio esquelético avaliado, sexo/estado hormonal e condigdes clinicas ou
experimentais.

No ambito clinico, uma meta-analise publicada por SU et al. (2020) reuniu estudos
com adultos e idosos e apontou que a natagdo pode aumentar a densidade mineral 6ssea (DMO)
da coluna lombar, sobretudo quando o volume semanal acumulado de pratica situa-se entre 3 e
6 horas e os programas sao mantidos por periodos prolongados. Entre os mecanismos propostos

para um efeito positivo mesmo sem impacto axial direto, os autores discutem o papel da



33

estimulagdo muscular e da pressao hidrostatica (sinalizando osteoblastos), modulagao hormonal
e melhora da perfusao tecidual/absor¢ao de calcio — fatores que, combinados, podem atenuar
a perda dssea. Ainda assim, a qualidade metodologica dos ensaios impde cautela e reforga a
necessidade de estudos mais robustos e a analise de outros sitios esqueléticos além da coluna

(SU et al., 2020).

Em modelos de roedores, a revisdao de PORTIER; BENAITREAU; PALLU (2020)
comparou diferentes protocolos de exercicio (esteira, roda voluntaria, natagdo, resisténcia e
vibracdo) e mostrou que os ganhos 0sseos ndo sdo uniformes entre modalidades. Protocolos
com carga/impacto tendem a respostas mais consistentes, enquanto a nata¢do exibe efeitos
dependentes do protocolo e do fenotipo, com resultados favoraveis em determinados contextos
(p. ex., microarquitetura vertebral, estados de hipoestrogenismo) e beneficios menos evidentes
em ossos longos (fémur e tibia), que s@o mais responsivos a estimulos de impacto/tragdo

(PORTIER; BENAITREAU; PALLU, 2020).

Esse padrdo “dependente do sitio” foi ilustrado por FREITAS et al. (2025): ap6s oito
meses de natacdo em ratos Wistar, observou-se melhora da conectividade trabecular nas
vértebras lombares; em contrapartida, houve reducao de massa e espessura cortical e piora de
parametros trabeculares em fémur e tibia. Em outra dire¢do, HART et al. (2001) relataram maior
massa, DMO e resisténcia mecanica em ratas treinadas cronicamente em natacdo, sugerindo
que diferencas metodologicas (duragdo, intensidade, temperatura da 4gua, uso de sobrecarga,
flutuagdo assistida) podem explicar resultados aparentemente discrepantes na literatura. Em
fémeas ovariectomizadas, JU et al. (2015) mostraram que a natacdo melhora a microarquitetura
trabecular e reduz a reabsor¢do 6ssea, reforgando um possivel efeito protetor em condicdes de

perda ossea induzida por desequilibrio hormonal.

Por outro lado, a exposi¢do repetida a agua (especialmente dgua fria) e a natacdo
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forgada podem representar estressores fisiologicos capazes de modular negativamente o 0sso
por vias neuroendocrinas. Em ratos submetidos a “swim stress”, SEFEROS et al. (2016)
observaram queda da DMO em fémur e mandibula; o tratamento com Hypericum perforatum
(rico em compostos com agdo neuroenddcrina/antioxidante) reverteu parte desses efeitos e
atenuou alteragdes do eixo HPA, sugerindo que o estresse cronico ¢ um moderador relevante
da resposta Ossea a natacdo. Em linha com a importancia de coadjuvantes, BALTACI et al.
(2024) mostraram que, em ratos epilépticos, a nata¢ao cronica ndo restaurou isoladamente os
niveis de Ca, Mg e Zn no o0sso; entretanto, a associacdo com vitamina E melhorou o
metabolismo elementar 0sseo, apontando que estratégias antioxidantes podem potencializar os
efeitos do exercicio em cenarios de maior estresse oxidativo ou disfuncao sistémica.
Tomadas em conjunto, as evidéncias sustentam duas diretrizes praticas:

1. Quando a natagdo ¢ adotada como estratégia principal para a saude ossea, volume e
consisténcia (> 3—6 h/semana, por periodos prolongados) parecem aumentar a
probabilidade de beneficio, especialmente em coluna.

2. E quando o objetivo terapéutico envolve ossos longos (fémur/tibia) e propriedades
corticais/geométricas, convém combinar a natacdo com exercicios com sustentagdo de
peso/impacto  (p.  ex., resisténcia, saltos) e/ou com  coadjuvantes
farmacoldgicos/nutricionais (antioxidantes, fitocompostos com acdo osteogénica),
respeitando o principio de compatibilidade de mecanismos.

Essa leitura integrativa posiciona a natagdo como recurso util e seguro dentro de
programas multimodais de saude dssea e, a0 mesmo tempo, explica por que seus efeitos nao

sdo universalmente positivos, variando conforme o contexto biologico e o alvo esquelético.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a agdo do extrato das folhas de Persea americana Mill e exercicio

aerdbico cronico no processo de reparo da fratura 6ssea.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar o EHPA por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa identificando compostos.

Determinar a inibicdo enzimatica da ciclooxigenase 1 (COX 1) e
ciclooxigenase 2 (COX 2) no extrato hidroetanodlico das folhas da Persea
americana Mill.

Avaliar parametros bioquimicos e hematologicos nos animais submetidos ao
uso da Persea ameriana Mill e exercicio aerdbico cronico.

Avaliar o efeito do extrato hidroetandlico das folhas da Persea americana Mill.
e exercicio aerdbico cronico na consolidacdo de fraturas, a partir de pardmetros
clinicos.

Analisar histologicamente o extrato hidroetanolico das folhas da Persea
americana Mill. e exercicio aerdbico cronico nas fases de evolucao do processo

de cicatrizacao 6sseo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta e preparacio do extrato vegetal

Foram coletadas 4,225kg de folhas da espécie Persea americana em setembro de 2022
no municipio de Pago do Lumiar nas coordenadas geograficas 2°28°21.6”S44°09714.3”W
levadas ao Laboratério Experimental do Estudo da Dor (LEED) da UFMA onde foram
submetidas a secagem em estufa com circulagdo de ar em temperatura maxima de 38°C e
posteriormente trituradas em moinho de facas (tipo Willey, DeLeo®,EBD-5), resultando em
1,665kg de matéria prima pulverizada. O rendimento do extrato foi de 38%, apresentou
coloragdo verde, cheiro adocicado e caracteristicas fisico-quimicas com aspecto turvo e pH de
5,0.

Submetido o pd seco ao processo de extracdo por maceracdo com etanol 70%, na
proporcao de 1:3(p/v). Maceragdo ocorreu por 15 dias, em seguida submetido a filtragdo.
Reservada uma parte para andlise quimica. O restante submetido a concentracdo em rota
evaporador rotativo, sobre pressdo reduzida a 40°C originando o extrato hidroetandlico

(Famacopéia Brasileira, 2010).

4.2 Animais

Utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, espécie Rattus norvegicus, adultos, machos
com variacao de peso entre 200 a 300g fornecidos pelo Biotério Central da UFMA. Os animais
foram mantidos no Biotério Setorial do Prédio de Pés-Graduacao do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Satde (UFMA), sob condigdes controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12
horas) a uma temperatura de 22 + 2°C e umidade de ar de 40 a 60%, com gaiolas coletivas com
6 animais e racao comercial da marca Labina® e agua ad libitum. O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhdo sob processo

nimero n. 23115.000750/2022-11.
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4.3 Protocolo Experimental
Adotou-se cinco (5) grupos experimentais de animais, todos com seis (6) ratos machos.

No dia 1° todos os animais foram avaliados clinicamente e coletado amostra de sangue. Uma
semana antes da realizacdo das fraturas, os animais assinalados para compor o grupo treinado
em nata¢do (grupo FEN e FN), foram adaptados no meio aquatico de forma padronizada. Segue

figuras 4,5 e 6.

Utilizou-se uma caixa d’agua medindo 60 cm de didmetro por 120 cm de profundidade,
método adaptado de MARANGON et al. (2002). A temperatura da agua foi mantida a 31+1°C
do método de HARRI e KUUSELA (1986). A adaptagdo ocorreu por um periodo de 7 dias.
Primeiro, os animais foram mergulhados em agua rasa por 5 minutos durante 2 dias.
Posteriormente, no terceiro e quarto dias, o nivel da agua foi aumentado e o tempo de
permanéncia (GOBATTO et al., 2010). Assim, no quinto dia os ratos ja estavam nadando por
5 minutos. E no sexto e sétimo dias, nadando por 10 minutos, com propdsito de adaptacao e

para reduzir o estresse do animal decorrentes do treinamento fisico.

Fonte: MENDONCA, P.G. Abril 2019.

Figura 4. Primeiro momento de adaptagao.
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Fonte: MENDONCA, P.G. Abril 2019.

Figura 5. Segundo momento de adaptagao.

Fonte: MENDONCA, P.G. Abril 2019.

Figura 6. Terceiro momento de adaptag@o.

O protocolo anestésico realizado com administragdo de cloridrato de midazolam
(1mg/kg) e cloridrato de tramadol (5mg/kg), administrado por via intraperitoneal. Os animais
foram mantidos em plano anestésico em méscara de isoflurano a 2%. Apoés a perda de reflexos
motores e do reflexo de retirada da pata, os animais foram posicionados em decubito ventral,

com membros toracicos e pélvicos estendidos.
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Em seguida, submetidos a tricotomia e assepsia com solucao de clorexidina a 2%, com
realizacdo de incisdo. A fratura ocorreu na regido diafisdria da tibia, membro pélvico inferior
direito. Foi confeccionado por uma microretifica, aparelho excelente para pequenos cortes,
furos e desbastes.

A fratura foi realizada de forma aberta, com uma velocidade de 15.000 rotagdes por
minuto. Para esse procedimento foi utilizada uma broca fina de 0.5mm. Durante todo processo
irrigamos manualmente com soro fisioldgico. O membro inferior direito foi apoiado na bancada
e ap6s um deslocamento da musculatura e partes moles de maneira manual, o0 0sso recebeu o
corte (Figura 6). A incisdo na regido frontal da pata foi suturada com fios absorviveis. Este
modelo de fratura ¢ adaptado, tem a vantagem de mimetizar as fraturas dsseas clinicamente
(URABE et al., 2003), (OGASAWARA et al., 2008). Apos alguns testes pilotos, optamos por

usar a microretifica, aparelho de facil manuseio.

Fonte: MENDONCA, P.G. Abril 2019.

Figura 7. A-Imagem de fratura realizada em um dos animais. B-Imagem do membro suturado.

A fratura foi induzida no canal medular da diafise média tibial, com aproximadamente
Smm de comprimento por 2,5 mm de largura e com profundidade suficiente até chegar ao canal

medular.
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4.4 Anailise por Cromatografia Liquida Acoplada por Espectrometria de
Massas

O EHPA foi analisado por cromatografo liquido (LC-20AD Shimadzu) em uma coluna
Phenomenex Luna C-18 (250x4,6mm-5um). As fases mdveis consistiram em agua ultrapura
contendo 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila (B). O gradiente linear a seguir foi aplicado:
0 min, 5% de B; 1 a 60 minutos, 5 a 100% de B; 60-70 min, 100% de B no fluxo de 1 mL/min.
O HPLC foi acoplado a um espectrometro de massa (Amazon Speed ETD, Bruker,
Massachusetts, EUA) equipado com ionizagao por electropulverizaciao (ESI) e uma analisador
do tipo armadilha de ions (IT) nos modos negativo e positivo, nas seguintes condigdes: tensao
capilar de 4,5kV, temperatura capilar 325° C, fluxo de gas de arraste (N2) 12L/min, pressdo do
nebulizador de nitrogénio a 27psi. O intervalo de aquisi¢ao foi de m/z 100 a 1500, com dois ou

mais eventos.

4.5 Atividade enzimatica da ciclooxigenase 1 (COX 1) e ciclooxigenase 2 (COX
2)

O ensaio foi realizado de acordo com as recomendac¢des do fabricante (Cox
Colorimetric Inhibitor Screening - Cayman chemical®). A placa de 96 pocos foi inicialmente
identificada, sendo os testes de inibicdo realizados em triplicata, para cada concentragado testada
(2,10 e 50 ug/mL) do EHPA e para os controles da reagao: BW — controle sem enzima; A- com
enzima somente, sem inibidor. Os 3 pocos “BW” receberam 160 uL do tampao Tris-HCI, 10
uL do Heme e 10 pL do solvente — etanol 70%, utilizados para diluir as amostras. Os 3 pocos
“A” receberam 150 pL do tampdo Tris-HCI, 10 pL do Heme, 10 pL da enzima (COX-1 ou
Cox-2) e 10 pL do solvente — etanol 70%.

Os pogos com o EHPA receberam 150 pLL do tampao Tris-HCI, 10 pLL do heme, 10 uL

da enzima (COX-1 ou Cox-2) e 10 uL da amostra do EHPA diluido com solvente — etanol 70%,
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nas concentragdes 2, 10 e 50 ug/mL. Apds a mistura de todos estes reagentes em cada pogo, a
placa foi agitada cuidadosamente por alguns segundos, sendo incubada por 5 minutos. Em
seguida, foram adicionados 20 pL da solugdo com substrato colorimétrico, em cada pogo da
placa e apos isso, foram adicionados 20 pL do acido araquidonico, substrato da reacao
enzimatica, catalisada pela COX. A placa foi novamente agitada, e incubada por 2 minutos a

25°C e foi lida em leitor Elisa (EPOCH) e entdo sendo lida a 590 n.

4.6 Analise bioquimica do sangue

Antes de iniciar o tratamento no D0 e no D28 apos tratamento com EHPA foi coletado
amostras de sangue. O sangue coletado foi colocado em tubos de plastico de 4ml da marca BD
com EDTA a véacuo para realizagdo do hemograma completo e tubos Gel a vacuo de 3,5ml com
gel separador e ativador de coagulo para dosagens bioquimicas. Submetidos a centrifugagao
para obtencdo do soro, sendo em seguida separados e acondicionados em fracos tipo
Eppendorf®. Os pardmetros bioquimicos foram determinados em analisador semiautomatico
Bioplus® utilizando-se kits comerciais da LABTEST.

Foram determinados por métodos enzimaticos: glicose, colesterol total, triglicerideos,
uréia, creatinina, ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase) e fosfatase
alcalina. No hemograma completo foram utilizados dados dos leucocitos, linfocitos e

hemoglobina.
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4.7 Avaliacao Clinica
4.7.1 Avaliagdo de Atividade Motora/Deambulagdo For¢ada (RotaRod Test)

Os animais foram colocados no Rotarod (modelo IITC Life Science, Califérnia,
Estados Unidos) Figura 8, na velocidade de 16 rpm por um periodo de tempo de 300 segundos
nos D7, D14, D21 e D28. A utilizacdo do membro afetado foi avaliada pela deambulagdo
forcada. O uso do membro pélvico inferior direito foi graduado em uma escala numérica que
varia de 5 a 1, em que: 5= uso normal do membro; 4= claudicagdo leve; 3= claudicacdo grave;
2= intermitente desuso do membro afetado; 1= completo desuso do membro afetado (KALFF

et al.,2010).
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Fonte: MENDONCA, P.G. Abril 2019.

Figura 8. Animal em aparelho RotaRod.

4.7.2 Teste de Incapacitancia/ Distribui¢do do Peso nos membros traseiros (Weight

Bearing)

Os animais foram colocados em uma cdmara 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) foi avaliado em um periodo de cinco segundos. A
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aferi¢ao final da distribuicao do peso foi dada por uma média de trés aferigdes.

Esse teste foi realizado nos D7, D14, D21 e D28. Os animais foram colocados em uma
camara de vidro angulada e posicionados (Figura 9), de modo que cada membro traseiro repouse
sobre plataformas diferentes. O peso exercido sobre cada membro traseiro (mensurado em
gramas) sera avaliado em um periodo de cinco segundos. A afericao final da distribuicao do

peso serd dada por uma média de trés afericdes (SCHOTT et al. 1994).

Fonte: MENDONCA, P.G. Abril 2019.

Figura 9. Animal em aparelho Weight Bearing.

4.8 Analise radiografica

As radiografias do membro inferior dos animais foram obtidas através de aparelho de
raios-X PHILIPS Medical Systems Ltda, unidade seladora Rotax, KVP 125, #Série
PADXJL.10.001. Equipamento de raios-X com protecao radioldgica de acordo com a NBR IEC

60601-1-3-2001. Modelo KL.90.30/50. Reveladora DIRECT DIGITIZER, Model DRYPRO



SIGMA S/N 002650, P/N 9G9001, REF A4A9.

As imagens foram realizadas no D7 apds a fratura e nos D21 e D28 para
acompanhamento. Os animais foram submetidos a anestesia superficial por meio da
combinac¢do Ketamina e Xilazina nas doses (1:1; 0,05ml1/100g), respectivamente. No D28 ja
haviam sido eutanasiados e apenas o membro foi levado para raio x. Posicionados em dectbito
ventral com membros posteriores em abducao e flexdo de quadril e joelhos (90°) sobre o chassi

a uma distancia de 115cm do foco de acordo com as Figuras 10..
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Fonte: MENDONCA, P.G. Abril 2019.

Figura 10. Posicionamento dos animais no Raio X.

4.9 Analise histologica do tecido dsseo
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As tibias foram coletadas apos eutandsia e fixadas em formol tamponado a 10% (pH
7,2) por 48 horas. Seguiu-se o processo de descalcificagdo por 15 dias, a temperatura ambiente,
em solucao contendo EDTA (0,7 g), tartarato de sodio e potassio (8 g), tartarato de sodio (0,14
g), HCI (120 mL) e agua destilada (900 mL). Apos descalcificacdo, os espécimes foram
processados histologicamente conforme protocolos padrao: desidratacdo em alcool etilico em
concentragdes crescentes, diafanizacao em xilol e inclusao em parafina (BEHMER; TOLOSA,
2003; LUNA, 1968).

Foram obtidos cortes histologicos de 5 a 8 um, corados com Hematoxilina & Eosina
(HE), Tricromio de Masson e Picrosirius. As laminas foram avaliadas por microscopia Optica
de luz (Leica ICC50), com oculares 10 e objetivas 4%, 10x e 40x. A analise foi realizada as
cegas, com observacao das regides do defeito dsseo para avaliagdo do peridsteo, tecido 6sseo

imaturo, calo dsseo e grau de remodelacao.

4.10 Analise estatistica

A comparacao das médias dos diferentes grupos experimentais foi realizada pelo teste
t de Student ou andlise bivariada (ANOVA de duas vias), seguida do teste de Tukey. Na
avaliagdo das duas fontes de variabilidade, utilizou-se a analise de variancia bivariada (ANOVA
de duas vias). O valor de p < 0,05 foi considerado indicativo de significancia e os dados obtidos

foram analisados com o software GraphPad Prism 10® (GraphPad San Diego, CA).

5 RESULTADOS



46

A tese apresentada ao Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias da Saude (PPGCS) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), com titulo: Avaliagdo da agdo do extrato das
folhas de Persea americana mill. na regeneragdo de fratura OSSEA como requisito para

obtencao do titulo de doutor em Ciéncias da Saude foi dividida em dois capitulos:

Capitulo I: Efeitos do extrato das folhas de Persea americana Mill. e do exercicio

aerobico cronico sobre a consolidagdo de fratura 6ssea em ratos

Artigo a ser submetido no periddico Pharmaceutical Biology

¢ Qualis CAPES — Medicina I: Classificagao Al;

e Fator de impacto: 4.8;

Capitulo II: Efeitos do extrato das folhas de Persea americana Mill. sobre a

consolidacdo de fratura 6ssea em ratos por meio da avaliagado clinica.

Artigo a ser submetido no periodico American Journal of Translational Research

e Qualis CAPES — Medicina I: Classificacao Al;

e Fator de impacto: 4.060;
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CAPITULO I

Efeitos do extrato das folhas de Persea americana Mill. e do exercicio

aerobico cronico sobre a consolidacao de fratura 6ssea em ratos

Priscylla Gouveia Mendonga®* & Maria do Socorro de S. Cartagenes?

“Departmento de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Maranhdo, Sdo Luis, Brasil

* Autora correspondente: priscyllagouveia@yahoo.com.br
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Efeitos do extrato das folhas de Persea americana Mill. e do exercicio

aerobico cronico sobre a consolidacao de fratura 6ssea em ratos

Introdugdo Apesar dos avangos no tratamento de fraturas dsseas, muitos casos ainda apresentam
dificuldades na consolida¢@o, especialmente nas fraturas abertas da tibia. Produtos naturais
com propriedades osteogénicas e anti-inflamatérias tem sido investigados como fonte
potencial para novas terapias. Objetivo: Avaliar o(s) efeito(s) do extrato hidroetandlico das
folhas de Persea americana Mill. (EHPA) e/ou do exercicio aerdbico cronico sobre a
consolidacdo de fraturas de tibia em ratos. Métodos: Ratos Wistar (n = 30) foram randomizados
em cinco grupos (n = 6): saudavel (H), fratura + extrato (FE), fratura + extrato + natacdo (FEN),
fratura + natacdo (FN) e fratura sem tratamento (F). Os grupos FE e FEN receberam 750 mg/kg
de EHPA por via oral durante 28 dias. A consolidacdo dssea foi avaliada por histologia com
coloragoes especificas. O potencial anti-inflamatério foi avaliado por testes de inibigao das
enzimas COX-1 e COX-2. A analise fitoquimica foi realizada no laboratdrio central analitica 1Q-
USP e determinada por HPLC-MS/MS. Resultados: O tratamento somente com EHPA resultou
em consolidagdo 6ssea mais avancada, com melhora funcional e formagao de calo bem
organizado, rico em colageno tipo I. O grupo com EHPA + natagdo apresentou padrdo
intermediario, enquanto o exercicio isolado teve efeito limitado. A analise quimica identificou 24
compostos bioativos, com inibigdo seletiva e dose-dependente da COX-2 (até 55%).

Dentre os principais metabolitos, destacam-se procianidinas, flavonoides como orientina,
rutina e quercetina, além de derivados fendlicos e glicosideos. Conclusdo: O EHPA
demonstrou potencial terapéutico na regeneragao 6ssea, com perfil de seguranca favoravel e

superioridade em relagdo ao exercicio fisico isolado.

Palavras-chave: Reparo dsseo, Exercicio aerobico, Compostos fenélicos, Osteogénese.



49

Introducio

As fraturas Osseas representam uma das lesdes mais comuns do sistema musculoesquelético,
com impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes e custos crescentes para os
sistemas de satude. Estima-se que, globalmente, milhdes de pessoas sofram fraturas
anualmente, com risco aumentado de consolidagdo inadequada, especialmente em 0ssos
longos como a tibia distal, cuja vascularizagao limitada e anatomia favorecem o aparecimento
de complicagdes como a ndo unido e a consolidacao tardia (Murray et al. 2020; Efrima and

Khoury 2024; Bhattoa et al. 2025; Tan et al. 2025).

As ndo unides Osseas podem ser hipertroficas, quando ha formagdo excessiva de calo 6sseo,
ou atroficas, quando ha auséncia de formagao dssea e predominancia de tecido fibroso. Estas
ultimas representam um desafio terapéutico consideravel, exigindo intervengdes que vao além

das abordagens cirargicas convencionais (Wellings et al. 2024; Ghanem et al. 2025).

Nesse contexto, estratégias terapéuticas complementares tém ganhado destaque,
especialmente aquelas que aliam abordagens farmacologicas e ndo farmacologicas com menor
toxicidade. Entre essas abordagens, destaca-se o uso de produtos naturais com propriedades
farmacoldgicas relevantes, como os extratos vegetais ricos em flavonoides, triterpenos,
saponinas e procianidinas, compostos associados a efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e

osteogénicos (Barbalho et al. 2019; Kumari et al. 2023).

Persea americana Mill., conhecida popularmente como abacateiro, ¢ uma planta da familia
Lauraceae amplamente distribuida em regides tropicais. Diversos estudos ja demonstraram a

presenca de compostos bioativos em suas folhas, como flavonoides, saponinas, triterpenos e
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procianidinas, os quais apresentam efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes reconhecidos,
propriedades que podem contribuir de forma significativa para o reparo 6sseo (Yasir et al.

2010; Ashande et al. 2019; Contreras et al. 2022).

Além das abordagens fitoterapicas, intervengdes ndo farmacoldgicas como o exercicio
aerdbico cronico t€m sido estudadas por seu potencial modulador da regeneracao éssea (Chen
et al. 2022; Duda et al. 2023). Atividades como a natagdo, quando praticadas de forma
controlada, promovem estimulos mecanicos leves que favorecem o metabolismo 6sseo,
aumento da vascularizagdo e expressao de fatores osteogénicos, podendo atuar (Jung et al.

2004; Guo et al. 2020).

Considerando a relevancia do controle da inflamacao e da estimulag¢do da osteogénese na
consolidagdo 6ssea, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato
hidroetanolico das folhas de Persea americana Mill. (EHPA) e do exercicio aerdbico cronico
(natagdo) sobre a regeneracao 6ssea em modelo experimental de fratura de tibia em ratos. A
investigacao envolveu analises comportamentais, bioquimicas, radioldgicas, histologicas e

cromatograficas, buscando elucidar o potencial terapéutico integrado dessas duas abordagens.

Material e Métodos

Coleta e preparagdo do extrato vegetal

Foram coletados 4,225 kg de folhas de Persea americana Mill. no municipio de Paco do
Lumiar — MA (2°28°21.6”S, 44°09°14.3”W), em setembro de 2022. O material vegetal foi
seco em estufa com circulagdo de ar (méx. 38 °C) e triturado em moinho tipo Willey,
resultando em 1,665 kg de p6. A extragao foi realizada por maceragao com etanol 70% (1:3

p/v) durante 15 dias. Apos filtragdo, parte do extrato foi reservado para andlise quimica e o
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restante concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C, obtendo-se o
extrato hidroetandlico bruto (EHPA), com rendimento de 38%. O extrato apresentou

coloracdo verde, odor adocicado e pH 5,0.

Animais experimentais

Foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com peso entre
200 e 300 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (22 + 2 °C), ciclo claro/escuro de 12
horas, com livre acesso a 4gua e ragdo. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo

de Etica no Uso de Animais da UFMA (n° 23115.000750/2022-11).

Protocolo experimental
Os animais foram distribuidos em cinco grupos (n = 6 por grupo):
Grupo H: saudével, sem qualquer intervengao;
Grupo FE: fratura induzida + tratamento com EHPA;
Grupo FEN: fratura + EHPA + natacao diaria (30 min);
Grupo FN: fratura + natagao (30 min);
Grupo F: fratura, sem intervencao.

A dose de 750 mg/kg de EHPA foi administrada por gavagem oral durante 28 dias. A natacao

foi realizada em tanque com agua a 31 = 1 °C, com adaptacdo prévia de sete dias.
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Intervengdo com exercicio aerobico cronico

Uma semana antes da fratura, os animais dos grupos FEN e FN foram submetidos a protocolo
de adaptacdo a natagdo para reduzir o estresse e garantir seguranca durante o exercicio. O
procedimento foi realizado em tanque cilindrico (60 cm % 120 cm), com temperatura da agua

mantida a 31 + 1°C (Harri and Kuusela 1986; Marangon et al. 2002).

Nos dois primeiros dias, os animais foram imersos em agua rasa por 5 minutos. Nos dias
seguintes, o nivel da 4gua e o tempo de natagdo foram gradualmente aumentados, atingindo

10 minutos continuos no sétimo dia (Manchado-Gobatto et al. 2010).

Inducgdo da fratura

A fratura foi realizada sob anestesia com midazolam (1 mg/kg) e tramadol (5 mg/kg) por via
intraperitoneal, associada a manutencao com isoflurano a 2%. Ap0s preparo asséptico,
realizou-se fratura aberta diafisaria da tibia direita com microretifica (broca 0,5 mm, 15.000
rpm), conforme modelo adaptado (Urabe et al. 2003; Ogasawara et al. 2008). A incisdo foi

suturada com fio absorvivel e aplicado iodo topico.

Andlise cromatografica (HPLC-MS/MS)

A andlise foi realizada no laboratorio central analitica IQ-USP. O EHPA foi analisado por
HPLC acoplado a espectrometro de massas (Amazon Speed ETD, Bruker), com ionizagdo por
electrospray (ESI) e modo de aquisi¢do positivo e negativo. Utilizou-se coluna Phenomenex

Luna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um), com fase movel: (A) dgua + 0,1% acido formico, (B)
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acetonitrila, fluxo de 1 mL/min. Gradiente linear: 0—60 min (5-100% B), 60—70 min (100%

B).

Inibi¢ao enzimatica da ciclooxigenase

A atividade inibitoria do EHPA sobre COX-1 e COX-2 foi avaliada in vitro (Cayman
Chemical®, kit colorimétrico). Foram testadas as concentragdes de 2, 10 e 50 ug/mL, em

triplicata. A absorbancia foi lida a 590 nm (Morais et al. 2023).

Andlise histologica do tecido osseo

As tibias foram coletadas apos eutanasia e fixadas em formol tamponado a 10% (pH 7,2) por
48 horas. Seguiu-se o processo de descalcificagao por 15 dias, a temperatura ambiente, em
solugdo contendo EDTA (0,7 g), tartarato de sddio e potassio (8 g), tartarato de sddio (0,14 g),
HCI (120 mL) e dgua destilada (900 mL). Apds descalcificagdo, os espécimes foram
processados histologicamente conforme protocolos padrao: desidratagdo em alcool etilico em
concentragdes crescentes, diafaniza¢do em xilol e inclusdo em parafina (Luna 1968; Behmer

and Tolosa 2003).

Foram obtidos cortes histologicos de 5 a 8 um, corados com Hematoxilina & Eosina (HE),
Tricromio de Masson e Picrosirius. As laminas foram avaliadas por microscopia optica de luz
(Leica ICC50), com oculares 10x e objetivas 4%, 10x e 40%. A analise foi realizada as cegas,
com observagao das regides do defeito 6sseo para avaliacdo do peridsteo, tecido dsseo

imaturo, calo dsseo e grau de remodelacao.
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Analise cromatogrdafica (HPLC-MS/MS)

A andlise do extrato hidroetandlico das folhas de Persea americana Mill., realizada por
HPLC-ESI-IT-MS/MS, permitiu a identificacdo de 24 compostos nos modos de ionizagao
positivo e negativo (Tabela 1). Dentre os principais metabolitos, destacam-se procianidinas,
flavonoides como orientina, rutina e quercetina, além de derivados fenolicos e glicosideos.
Dezessete dessas substancias apresentaram perfis compativeis com dados previamente
descritos na literatura, reforcando o potencial farmacologico do extrato, especialmente pelas

propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (Figura 1).

Atividade inibitoria das enzimas COX

O EHPA nao apresentou inibi¢do significativa da COX-1 nas concentragdes testadas. Em
contrapartida, demonstrou inibi¢do da COX-2: 37,94% (2 pg/mL; p < 0,005), 44,93% (10
pg/mL; p <0,0005) e 55,94% (50 pg/mL; p < 0,0001). Os resultados indicam seletividade

para a isoforma COX-2, relacionada a inflamacao e dor (Figura 2).

Andlise histologica do tecido osseo

A analise histoldgica evidenciou diferentes estagios de reparo dsseo entre os grupos
experimentais (Figura 3). No grupo saudéavel (H), observou-se estrutura 6ssea preservada,
com periosteo continuo, osso cortical maduro com organizagao lamelar e canal medular

contendo tecido hematopoético. As coloracdes de Tricromio de Masson e Picrosirius
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revelaram colageno tipo I bem organizado, sem sinais de regeneragdo ativa evidenciando um

padrao de normalidade.
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No grupo FE, tratado com o extrato, verificou-se consolidac¢ao dssea avangada, com formagao
de calo bem delimitado, presenga de tecido 6sseo imaturo em remodelacdo e matriz rica em
coldgeno tipo I. Ostedcitos distribuidos irregularmente estavam presentes nas lacunas, € o

canal medular permaneceu funcional, com peridsteo preservado (Figura 3).

O grupo FN, submetido apenas a natacao, apresentou consolidagido secundaria por ossificagao
mista (endocondral e intramembranosa), com calo fibroso vascularizado e presenga de
osteoblastos e condrdcitos hipertroficos formando molde de cartilagem hialina. A matriz
colagena mostrou-se desorganizada, conforme evidenciado pelas colorag¢des histoquimicas

(Figura 3).

No grupo FEN, que recebeu extrato e exercicio, os achados indicaram estagio intermediario
de reparo. Houve predominio de ossificagdo intramembranosa, com areas residuais de
ossificacdo endochondral (Figura 3). Osteocitos e osteoblastos mostraram organizagao parcial

em lamelas, e a linha de fratura ainda era discretamente visivel em algumas amostras.

Por fim, no grupo fraturado sem tratamento (F), observou-se reparo 0sseo inicial, com calo
volumoso e desorganizado, presenca de tecido fibroso com intensa vascularizagdo e linha de
fratura bem definida. Também foram identificados condrocitos hipertroficos e colageno

distribuido de forma irregular, sugerindo inicio da ossificagdo endocondral (Figura 3).

As coloragdes de Tricromio de Masson e Picrosirius confirmaram a predominéncia de
colageno tipo I nos grupos submetidos a fraturas (Figura 3), reforcando a imaturidade da
matriz 6ssea nos diferentes estagios de regeneracao analisados. As analises histopatologicas
do baco, figado e rim ndo mostraram alteragdes patoldgicas, na dose administrada do EHPA

(750 mg / kg).
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Discussao

O presente estudo demonstrou que tanto o extrato hidroetanolico das folhas de Persea
americana Mill. (EHPA), quanto o exercicio aerdbico cronico, promovem efeitos sobre a
consolidacdo de fraturas 6sseas em ratos. No entanto, os dados funcionais e histologicos
indicam que a interven¢do com EHPA isoladamente foi mais eficaz que o exercicio ou a

combinagdo de ambos.

O grupo tratado com EHPA (FE) apresentou consolidagdo ¢ssea avangada, evidenciada por
calo 6sseo bem delimitado, colageno tipo I predominante e reorganizagdo lamelar em curso.
Tais achados sdo consistentes com os efeitos osteogénicos descritos para flavonoides,
procianidinas e outros compostos fenolicos presentes nas folhas de P. americana, os quais
estimulam a diferenciagdo osteoblastica e a mineralizagdo da matriz 6ssea (Weaver et al.

2012; Shen and Chyu 2016; Ramesh et al. 2021; Taleuzzaman et al. 2025).

Além disso, a inibi¢do seletiva da COX-2 demonstrada pelo extrato reforga seu perfil anti-
inflamatorio sem os efeitos adversos tipicos de AINEs, uma vez que a COX-1 foi preservada.
A modulagdo da COX-2 na fase inicial do reparo ¢sseo pode favorecer a formagao e a
remodelagdo do calo, como ja descrito em modelos experimentais (Simon et al. 2002;

Mahmoud et al. 2021).

O grupo submetido a associacao entre extrato e natacao (FEN) apresentou resultados
intermediarios. A ossificagdo intramembranosa predominou, mas persistiram sinais de reparo
incompleto, como a presenca de areas de ossificagdo endocondral e linha de fratura
discretamente visivel. Embora o exercicio fisico esteja associado a estimulag¢ao da
regeneragao 6ssea por meio de microcargas e aumento da perfusdo local (Volpon et al. 2015;

Kang et al. 2017), os achados ndo indicam efeito sinérgico ou aditivo entre EHPA e natacao.
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Ao contrario do esperado, a introdugdo precoce da carga mecanica leve por meio da natacao
pode ter interferido negativamente na formagao e estabilidade do calo primario, prejudicando
a progressao ideal da consolidacdo 6ssea. Esse achado estd em consonancia com a literatura
(Freitas et al. 2025), que demonstraram que a natagao prolongada em ratos Wistar promove
efeitos divergentes na qualidade 6ssea conforme a regido anatomica. Embora tenha favorecido
a conectividade trabecular em vértebras, a natagdo reduziu a massa 6ssea, a espessura cortical
¢ a microarquitetura trabecular de ossos longos como o fémur e a tibia — regides diretamente

implicadas na consolidacdo de fraturas (Figura 3).

Adicionalmente, uma revisao recente reforca essa evidéncia ao demonstrar que, entre os
diferentes protocolos de exercicio fisico avaliados em modelos animais, a natagao, por ser
uma atividade sem sustentacdo de peso, estd mais frequentemente associada a efeitos dsseos
negativos, especialmente quando comparada a exercicios de impacto ou resisténcia (Portier et

al. 2020).

No presente estudo, o grupo FN (fratura + natacdo) refletiu essa limitagao, apresentando
padrao de consolidagdo mais lento, com calo fibroso desorganizado, ossificacao
predominantemente endocondral e matriz frouxa (Figura 3). Apesar de o exercicio fisico
ativar vias osteogénicas, seus efeitos isolados, especialmente em ossos longos submetidos a
fratura instadvel, mostraram-se insuficientes para garantir uma regeneracao eficaz. Isso reforca
a hipotese de que a intervengao farmacoldgica, como o EHPA, exerca papel determinante na

indugdo e estabilizagdo do processo regenerativo.

No grupo fraturado sem tratamento (F), a persisténcia da linha de fratura, a formacao de calo

volumoso ¢ a imaturidade da matriz dssea evidenciaram um processo reparativo limitado,
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ressaltando a importancia de intervengdes para acelerar e qualificar o processo de

consolidacao (Figura 3).

As coloragdes de Tricromio de Masson e Picrosirius reforcaram os achados histologicos,
evidenciando predominio de colageno tipo I imaturo nos grupos fraturados, especialmente nos
grupos sem tratamento ou com consolidagdo incompleta (Figura 3). A organizacao
progressiva da matriz nos grupos FE e FEN sugere transi¢ao para osso lamelar, conforme
descrito (Pape et al. 2010), ainda que com maior eficiéncia no grupo tratado apenas com

EHPA.

Portanto, os resultados deste estudo indicam que o extrato de Persea americana exerce papel
dominante na modulagdo da regeneracdo 6ssea, com efeitos superiores aos observados com o
exercicio fisico isolado. A combinagdo entre extrato e exercicio ndo promoveu beneficios
adicionais significativos, o que sugere auséncia de efeito sinérgico ou aditivo entre as
intervencoes nas condi¢des avaliadas. Ainda assim, o potencial translacional do EHPA como
agente promissor na consolidagdo de fraturas ¢ evidente, especialmente em contextos clinicos

nos quais o reparo 6sseo encontra-se comprometido.

e Conclusao

Os resultados deste estudo demonstram que o extrato hidroetandlico das folhas de Persea
americana Mill. (EHPA), administrado na dose de 750 mg/kg, favorece significativamente a
consolidacdo dssea em modelo experimental, promovendo formagdo de calo bem organizado,
predominio de coldgeno tipo I e sinais evidentes de remodelagdo ativa. Além disso, o extrato
apresentou inibicao seletiva da enzima COX-2, indicando potencial anti-inflamatdrio com

perfil de seguranca.
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A associacao com exercicio aerdbico cronico (natagdo), no protocolo utilizado, ndo resultou
em efeito aditivo quando comparada ao tratamento com EHPA isolado, sugerindo que o

extrato desempenha papel principal no processo regenerativo.

Investigagdes futuras, incluindo estudos moleculares e ensaios clinicos, sdo recomendadas

para validar esses achados e aprofundar a compreensao dos mecanismos envolvidos.
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Legendas

Tabela 1. Constituintes quimicos identificados no extrato hidroetandlico das folhas de Persea
americana Mill., por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS).
A identificacdo foi realizada com base em massas moleculares, tempos de retengdo e

fragmentacgdo por espectrometria.

Figura 1. Cromatograma do extrato hidroetanolico das folhas de Persea americana Mill. obtido
por LC-MS/MS, evidenciando os principais picos de compostos identificados. Abaixo,

estruturas quimicas representativas dos principais fitoquimicos detectados no extrato.

Figura 2. Percentual de inibi¢ao da ciclooxigenase-2 (COX-2) in vitro induzido pelo extrato
hidroetanolico das folhas de Persea americana Mill. (EHPA), testado nas concentragdes de 2
pg/mL, 10 pg/mL e 50 pg/mL. Pontos e barras representam média = SEM (One way Anova
Newman Tukey). 2 pg/mL (**p < 0,005) quando comparado com 10 pg/mL, 10 pg/mL (***p
< 0,0005) quando comparado com 50 pg/mL e 2 pg/mL (****p <(0,0001) quando comparado

com 50 pg/mL.

Figura 3. Analise histoldgica da tibia em diferentes grupos experimentais. Cortes corados com
Hematoxilina & Eosina (HE), Tricrdmio de Masson e Picrosirius. Presenca de calo 6sseo, grau
de organizacdo da matriz e padrdo de ossifica¢do variando entre os grupos. Asterisco: periosteo;

seta: calo 0sseo. Escala: 500 um.
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Tabela 1: Constituintes quimicos identificados no extrato hidroetandlico de Persea
americana Mill., por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC- MS)

Numero  TRa |M-+H]+ b Fragmentos Substéancias Propostas
M+Nal+c¢

1 28 385 193, 157, 139 Acido acetil hexosil caféico

2 17.1 449 303, 285, 257 Orientina

3 16.3 525 479, 317 Verbascosideo

4 24.8 308 291, 236 n.i*

5 25.2 318 256 Crinamidina

6 33.1 439%* 416,257, 147 Pulmatina

7 36.1 353 261, 163 n.i

8 36.1 569 285, 185 Luteina

9 37.8 701 539 n.i

10 40.2 353 335, 261 n.i

11 42.0 573 287, 269 n.i

12 46.3 577 289, 253 Dimero de catequina

Numero TR [M-H]- d Fragmentos Substancias Propostas

la 3.7 317 191, 165 Derivado de acido quimico

2a 7.3 583 537,315 n.i

3a 7.3 315 153 Isorhamentina

4a 8.6 583 537 n.i

5a 10.3 563 281 Vicenina 1

6a 12.8 563 517, 191 Apigenina-6,8-C pentosideo
hexosideo

7a 14.7 609 301 Rutina

8a 17.1 447 301 Quercetrina

9a 18.9 431 281, 167 Vitexina

10a 21.6 593 547,447, 285 kaempferol 7-O-
neohesperidosideo

l1a 315 739 593, 301 Apigenina-C-hexosideo-O-
rhamnosil- hexosideo

12a 394 1027 983,773, 513 Derivado de Procianidina
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CAPITULO II

AVALIACAO DOS EFEITOS DO EXTRATO DAS FOLHAS DE PERSEA
AMERICANA MILL., sobre CONSOLIDACAO DE FRATURA OSSEA EM
RATOS POR MEIO AVALIACAO CLINICA.
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Avaliagao dos efeitos do extrato das folhas de Persea americana Mill sobre

consolidacao de fratura 6ssea em ratos por meio da avaliagao clinica

Priscylla G. Mendonga," Maria S. S. Cartagenes,’

" Departamento de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Maranhéo, S&o Luis,
Brasil

Solicitagoes de reimpressoes:
Priscylla G. Mendonga, MSc, Departamento de Ciéncias da Saude, Universidade Federal

do Maranh&o - S&o Luis, Av. dos Portugueses 1966, MA, 65080-805, Brasil,

Email: priscyllagouveia@yahoo.com.br


mailto:priscyllagouveia@yahoo.com.br

Resumo: Nos ultimos anos, os métodos de tratamento para fraturas dsseas tém
avancgado significativamente, porém alguns ainda mostram problemas na cicatrizagéo.
As fraturas expostas mais comuns sdo observadas nas tibias em 20 a 40% das
situagdes. O aumento do uso de artigos naturais, especialmente os de cunho medicinal,
fitofarmacos abrangem uma ampla gama de possibilidades para a criagdo de novos
farmacos destinados ao tratamento de doencas e condi¢cdes relacionadas. Analisar o
efeito do extrato de Persea americana Mill. na recuperagdo de fraturas Osseas.
Metodologia: Ratos Wistar (n = 30) foram randomizados em cinco grupos (n = 6):
saudavel (H), fratura + extrato (FE), fratura + extrato + natagao (FEN), fratura + natagao
(FN) e fratura sem tratamento (F). Os grupos FE e FEN receberam 750 mg/kg de EHPA
por via oral durante 28 dias. Resultados: A radiografia validando a formagéo da fratura
no D21 e no D28 assim como aspectos comportamentais (analise clinica) e os achados
bioquimicos e hematolégicos apontam a recuperagdao do tecido 6sseo nos grupos

tratados com extrato, sendo o grupo tratado com extrado isolado com melhor resultado.

Palavras-chave: Persea americana Mill, Analise clinca, Fratura 6ssea; Cicatrizacao

ossea
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Introdugao

A industria de plantas medicinais e fitoterapicos tem se consolidado como uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de medicamentos seguros, eficazes e
de qualidade [1]. Essa abordagem representa uma oportunidade estratégica para
ampliar o leque de tratamentos ofertados pelo Sistema Unico de Saude (SUS),
contribuindo para o aprimoramento da atencédo a saude e para a promogao da

inclusao terapéutica da populacgao.

O uso terapéutico de produtos naturais é baseado em praticas tradicionais de longa
data, e permanece relevante especialmente em paises em desenvolvimento, onde o
acesso a medicina convencional pode ser limitado. No Brasil, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Decreto n°® 5.813/2006) tem como objetivo integrar
esse conhecimento a saude publica, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade
nacional e assegurando uma base tecnolégica confiavel [2]. Para sua efetiva
incorporagao ao sistema de saude, é essencial que os fitoterapicos sejam prescritos

com base em critérios rigorosos de eficacia, seguranca, qualidade e acessibilidade

[3].

Entre as condi¢gbes clinicas que podem se beneficiar de novas abordagens
terapéuticas esta a fratura éssea, uma das lesbes mais prevalentes do sistema
musculoesquelético. Essas lesdes impactam significativamente a qualidade de vida

dos pacientes e representam uma demanda crescente para os servicos de saude.
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Estima-se que milhdes de pessoas sofram fraturas anualmente em todo o mundo,
com risco elevado de cicatrizagao inadequada, especialmente em 0ssos longos como
a tibia distal, cuja anatomia e vascularizagao limitada favorecem complicacbées como

nao uniéo e retardo na consolidagao [4-7].

As fraturas que evoluem para nao unido podem ser classificadas como hipertroficas,
caracterizadas pela formacao excessiva de calo 6sseo, ou atréficas, marcadas pela
auséncia de regeneracdo adequada e predominio de tecido fibroso. Esta ultima
representa um desafio terapéutico significativo, frequentemente exigindo estratégias

além das intervengdes cirurgicas convencionais [8,9].

Diante desse cenario, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do extrato
hidroetandlico das folhas de Persea americana Mill. sobre a consolidagao de fraturas
O0sseas em ratos, por meio de analises clinicas, funcionais, bioquimicas e
radiograficas, bem como investigar possiveis efeitos toxicos sistémicos associados ao

Seu uso.

Material e métodos

Coleta e preparagao do extrato vegetal

Foram coletadas 4.225 kg de folhas de Persea americana Mill. na regidao de Pago do
Lumiar — MA (2°28°21.6”S, 44°09’14.3"W), em setembro de 2022. As folhas foram

submetidas a secagem em estufa com ventilagdo (temperatura maxima de 38 °C) e, em
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seguida, moidas em um moinho do tipo Willey, resultando em 1,665 kg de p6. O processo
de extracéo foi feito através da maceracdo em etanol a 70% (relagéo 1:3 p/v) por um
periodo de 15 dias. Depois da filtragdo, uma parte do extrato foi separada para analises
quimicas, enquanto o restante foi concentrado em um evaporador rotativo sob pressao
reduzida a 40 °C, resultando no extrato hidroetandlico bruto (EHPA), com um rendimento

de 38%. O extrato apresentou uma coloragéo verde, um aroma doce e um pH de 5,0.

Animais experimentais

Trinta ratos machos da raga Wistar (Rattus norvegicus), pesando entre 200 e 300 g,
foram utilizados, os quais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA). Os animais foram mantidos em um ambiente com
temperatura regulada (22 £ 2 °C) e um ciclo de luz e escuriddo de 12 horas, tendo
acesso livre a agua e ragao. O protocolo da pesquisa recebeu aprovagéo da Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFMA (n° 23115.000750/2022-11).

Protocolo experimental

Os animais foram distribuidos em cinco grupos (n = 6 por grupo):

Grupo H: saudavel, sem qualquer intervengao;

Grupo FE: fratura induzida + tratamento com EHPA;

Grupo FEN: fratura + EHPA + natag&o diaria (30 min);

Grupo FN: fratura + natagao (30 min);

Grupo F: fratura, sem intervencéo.
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A dose de 750 mg/kg de EHPA foi administrada por gavagem oral durante 28 dias. A
natacgéao foi realizada em tanque com agua a 31 + 1 °C, com adaptacédo prévia de sete

dias.

Inducgéo da fratura

A fratura foi realizada sob anestesia com midazolam (1 mg/kg) e tramadol (5 mg/kg)
por via intraperitoneal, associada a manutengcédo com isoflurano a 2%. Apds preparo
asseéptico, realizou-se fratura aberta diafisaria da tibia direita com microretifica (broca
0,5 mm, 15.000 rpm), conforme modelo adaptado [10,11]. A incis&o foi suturada com
fio absorvivel e aplicado iodo topico.

Anélise bioquimica e hematologica

Coletas sanguineas foram realizadas nos dias 0 e 28 para dosagens bioquimicas
(glicose, colesterol, triglicerideos, uréia, creatinina, ALT, AST e fosfatase alcalina) e
hemograma (leucécitos, linfocitos, hemoglobina), utilizando kits LABTEST® em

analisador semiautomatico Bioplus®.

Andlise radiogréfica

As radiografias dos membros inferiores dos animais foram obtidas por meio de um
aparelho de raios-X PHILIPS Medical Systems Ltda (unidade seladora Rotax, KVP

125, série PADXJL.10.001), com protegéao radiolégica de acordo com a norma NBR
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IEC 60601-1-3-2001. O modelo utilizado foi o KL.90.30/50, acoplado a reveladora

DIRECT DIGITIZER (Model DRYPRO SIGMA, S/N 002650, P/N 9G9001, REF A4A9).

As imagens foram realizadas no sétimo dia apds a indugdo da fratura (D7) e
novamente nos dias 21 (D21) e 28 (D28), com o objetivo de acompanhar a progressao
da consolidagdo 6ssea. Para a aquisigdo das radiografias nos dias D7 e D21, os
animais foram submetidos a anestesia superficial, por via intraperitoneal, com a
combinacao de cetamina e xilazina (1:1; 0,05 mL/100 g). No D28, os animais ja haviam

sido eutanasiados, e apenas os membros isolados foram radiografados.

Durante a aquisicao das imagens, os animais foram posicionados em decubito
ventral, com os membros posteriores abduzidos e as articulagées do quadril e joelho

em flexdo de 90°. O foco do aparelho foi mantido a uma distancia de 115 cm do chassi.

Avaliacéo clinica

Teste de deambulagéo forgada (RotaRod)

Os animais foram submetidos ao aparelho RotaRod (IITC Life Science®, EUA), a 16
rpom por 300 segundos nos dias 7, 14, 21 e 28. O uso do membro fraturado foi avaliado

por escala numérica de 1 a 5[12].

Teste de distribuicdo de peso (Weight Bearing)
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Os animais foram posicionados em camara de vidro com apoio separado das patas
traseiras. A média de trés medigcdes (em gramas) foi registrada nos dias 7, 14, 21 e

28, com avaliagao da distribui¢ao do peso [13].

Analise histologica de orgdos

Analise de cortes histologicos de orgaos como baco, figado e rim apds adminstragao
do EHPA (750 mg / kg) por 28 dias foram avaliadas por coloragdo em Hematoxilina-

eosina.

Analise estatistica

A comparacao das médias dos diferentes grupos experimentais foi realizada pelo
teste t de Student ou analise bivariada (ANOVA de duas vias), seguida do teste de
Tukey. Na avaliacdo das duas fontes de variabilidade, utilizou-se a analise de
variancia bivariada (ANOVA de duas vias). O valor de p < 0,05 foi considerado
indicativo de significAncia e os dados obtidos foram analisados com o software

GraphPad Prism 7® (GraphPad San Diego, CA).

Resultados

Parémetros bioquimicos e hematolégicos

Nao foram observadas alteragbes significativas nos parametros bioquimicos e

hematoldgicos entre os grupos tratados com EHPA ou submetidos ao exercicio
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aerobico crénico, em comparagao ao grupo saudavel (H). Os valores de glicemia,
colesterol, triglicerideos, ureia, creatinina, ALT, AST, fosfatase alcalina, hemoglobina,
leucdcitos e linfécitos mantiveram-se dentro da faixa fisiologica de referéncia,
considerando o animal controle desse estudo. Esses achados sugerem auséncia de
toxicidade sistémica do extrato na dose administrada, bem como auséncia de efeitos
adversos decorrentes do exercicio fisico. Os dados completos estdo apresentados na

Tabela 1.

Avaliagéo radiografica

As imagens radiograficas revelaram diferengcas no padrdao de consolidacdo éssea
entre os grupos experimentais. No grupo FE, observou-se formagao de calo 6sseo
bem definido e auséncia da linha de fratura ja no 21° dia, indicando consolidagao
avancada (Figura 1). O grupo FEN apresentou calo 6sseo moderado, com sinais
evidentes de remodelagao progressiva. Em contraste no 28° dia, os grupos FN e F
exibiram calo irregular ou ausente, com persisténcia da linha de fratura, sugerindo
atraso no processo de consolidagao (Figura 3B). Como esperado, o grupo saudavel
(H) manteve a integridade 6ssea estrutural, sem alteragdes radiograficas (Figura 2).

Avaliacéo clinica
Deambulagéo for¢ada (RotaRod)

A avaliagao funcional pelo teste de deambulagéo for¢ada (RotaRod) revelou melhora
progressiva nos grupos tratados com EHPA (FE) e EHPA associado a natacao (FEN),

com pontuagdes entre 4 e 5 até o 28° dia, indicando recuperagédo do uso do membro
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fraturado (Figura 3). O grupo FEN apresentou leve variagdo nos primeiros dias, mas
evoluiu de forma semelhante ao grupo FE. Em contraste, os grupos FN (natagéo) e F
(controle fraturado) mantiveram escores baixos durante todo o experimento, sendo o
grupo F o mais comprometido, sem sinais de recuperacao funcional até o final do

estudo.

No D7, houve redugao significativa de desempenho funcional (p < 0,0001) nos grupos
FE, FEN, FN e F em comparagao ao grupo saudavel (H), confirmando a eficacia da
inducao da fratura. Ainda no D7, o grupo FEN apresentou melhora significativa em

relacéo ao grupo FE (p <0,0001), sugerindo efeito benéfico da atividade fisica prévia.

No D14, as comparagdes entre o grupo H e os demais mantiveram-se significativas
(p < 0,0001). Entre os grupos tratados, observaram-se diferencas significativas entre
FE vs FEN (p = 0,0020), FE vs FN (p < 0,0001), FEN vs F (p <0,0001), FEN vs FN e

F (p < 0,0001), e FN vs F (p < 0,0001).

No D21, os grupos tratados continuaram a demonstrar melhor desempenho em
relagdo ao grupo controle, com significancia estatistica mantida nas comparacoes
entre H vs demais grupos (p < 0,0001), FEvs FN e F (p <0,0001), FENvs FNe F (p

<0,0001), e FN vs F (p < 0,0001).

No D28, observou-se melhora nos grupos FE e FEN, com diferengas significativas

entre H vs FE (p = 0,0020) e Hvs FN e F (p < 0,0001). Também foram observadas



93

diferengas entre FE vs FEN (p = 0,0020), FEN vs FN e F (p < 0,0001), e FNvs F (p <

0,0001).

Durante todo o periodo, apenas os grupos FE, FEN e FN demonstraram melhora
funcional, com inicio mais evidente a partir do D14. O grupo F nao apresentou

evolugao significativa em nenhum dos pontos avaliados.

Distribuigdo de peso (Weight Bearing)

A avaliacdo da incapacidade funcional por meio do teste de suporte de peso
evidenciou diferengas significativas entre os grupos (Figura 4). Os animais dos grupos
FE e FEN apresentaram recuperagao progressiva na distribuicdo de peso no membro

fraturado, com valores proximos aos do grupo saudavel (H) ao final dos 28 dias.

O grupo FEN apresentou leves variagdes nos primeiros dias, mas com evolugao
positiva. Ja os grupos FN e F mantiveram padrao assimétrico de suporte de peso,
com sobrecarga compensatoria no membro contralateral, indicando
comprometimento funcional persistente, especialmente no grupo F, que obteve os

piores resultados ao longo do experimento.

A analise considera a diferencga percentual entre os membros contralateral e ipsilateral
a fratura, sendo que maiores valores no membro oposto indicam déficit funcional. No

D7, observou-se reducao significativa no suporte de peso nos grupos FE, FEN, FN e
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F em comparagao ao grupo H (p < 0,0001), confirmando a eficacia da indugéo da
fratura. Além disso, houve melhora significativa no grupo FEN em relagéo ao FE (p <
0,0001), sugerindo efeito positivo da atividade fisica prévia. Comparagdes entre FEN

e os grupos FN e F também apresentaram significancia (p < 0,0001).

No D14, as comparagdes entre o grupo H e os grupos FN e F mantiveram significancia
(p < 0,0001), assim como em H vs FE (p = 0,0031) e H vs FEN (p = 0,0042). As
comparacgdes entre FE vs FN e F, e FEN vs FN e F, também mostraram diferengas
estatisticas (p < 0,0001). O grupo F diferiu significativamente dos demais (p < 0,0001).
No D21, o grupo H apresentou diferenca significativa em relagéo aos grupos FN, F e
FE (p < 0,0001), e também em relagédo ao FEN (p = 0,0001). Comparacdes entre FE
e os grupos FN e F, e entre FEN e os mesmos grupos, mantiveram significancia (p <

0,0001). FN e F diferiram entre si com p = 0,0031.

No D28, observaram-se diferengas entre He F (p <0,0001), He FN (p = 0,0007) e H
e FE (p = 0,0006). As comparacgdes entre FE, FEN e FN com o grupo F também

apresentaram significancia (p < 0,0001).

A partir do D14, os animais tratados com EHPA passaram a demonstrar melhora
progressiva, com distribuicdo de peso mais equilibrada entre os membros. No D28,
0s grupos tratados atingiram padrao funcional semelhante ao normal, enquanto o

grupo F permaneceu com déficit evidente até o final do protocolo.



95

Analises histologica de orgdos

O bacgo, figado e rim, foram avaliados por cortes histolégicos em coloragdo por
hematoxilina-eonina ndo mostraram alteragdes patologicas, na dose administrada do
EHPA (750 mg / kg), demonstrando assim que o extrato n&do induziu toxicidade.

(Figura 5).

Discussao

A administragdo do extrato hidroetandlico de Persea americana Mill. (EHPA),
isoladamente ou em combinagdo com exercicio fisico, demonstrou efeitos positivos
no processo de consolidagao 6ssea em modelo experimental de fratura de tibia em
ratos. Os resultados radiograficos, funcionais e clinicos evidenciaram melhora
significativa nos grupos tratados, especialmente no grupo que recebeu apenas o
extrato, sugerindo que os componentes bioativos presentes nas folhas da planta

exercem acgao benéfica sobre os mecanismos de regeneracao éssea.

A melhora observada nos testes de deambulag¢ao forgada (RotaRod) e de suporte de
peso (Weight Bearing) indicou recuperagédo funcional progressiva dos membros
afetados, sobretudo a partir do 14° dia, coincidindo com o inicio da fase de
consolidagdo é6ssea. O grupo tratado exclusivamente com EHPA (FE) apresentou
desempenho superior ao grupo que combinou o extrato com exercicio fisico (FEN), o
que pode estar relacionado a possivel interferéncia de sobrecarga mecanica durante

a fase inflamatadria inicial, ou a auséncia de sinergismo entre as abordagens.
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Esses achados corroboram estudos anteriores que demonstraram propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e regenerativas associadas a compostos fendlicos,
flavonoides e acidos graxos presentes em extratos de Persea americana [14,15].
Esses constituintes atuam tanto na modulagcéo da resposta inflamatéria quanto na
estimulacdo de vias osteogénicas, favorecendo a formacédo de calo ésseo e a

remodelagao estrutural.

A auséncia de alteragcdes nos parametros bioquimicos, hematologicos e histologicos
confirma o perfil de seguranca do EHPA na dose administrada (750 mg/kg), em
concordancia com relatos prévios que também nao observaram toxicidade hepatica,
renal ou hematoldgica em modelos animais tratados com extratos da planta [14]. Esse
aspecto reforca o potencial translacional do extrato como candidato fitoterapico
seguro para intervengdes clinicas voltadas a regeneragao ossea.

No entanto, a associacao entre tratamento fitoterapico e exercicio fisico nao resultou
em efeitos aditivos ou sinérgicos expressivos. Embora o grupo FEN tenha
apresentado evolugao funcional, o desempenho ficou abaixo do grupo FE em diversos
parametros. Isso sugere que, nas condicbes analisadas, o esforgo fisico pode ter

limitado os efeitos anabdlicos do extrato durante fases criticas da reparacao 6ssea.

Além disso, os grupos FN (exercicio isolado) e F (sem tratamento) mantiveram atraso
significativo na recuperagdo, confirmando que o estimulo fisico, sem suporte

farmacoldgico, nao foi suficiente para promover consolidacdo adequada da fratura
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dentro do periodo experimental. Este achado também reforgca a importancia da
modulagdo bioquimica no microambiente ésseo como fator determinante para a

regeneracgao eficaz.

Por fim, apesar dos resultados promissores, € importante considerar limitagées do
estudo, como o tamanho amostral reduzido, a auséncia de avaliacdo molecular dos
marcadores de regeneragao e a necessidade de testes em modelos mais complexos
ou com comorbidades. Estudos futuros deverao abordar essas lacunas para validar e
expandir o uso clinico de compostos derivados de Persea americana na ortopedia

regenerativa.

Conclusao

Este estudo revelou que o extrato hidroetandlico das folhas de Persea americana Mill.
(EHPA) e o exercicio aerdbico cronico influenciam positivamente a consolidacao de
fraturas 6sseas em ratos. Contudo, os resultados funcionais, radiograficos e clinicos
apontam que o uso isolado do EHPA apresentou maior eficacia em comparacgao tanto

ao exercicio quanto a abordagem combinada.

Sob a perspectiva toxicoldgica, a auséncia de mudangas relevantes nos parametros
bioquimicos e hematoldgicos observada nos grupos tratados reafirma a seguranca do
EHPA na dose administrada, em alinhamento com pesquisas anteriores [16]. Na
analise histologica de orgaos nao houve necrose, isquemia, inflamacao ou qualquer

tipo de lesado celular.
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Os achados deste estudo demonstram que o extrato de Persea americana possui um
efeito predominante na modulagédo da regeneracao 6ssea, superando os resultados
obtidos com o exercicio fisico realizado isoladamente. A combinagao entre o uso do
extrato e a pratica de exercicio ndo gerou beneficios adicionais relevantes, indicando
auséncia de interagdo sinérgica ou aditiva entre as intervengdes nas condi¢des
analisadas. Contudo, o potencial translacional do EHPA como um agente promissor
para a consolidacédo de fraturas é evidente, sobretudo em cenarios clinicos onde o

processo de reparo 0sseo esta prejudicado.
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Legendas das figuras e tabelas

Figura 1. Radiografias de fratura de tibias em ratos Wistar nos dias 21 (D21) e 28
(D28) apds inducéo da fratura. S&o apresentados os grupos experimentais: fratura +

extrato (FE), fratura + extrato + natagédo (FEN), fratura + natagao (FN) e fratura sem
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tratamento (F). No D21, o grupo FE ja exibe consolidagdo éssea adequada, sem sinais
de ma formacdo. O grupo FEN mostra inicio de consolidagdo com pequeno espago
residual. Os grupos FN e F mantém a linha de fratura visivel, sendo o grupo FN com

pequeno calo e o grupo F com fratura completa, mesmo sem sobrecarga mecanica.

Figura 2. No D28, o grupo FE apresenta consolidagdo completa e unidao éssea sem
deformidades. O grupo FEN exibe calo bem definido, porém com deformidade
residual. Os grupos FN e F continuam com deformidades e sinais de ndo unido, sendo

o grupo F com fratura ndo consolidada e linha visivelmente nitida.

Figura 3. Efeito da administragao do extrato hidroetandlico de Persea americana Mill.
(EHPA) no teste de Atividade Motora/Deambulagao Forgada (RotaRod), em modelo
de fratura de tibia em ratos. As linhas representam a média dos valores obtidos (n =
6 por grupo) com barras de erro indicando o desvio padréo. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA de duas vias (Two-way ANOVA) seguida do teste de Tukey. A
fratura foi induzida no dia 0 (DO). A deambulagao forgada foi avaliada nos dias 3, 7, 9,
14, 21 e 28, classificando o uso do membro fraturado em leve, grave ou total
incapacidade. Os grupos FE e FEN receberam EHPA (750 mg/kg, via oral) a partir do
D3, por 28 dias consecutivos. O grupo saudavel (H) nao foi submetido a fratura nem
ao tratamento. Simbolos como ****, ##HH, &&&&, °°°° indicam diferencas estatisticas

significativas entre os grupos nas respectivas comparagdes (p < 0,05). (C)

Figura 4. Imagem NIRF ex vivo e correlagdo com PET. Efeito da administragdo do
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extrato hidroetandlico de Persea americana Mill. (EHPA) no teste de incapacidade
funcional (Weight Bearing) em modelo de fratura de tibia em ratos. As linhas
representam a média da distribuicdo de peso no membro posterior direito (n = 6 por
grupo), com barras de erro indicando o desvio padrdo. A analise estatistica foi
conduzida por ANOVA de duas vias (Two-way ANOVA) com pos-teste de Tukey. A
fratura foi induzida no dia 0 (DO0), e a avaliagao da incapacidade funcional foi realizada
nos dias 3, 7, 9, 14, 21 e 28 apds a fratura, por meio do teste de Suporte de Peso. A
administracao do EHPA (750 mg/kg, via oral) foi iniciada no D3 para os grupos FE e
FEN, sendo mantida por 28 dias. O grupo saudavel (H) nao foi submetido a fratura
nem ao tratamento. Simbolos como **** ####, &&&&, °°°° indicam diferencgas

estatisticas significativas entre os grupos nas respectivas comparacgdes (p < 0,05).

Figura 5. Cortes histologicos exemplares do bago (A), figado (B) e rim (C). Cortes
histolégicos exemplares do bago (A), figado (B) e rim (C). As imagens ndo mostram
sinais de isquemia, necrose, les&o celular e / ou inflamacao. (Hematoxilina- Eosina -

coloragcéo HE, Bar = 100 ym, 100 x).

Tabela 1. Parametros bioquimicos e hematolégicos dos grupos experimentais e
valores de referéncia para ratos Wistar. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos tratados com EHPA e os controles. Dados expressos

como média.
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Tabela 1. Parédmetros BioqLéimicos e Hematoldgicos. C
PARAMETROS H FE FEN FN F
Glic mg/dl  143+3,0 133,3%3,06 133,7+2,52 149,00+2,0 139,6742,52
ColT mg/dl  61,3t2,1 52,0+2,0 54,3+2,52 60,33+1,53 68,33+153
Trig md/dl  50,3%2,5 48,0+2,0 45,3+2,08 48,33+2,52 53,67+1,53
CR mg/dl 0,6 +0,1 0,63+0,06 0,6+0,10 0,63+0,06 0,63+0,06
UR mg/dl 43+2,0 43+3,0 44+1,0 42,67+2,52 42,331+2,52
ALP U/ 94,0£3,6 92,33+2,52  90,3%1,53 94,33+2,08 90,33+2,52
AST U/l 131,3+2,5 135,3+3,06 137,3+2,08 135,00+2,65 138,00+1
ALT U/ 61,3+2,1 58,0+2,0 58,7+1,53 59,33+1,53 57,33+3,21
Hb g/dl 15,240,2 15,5+0,46 15,6+0,20 15,90+0,10 15,63+0,25
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6 ONSIDERACOES FINAIS

Esta tese, estruturada no formato de artigos cientificos, integrou investigacdes
complementares sobre os efeitos terapéuticos e a seguranga do extrato hidroetanolico de Persea
americana Mill. no processo de consolidacdo de fraturas Osseas. Ao reunir evidéncias
experimentais obtidas por meio de diferentes metodologias, foi possivel construir um panorama
robusto sobre a atuagdo do extrato nas diversas fases da regeneragdo Ossea e suas implicagdes
funcionais.

O conjunto dos artigos apresentados reafirma o papel da fitoterapia como uma
alternativa viavel e segura para o tratamento de condicdes clinicas complexas, especialmente
em contextos de dificil acesso a medicina convencional. Os achados aqui descritos refor¢cam a
importancia da valoriza¢ao do conhecimento tradicional associado a biodiversidade brasileira
e da sua incorporacao qualificada as praticas de saude baseadas em evidéncias.

Espera-se que os resultados obtidos nesta tese estimulem novas pesquisas com foco
em modelos translacionais e clinicos, a fim de validar os efeitos terapéuticos do extrato em
diferentes contextos patologicos. Além disso, a abordagem interdisciplinar adotada contribui
para o fortalecimento de uma ciéncia mais integrada, critica e voltada as necessidades reais da

satide publica brasileira.

7 CONCLUSAO

A presente tese teve como objetivo investigar os efeitos do extrato hidroetanolico das

folhas de Persea americana Mill. (EHPA) sobre o processo de consolidacao de fraturas 6sseas,
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utilizando modelo experimental em ratos, e avaliar a possivel toxicidade sistémica decorrente
de seu uso prolongado. Por meio da articulagdo entre estudos clinicos, funcionais, bioquimicos,
hematologicos, histologicos e radiograficos, os resultados obtidos demonstraram que a
administracdo oral do extrato promoveu melhora significativa na recuperagdo funcional e na
distribuicdo de carga sobre o membro fraturado, além de evidéncias claras de regeneragdo 6ssea
eficiente, especialmente a partir do 14° dia pos-fratura.

Observou-se ainda que o uso isolado do extrato resultou em desempenho superior
quando comparado a sua associagdo com exercicio fisico. Essa constatagdo sugere que a pratica
de atividade fisica, quando iniciada precocemente apods o trauma, pode interferir negativamente
no processo de consolidagdo, possivelmente por intensificar a resposta inflamatoria inicial.
Além disso, os grupos submetidos apenas ao exercicio fisico ou mantidos sem intervencao
apresentaram evolug¢do clinica e funcional significativamente inferior, o que refor¢a a
importancia da atuagdo fitoterapica no contexto de fraturas complexas.

Importante destacar que, em todas as analises de toxicidade sistémica realizadas, nao
foram observadas alteracdes relevantes nos parametros bioquimicos, hematologicos ou
histopatologicos dos 6rgaos vitais, o que evidencia um bom perfil de seguranca do extrato na
dose e tempo utilizados. Esses achados indicam o potencial do EHPA como agente terapéutico
complementar no tratamento de fraturas, especialmente em situagdes clinicas onde a
consolidagdo dssea apresenta maior risco de complicagdes, como no caso de fraturas atroficas.

Dessa forma, os objetivos propostos nesta tese foram plenamente alcangados. Os
resultados obtidos ampliam o conhecimento sobre o potencial terapéutico de Persea americana
e fornecem subsidios para futuras pesquisas translacionais e aplicagdes clinicas no campo da

ortopedia regenerativa.
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