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RESUMO 
 
 
 

Resumo: Os tratamentos para fraturas ósseas têm melhorado nos últimos anos, mas 
alguns ainda apresentam distúrbios de consolidação. As fraturas expostas mais 
frequentes ocorrem na tíbia, com pevalência variando de 20 a 40% dos casos. A 
crescente utilização de produtos naturais, principalmente plantas medicinais e 
compostos relacionados com estudos fitofarmacêuticos, explica a existência de um 
vasto leque para desenvolvimento de novos medicamentos, para tratamento de 
patologias e afecções associadas. Objetivos: Avaliar a eficácia da administração do 
extrato hidroetanólico das folhas da Persea Americana Mill. na consolidação de fraturas 
de tíbia em ratos submetidos ou não à atividade física. Metodologia: Cinco grupos 
experimentais com 6 animais. Grupo Saudável (H): Sem intervenção; Fratura + Extrato 
(FE): Fratura induzida e EHPA oral; Fratura + Extrato + Natação (FEN): Fratura 
induzida, EHPA e 30 min de natação diária; Fratura + Natação (FN): Fratura induzida, 
natação por 30 min; e Fratura (F): Fratura induzida. A dose de 750mg / kg de EHPA 
administrada por gavagem oral 28 dias. Resultados: Por meio da caracterização pela 
cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa do extrato de Persea 

americana Mill. apresentou 24 substâncias, ionizadas de modo positivo e negativo, 17 
já descritas na literatura. A porcentagem de inibição da (COX-2) in vitro, induzida pelo 
EHPA, foi de até 55% sendo proporcional ao aumento da dose. Os parâmetros 
comportamentais, os efeitos radiológicos e a histologia do tecido ósseo corado com 
hamatoxilina eosina são melhores em grupos tratados com EHPA (750mg / kg). A 
histologia do baço, fígado e rim não mostrou alterações patológicas e a dose 
administrada não induziu toxicidade. 
 
 
Palavras-chave: Persea americana Mill.; procianidinas, fratura; reparo; tíbia; ratos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 
 

ABSTRACT 
 
 

 
Abstract: Treatments for bone fractures have improved in recent years, but some still 
show consolidation disorders. The most frequent open fractures occur in the tibia, with 
prevalence ranging from 20-40% of cases. The increasing use of natural products, 
mainly medicinal plants and compounds related to phytopharmaceutical studies, explain 
the existence of a wide scope for the development of new drugs, particularly of 
vegetable origin to treat pathologies and associated conditions. Objectives: To evaluate 
the effectiveness of the administration of hydroethanolic extract of the leaves of Persea 

Americana Mill. in the consolidation of tibial fractures in rats submitted or not to 
physical activity. Methodology: Five experimental groups with 6 animals. Healthy 
Group (H): Without intervation; Fracture + Extract (EF): Induced fracture and oral 
EHPA; Fracture + Extract + Swimming (SEF): Induced fracture, EHPA and 30 min of 
daily swimming; Fracture + Swimming (SF): Induced fracture, swimming for 30 min; 
and Fracture (F): Induced fracture. The dose of 750mg/kg EHPA administered by oral 
gavage 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. Behavioral parameters, radiological effects and 
histology of bone tissue stained with hamatoxylin and eosin are better in groups treated 
with EHPA(750mg/kg). Histology of the spleen, liver and kidney did not show 
pathological changes and the dose administered did not induce toxicity. 

Keywords: Persea Americana Mill; procyanidin; fractures; repair; tibial; rats  
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1-INTRODUÇÃO 
Nas primícias da civilização pré-histórica, os seres humanos buscavam alívio e 

tratamento de suas dores usando produtos naturais, como plantas, animais (PIAO et al., 

2016).  No Brasil, a biodiversidade e o potencial econômico da flora brasileira,  

demonstra a riqueza em plantas produtoras dos mais diferentes insumos, bem como o 

potencial medicinal de várias espécies. A indústria de plantas medicinais e de 

fitoterápicos torna-se uma excelente alternativa ao acesso a medicamentos seguros, 

eficazes, de qualidade e a preços acessíveis (HASENCLEVER et al., 2017). Representa 

a possibilidade de ampliação de opções terapêuticas ofertadas aos usuários do Sistema 

Único de Saúde (SUS) na perspectiva de melhoria da atenção à saúde e de inclusão 

social. 

Dentro da prática para tratamentos não invasivos, foi pactuada na Comissão 

Intergestores Tripartite, aprovada pelo Conselho Nacional de Saúde no ano de 2005 e 

publicada por meio de Portaria GM nº 971, de 03 de maio de 2006, a Política Nacional 

de Práticas Complementares e Integrativas do SUS (PNPIC) que propôs a inclusão das 

Plantas Medicinais e dos Fitoterápicos como opções terapêuticas no Sistema Público de 

Saúde (BRASIL, 2012). A PNPIC contempla diretrizes e responsabilidades 

institucionais para oferta de serviços e produtos de homeopatia, plantas medicinais e 

fitoterapia entre outros. Em março de 2017, a PNPIC foi ampliada em 14 outras práticas 

a partir da publicação da Portaria GM nº 849/2017 ampliando as abordagens de cuidado 

e as possibilidades terapêuticas para os usuários, garantindo maiores integralidade e 

resolutividade da atenção à saúde (BRASIL, 2018).  

Essa política traz dentre suas diretrizes a elaboração da Relação Nacional de 

Plantas Medicinais e de Fitoterápicos 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 fitoterápico pela população (BRASIL, 2014).  

Ressalta-se que a espécie estudada, Persea americana Mill, encontra-se listada na 

posição 48, conhecida popularmente como abacateiro. Tem sido utilizada na medicina 

recente e tradicional na prevenção e tratamento de doenças artríticas (MAHEU et al., 

2014).  

No Maranhão, o Laboratório Experimental de Estudo da Dor-LEED já estuda a 

Persea amricana Mill na dor neuropática, osteoartrite e nos seus mecanismos de ação. 

Considerando o emprego popular e a comprovação do efeito analgésico mostrado por 

esta espécie vegetal, optou-se por uma nova linha de pesquisa no referido laboratório, 
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utilizando-se da fratura como objeto de estudo. A hipótese estabelecida para este projeto 

é: O extrato hidroetanólico das folhas de Persea americana Mill. (EHPA) possui 

eficácia em modelo experimental na consolidação de fraturas de tíbias em ratos. 

 

2-REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1- A importância dos produtos naturais para os países em desenvolvimento 

O uso de plantas sem qualquer padronização química ou biológica para tratar 

inúmeras doenças levou a criação da Politica Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos, aprovada por meio do Decreto Nº 5.813, de 22 de junho de 2006, que 

estabelecem diretrizes e linhas prioritárias para desenvolvimento de ações e inovações 

fortalecendo cadeias e arranjos produtivos ao uso sustentável da biodiversidade 

brasileira (DANIA, 2013).  

O uso de plantas medicinais é uma prática secular, baseada em conhecimentos 

populares e transmitida por diversas gerações. Assim, sempre houve busca por terapias 

não invasivas. O uso racional compreende a prescrição apropriada fundamentada no 

emprego de plantas e preparações derivadas com qualidade, segurança, eficácia, com 

disponibilidade oportuna e a preços acessíveis, garantindo a dispensação em condições 

adequadas e o consumo nas doses indicadas, nos intervalos definidos e no período de 

tempo indicado (JOÃO, 2010).  

 

2.2-A espécie Persea americana Mill. 

O gênero Persea contém cerca de 50 espécies, uma delas sendo a americana, 

adicionando a abreviatura do seu descritor, portanto, designou-se Persea americana 

Mill. Como a própria nomenclatura indica, originou-se no Novo Mundo, bem como a 

maioria das espécies e algumas tem suas origens ligadas ao sudeste da Ásia (BERGH; 

ELLSTRAND, 1986). As primeiras referências sobre o abacate foram feitas por 

navegadores ainda nos primeiros anos do descobrimento da América, entre 1526 e 1554 

em relatos descrevendo plantas encontradas na antiga cidade do México e no local onde 

hoje é a Colômbia. Nesses relatos os abacates receberam várias denominações, como 

nahuati e ahuacati, provavelmente de origem indígena.  

O botânico sueco Carolus Linnaeus, classificou o abacateiro no gênero Laurus, 

mas no “Dicionário dos Jardineiros” (1754), Miller publicou uma descrição do gênero 

Persea, nomenclatura já utilizada anteriormente por outros estudiosos, e ao que tudo 



16 

 

indica aparentemente oriunda da mitologia grega não existindo outras referências ou 

conexões históricas (BERGH; ELLSTRAND, 1986). 

Pesquisas arqueológicas indicam que o abacateiro era explorado na região há 

mais de 10 mil anos (KOLLER, 1984). Do ponto de vista geográfico, existem três 

espécies distinguíveis de abacate, a mexicana (Persea americana variedade drymifolia), 

da índia ocidental (Persea americana variedade americana) e a guatemalteca (Persea 

nubigena) variedade nubigena e Persea nubigena variedade guatemalensis. As 

variedades comerciaus existentes são híbridas dessas raças, Hass, Fuerte e Pinkerton.  

(DEEPTI D et al., 2013). 

A árvore de Persea americana Mill. mede de 10 a 15 metros, possui córtex 

aromático e caule lenhoso. A família Laureaceae é considerada uma das famílias mais 

primitivas pertencentes à divisão Magnoliophyta (CRONQUIST, 1988). Sua copa 

geralmente é ampla, que pode ser reta, espalhada ou arredondada, as folhas são grandes 

entre 9 a 18 cm de comprimento, lisas, ceriáceas, de cor verde escura, formato oval-

oblongas, de margens inteiras, mais ou menos onduladas, brilhantes na face superior e 

foscas na inferior, podendo ser mais avermelhadas quando novas (MARANCA, 

KOLLER, 1992), segue abaixo Figura 1 da Persea americana Mill. 

                                        
Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

 
Figura 1: Área de cultivo da Persea americana Mill. em zona rural do município de 
Paço do Lumiar, Estado do Maranhão, Brasil. Abril 2019. 

 
 

As flores são andróginas ou hermafroditas, são pequenas, perfumadas, de cor 

branca a verde-amarelada, reunidas em racemos axilares e terminais, formadas na 

primeira e dispostas em inflorescências do tipo cacho. As flores atraem bastantes 

abelhas e por isso, o abacateiro é uma planta melífera (CANTO, SANTOS E 
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TRAVAGLINI, 1978). Seu fruto é comestível e tem forma de drupa esférica e de cor 

verde amarelada, sua polpa é oleosa, amarelada e similar à manteiga. 

 A espécie prefere os solos sílico argiloso, férteis e profundos (Farmacopéia, 

2010). O fruto do abacateiro é bastante conhecido pelas propriedades nutricionais, rica 

em proteínas e gordura, contendo ainda fósforo que auxilia na formação de ossos e 

dentes e evita a fadiga mental. Suas flores são pequenas, brancas amareladas e dispostas 

em forma de cacho (ALONSO, 2004) (SANTOS et al., 1988).  

 

2.3-Estudos sobre Persea americana Mill. 

As extrações aquosas e metanólica das folhas do abacateiro demonstraram 

atividade hipotensiva dose-dependente quando testadas em camundongos. No entanto, 

seu efeito é rápido e passageiro, não ultrapassando 3 minutos, o que pode ser devido ao 

acelerado metabolismo dos animais testados. Os extratos eram administrados pela via 

intravenosa e a pressão, então, era mensurada com auxílio de um cateter acoplado à 

artéria carótida. Não foram observadas diferenças significativas entre a ação hipotensiva 

do extrato aquoso e do metanólico (ADEBOYE, 1998). 

 O extrato aquoso possui ação vasorelaxante, provavelmente devido à inibição do 

fluxo de Ca++ pelos canais voltagem dependentes e fatores relaxantes derivados do 

endotélio vascular. O teste foi feito a partir de anéis de aorta isolados de ratos. Estes 

anéis foram previamente contraídos com noradrenalina, seguido de adição do extrato 

aquoso. A ação vasorelaxante foi observada comparando a dilatação do anel da aorta 

induzida pelo extrato com diversos fármacos vasorelaxantes sintéticos (OWOLABI, 

2005). 

Os extratos aquosos e metanólicos das folhas de Persea americana Mill. 

apresentaram ação hipoglicemiante (redução de 16 e 11% de glucose sanguínea 

respectivamente) e hipocolesterolemiante (redução de 8 e 5% de colesteróis totais 

respectivamente) em ratos. O estudo foi realizado com ratos albinos com 

hipercolesterolemia induzida (concentração de glucose e colesterol total elevadas no 

plasma) a partir de uma dieta composta de 20% de óleo de amendoim, 0,5% de 

colesterol e 0,25% de ácido cólico. Estes ratos foram submetidos a um tratamento com 

os extratos aquosos e metanólicos por oito semanas (BAHAR I, 2007). 

No Brasil, as preparações advindas desta espécie são utilizadas para o combate a 

problemas renais, ação diurética e anti-hipertensiva, vermífugo, anemia, helmintíases, 

reumatismo, e ajuda na prevenção de câncer, tendo o caroço, folha e flor como as partes 
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utilizadas pela população local (REGO, 1995) (PAMPLONA; ROGER 1999) (LU et al., 

2005) (BARBOSA et al., 2010).   As partes mais utilizadas como fontes de pesquisas 

são as folhas, a casca, o fruto e a semente, por apresentarem composições químicas 

variadas. As principais substâncias encontradas são carboidratos, proteínas, gordura, 

taninos, metilegenol, dopamina, esparagina, ácidos málico, acético, gordura 

monoinsaturada e carotenóides. Já existem estudos sobre a correlação entre a fração 

aquosa das folhas de Persea americana Mill. e atividade anti-edema, sendo esta 

evidenciada através de testes como da carragenina, teste da formalina, dentre outros 

(ADEYEMI et al., 2002).  

A infusão das folhas tem atividade espasmogênicas sobre o íleo de suínos e 

útero de rata, como também efeito hipotensor e depressor do sistema respiratório. O 

extrato etanólico de folhas do abacateiro demonstrou um efeito diurético em ratos. O 

fruto, submetido à infusão, demonstrou uma ação larvicida sobre mosquitos Anopheles 

gambiae, uma espécie transmissora da febre amarela. Neste experimento, a ação 

larvicida do fruto imaturo foi notoriamente superior à ação da rotenona, um inseticida 

comum. O conjunto de proantocianidinas, taninos condensados, flavonas e catequinas 

seriam responsáveis por uma neutralização de hemorragias induzidas por veneno da 

serpente Bothrops asper. A atividade antimicrobiana é bastante descrita principalmente 

relacionada aos óleos essenciais da semente do abacate. Para os estudos da ação 

antitumoral, os resultados indicam o fruto imaturo e a polpa como as porções mais 

eficientes para este tipo de tratamento (ALONSO, 2004). 

O LEED, da Universidade Federal do Maranhão, já desenvolve pesquisas com a 

Persea americana Mill.  Um dos primeiros estudos demostrou a ação anti-inflamatória e 

antinociceptiva do (EHPA) em diferentes ensaios. A ação anti-inflamatória do EHPA 

envolve o processo de inibição das enzimas Cicloxigenases, principalmente a COX tipo 

2, em sinergismo com a modulação de histamina e/ou serotonina. O EHPA apresentou 

efeito central, sugerindo o antagonismo de receptores do tipo NMDA. O tratamento 

com EHPA 250 e 500mg/kg reduziu o edema de pata induzido por carragenina em 40% 

e 70%, respectivamente. O EHPA (50, 250 e 500mg/kg) reduziu a nocicepção causada 

pelo ácido acético, assim como também na segunda fase (inflamatória) do teste de 

formalina (LIMA, 2018).  

Um segundo estudo do LEED demonstrou que a administração oral do EHPA 

apresenta efeitos antinociceptivos com participação anti-inflamatória, sugerindo que 

esses efeitos possam estar ligados à presença de flavonoides, terpenos e fenóis; que 
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podem contribuir com a redução da atividade das enzimas COX 1 e COX 2, 

consequentemente reduzindo a dor de natureza neuropática. O ensaio in silico permitiu 

selecionar a substância β-amirina, sugerindo que, por essa molécula ter apresentado o 

melhor perfil de afinidade entre os compostos, com interações moleculares estáveis com 

COX 1 e COX 2 (FRANÇA, 2018). 

Um terceiro estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do EHPA em modelo 

experimental de osteoartrite em joelhos de ratos. O tratamento por via oral na dose de 

500mg/Kg HEPA foi eficaz para reduzir a dor em osteoartrite através da avaliação dos 

parâmetros clínicos/comportamentais utilizados (deambulação forçada, sensibilidade 

tátil e hiperalgesia mecânica) em ambos os protocolos de tratamento.  A utilização de 

Persea americana Mill. sugere uma melhora no comprometimento articular e 

cartilaginoso, mostrando resultados positivos nas radiografias e análise histopatológica. 

(BONFIM, 2019). 

O quarto estudo do grupo, investigou os possíveis mecanismos envolvidos na 

ação antinociceptiva da fração acetato de etila (F.PaAcet) e butanólica (F.PaBut) da 

espécie vegetal na dose de 500mg/kg. Avaliou-se a participação da via opióide, L-

arginina-óxido nítrico, α-adrenoreceptores e sistema muscarínico na atividade 

antinociceptiva e anti-inflamatória das frações através do teste de nocicepção induzida 

por formalina e edema de pata por carragenina. As F.PaAcet e F.PaBut apresentaram 

ação anti-inflamatória significante nas doses e concentrações testadas. Sugere-se que as 

frações tenham suas atividades associadas à modulação da liberação de óxido nítrico 

(NO) (CASTRO, 2020).  

Em publicação recente, edição especial da Pharmacology of Medicinal Plants, o 

abacate teve destaque. Foram estudados extratos vegetais feitos de frutas e sementes de 

abacate e de soja, espécie já caracterizada pelos seus potentes efeitos antiinflamatórios. 

O estudo recomenda a mistura de abacate e soja como tratamento adjuvante da dor 

osteoartrítica e tratamento sintomático de ação lenta da osteoartrite do quadril e joelho; 

doenças autoimunes; esclerodermia difusa e estados semelhantes à esclerodermia. Além 

disso, foi relatado que pode melhorar o humor e a qualidade de vida das mulheres na 

pós-menopausa e na redução dos sintomas relacionados à menopausa (SALEH et al., 

2020). 

Outros autores relataram que os extratos etanólicos apresentaram atividade 

antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (exceto Escherichia 

coli), enquanto os extratos aquosos exibiram atividade contra Listeria 
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monocytogenes e Staphylococcus epidermidis  (RAYMOND et al., 2010).  O Extrato 

demonstrou eficácia contra a doença periodontal modulando a expressão do fator de 

crescimento transformador beta 1 (TGF-β1), TGF-β2 e proteína morfogenética óssea 2 

(BMP-2) (ANDRIAMANALIJAONA et al., 2006). 

O óleo de abacate contribui significativamente para a síndrome metabólica, 

reduz os eventos inflamatórios e exibiu resultados positivos nos indicadores 

bioquímicos (CARVAJA et al., 2014). Os feitos inibitórios do extrato fenólico da polpa, 

folhas e sementes de abacate foram realizados em várias enzimas do diabetes tipo 2 (α-

amilase e α-glucosidase)  (OBOH et al., 2014). Os esteróis, os principais componentes 

bioativos da ASU, também mostraram atividade anti-inflamatória em condrócitos 

articulares (LIPPIELLO et al., 2008). 

 As folhas foram amplamente estudadas por suas propriedades antioxidantes e 

diferentes estudos caracterizaram a presença de substâncias como os flavonoides, 

fenóis, alcaloides, esteroides e taninos (ANTIA et al.,2005). Em ensaios 

espectroscópicos convencionais o sal de diamônio do ácido 2,2′-azino-bis (3-

etilbenzotiazolina-6-sulfônico), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) apresenta 

capacidade de absorção de radicais de oxigênio, capacidade antioxidante redutora de 

cobre e capacidade de redução férrica do plasma, bem como análises analíticas mais 

sensíveis incluindo técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), 

espectrometria de massa de cromatografia líquida de alta performance (HPLC-MS), 

espectrometria de massa de cromatografia gasosa (GC-MS) e detector de ionização por 

chama de cromatografia em fase gasosa (GC-FID) (WYANG et al., 2010) (WANG et 

al., 2012) (SEGOVIA et al., 2016) (BOYADZHIEVA et al., 2018). 

A caracterização fitoquímica das folhas do abacateiro, mostrou presença de 

flavonoides, saponinas, esteroides e taninos com atividade antioxidante superior a 

vitamina C, validando a potencial utilização do extrato das folhas do abacateiro como 

importante agente modulador no tratamento de patologias relacionadas ao estresse 

oxidativo (BOHARI et al.,2018). 

 Vários estudos relataram que diferentes partes das plantas de abacate contêm 

potentes antioxidantes fenólicos, como clorogênico, quinico, succínico, pantotênico, 

abscísico, ferúlico, gálico, sinapínico, p- camárico, gentisico, protocatecuico. -, ácidos 

4-hidroxibenzóico e benzóico, quercetina, quercetina-3-glucósido, quercetina-3-

ramnósido, vanilina, p -ciclomail-D-glicose, catequinas, (-) - epicatequina e 
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procianidinas (FIGUEROA et al., 2018; LÓPEZ et al., 2016; TREMOCOLDI et 

al.,2018).  

Na Nígeria é tradicional a decocção de folhas de abacate para o tratamento de 

tumores e doenças relacionadas a tumores (ENGEL et al., 2011). Vários estudos 

investigaram as propriedades anti-inflamatórias do abacate através da modulação das 

respostas inflamatórias. Outra pesquisa destacou as propriedades curativas do óleo de 

abacate, aumentando a síntese de colágeno e diminuindo a inflamação em ratos Wistar 

(OLIVEIRA et al., 2013).Uma redução significativa da erosão da cartilagem articular e 

hemorragia sinovial em comparação ao placebo foi observada em cavalos usando 

extratos da ASU (KAWCAK et al., 2007).  

Compostos fenólicos de diferentes classes químicas, de ácidos orgânicos 

simples, como ácido gálico a flavonóides maiores, antocianidinas e tocoferóis, foram 

isolados de espécies de Pesea americana com atividades antioxidantes, neuroprotetoras 

e cardioprotetoras significativas (ORTEGA et al, 2019; RAMOS et al., 2013; 

SANTANA et al., 2019; BHATTACHJARYYA et al., 2010; LU et al., 2005; NAVEED 

et al., 2018). Considerando os riscos à saúde associados aos antioxidantes sintéticos, a 

extração, o isolamento e a identificação de antioxidantes de fontes naturais tornaram-se 

os principais focos de pesquisa das indústrias alimentícia, nutracêutica e farmacêutica 

nos últimos anos (BHUYAH et al., 2016). 

Outro estudo investigou a capacidade de bactérias de ácido lático autóctones 

selecionadas de compostos bioativos de abacate (Persea americana Mill.) na 

perspectiva de produzir suplementos alimentares ou preparações farmacêuticas. Foi 

desenvolvido um concentrado de abacate fermentado que resultou em altos níveis de 

aminoácidos livres totais. A fermentação também levou a um aumento acentuado da 

atividade antioxidante, com os níveis mais altos encontrados nos extratos solúveis em 

água e hexano. O ácido oleico e linoleico foram altamente metabolizados por 

Lactobacillus plantarum AVEF17, levando a altos niveis de ácido mono, di e tri-

hidroxi-octadecenóicos (FILANNINO et al., 2020). 

O extrato de semente de abacate foi misturado com maltodextrina e água e 

homogeneizado por 10 min a 8000 rpm. A solução de semente de abacate foi então seca 

por pulverização com diferentes temperaturas de entrada e taxas de fluxo de 

alimentação. O pó de semente de abacate seco por pulverização foi analisado quanto ao 

seu rendimento, teor de umidade, atividade da água, solubilidade e cor. Foi relatado que 
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a solução com a menor concentração de extrato de abacate (10 g) apresentou a melhor 

estabilidade em termos de presença de partículas e cor do soluto (ALISSA et al., 2020).  

Abacate, Macadâmia e manga são importantes espécies subtropicais de arvores 

cultivadas por seus frutos e nozes comestíveis. Utilizando cDNA, foi gerado um 

conjunto de dados abrangentes de RNA-Seq, unigenes foram anotados funcionalmente 

usando a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para consultar a Base de 

conhecimento Universal de Proteínas (UniProtKb). Este estudo fornece dados valiosos 

para experiências com genes e perfil de expressão de genes, bem como para plicações 

de anotação de genoma em andamento e futuras aplicações de desenvolvimento de 

marcadores (CHABIKWA et al., 2020). 

Perante os inúmeros trabalhos aqui apresentados, e em virtude de na literatura 

não haver relatos sobre a validação pré-clínica da atividade consolidadora das folhas de 

Persea americana Mill. em fraturas ósseas e dose específica, justifica-se o interesse do 

grupo de pesquisa do LEED em investigar estas atividades no extrato hidroetanólico na 

dose de 750mg/kg. A Tabela 1 apresenta levantamento Etnofarmacológico da espécie 

Persea americana Mill. demonstrando as partes da planta utilizada, o seu preparo, as 

vias, o uso e as referências. 

Tabela 1.  Levantamento Etnofarmacológico da espécie Persea americana Mill. 

PAÍS PARTES DA 
PLANTA 

PREPARO VIAS USO REFERÊNCIAS 

Brasil Folhas, 
Broto/semente 

Decocção 
Infusão 

In natura 

Oral Fígado, rim, 
Corrimento Mau 

hálito 

Coelho-Ferreira.2009 

Peru Folhas Trituração Cataplasma Trauma, contusões 
com edema 

Valadeau et al.,2010 

Brasil Folhas Decocção Oral Dor nos rins Cartaxo et al.,2010 

         África 
do Sul 

Raiz Oral Oral, 3x dia Diabetes, Hipertensão Semenya et al.,2012 

México Folhas Decocção Bochechos Cárie Rosas-Pinón et al., 
2012 

   Uganda  Folhas Decocção Oral diariamente Aumento do apeite e 
imunidade 

Asiimwe et al., 2013 

Peru Sementes Decocção ou 
infusão 

Oral Diarréia, cólicas, 
úlceras 

Monigatti; 
Bussmann; Weekerle 

2013 

Guiné Folhas Decocção Oral Malária Kamsu; Foguem; 
Diallo; Foguem, 2013 
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Quênia Folhas Pó Oral, 4,5g 3x dia Câncer de pele, mama 
e colorretal 

Ochwang’I et al., 
2014 

    Mauricia Fruto Suco com 
iogurte 

Oral/Semanal Catarata, 
hipercolesterolemia 

Mootoosamy, 
Mahomoodallyl. 
2014 

 África do Sul        Semente          Pasta Banho, tópico Limpeza facial, rugas Afolayan et al.,2014 

 
 
Fonte: Adaptada de Sousa ZL. Methanolic leaf extract from Persea americana acts as 
fungicide against Moniliophthora perniciosa. Plant Disease Journal, 2016. 
 

2.4- Fraturas ósseas e seus problemas associados 

Um dos graves problemas de saúde pública no mundo são as fraturas de tíbia. 

Dentre os pacientes que são vítimas de trauma fechados, as lesões do sistema músculo 

esquelético chegam a representar 85% dos atendimentos. Fraturas do terço médio de 

tíbias foram as mais frequentes por muitos anos. Estas possuem uma classificação pela 

Orthopaedic Trauma Association/Arbeitsgemeinschaft für Osteosynthesefragen 

(OTA/AO) e também possuem maiores opções de tratamento. As fraturas tipo A são 

classificadas como simples, as fragmentadas com cunha em B e as multifragmentadas 

complexas em C. Permitindo assim associar lesões as partes moles (JUNIOR et al., 

2017). 

Fraturas expostas de ossos longos ocorrem com uma incidência de 11,5 a 30,7 

por 100 mil pessoas por ano (COURT et al., 2012) (GUMBEL et al., 2016). Estima-se 

que nos Estados Unidos da América tais fraturas representem custo anual de 230 

milhões de dólares, o que indica o alto impacto socioeconômico dessas lesões 

(ARRUDA et al., 2009).   

Na fratura fechada pode haver pouco ou nenhum movimento ou deslocamento 

dos ossos quebrados sem penetração no tecido superficial. No entanto, na fratura 

exposta, há deslocamento de extremidades fraturadas com o osso penetrando nos tecidos 

que circundam o local, inclusive na pele, que fica lacerada (PRENTICE, 2012). As 

fraturas expostas são particularmente difíceis de tratar devido a pobre cobertura das 

partes moles e reduzido suprimento sanguíneo em algumas regiões.  Esta leva 

tratamento cirúrgico de urgência com desbridamento, antibioticoterapia, e estabilização 

óssea (RODRIGUES et al., 2014).  
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Apesar dos avanços ortopédicos para obtenção da consolidação óssea normal 

após fratura, aproximadamente 10% delas ainda apresentam atraso na consolidação ou 

se desenvolvem em pseudoartroses que podem causar incapacidade funcional (AZAD et 

al., 2009). A cicatrização é um dos processos mais estudados atualmente. Pesquisas têm 

avaliado a importância de sua estimulação na reabilitação funcional e estética do 

paciente (ROCHA, 2004). O tecido ósseo é um tecido conjuntivo altamente 

especializado, vascularizado, dinâmico (reabsorção e neoformações fisiológicas 

constantes) e com grande capacidade de regenerar após sofrer injúrias, quando 

comparado com outro tecido muscular esquelético, nervoso, tendões, etc (BAHAR et 

al., 2007).  

Embora os resultados do tratamento das fraturas tenham melhorado 

consideravelmente nos últimos anos, em virtude do maior conhecimento dos seus 

mecanismos e o respeito à biologia dos tecidos, parte delas ainda apresentam distúrbios 

de consolidação, principalmente em virtude da gravidade do trauma e de fatores 

sistêmicos que interferem negativamente no metabolismo (CLAES et al., 2012). As 

fraturas não consolidadas trazem grandes limitações para o paciente em virtude da dor, 

mobilidade anormal dos fragmentos e deformidades, chegando a impedir a sustentação.  

Assim, sempre houve busca por terapias não invasivas para tratar as fraturas que 

tem potencial de consolidação limitado, ou já anomalias de consolidação que, por falta 

de condições clínicas do paciente, ou contra indicação cirúrgica em virtude de más 

condições locais, ou mesmo infecção que impedem o tratamento cirúrgico seja 

instituído (GUIMARÃES, 2017). 

Na consolidação óssea normal, quatro fases distintas são imprescindíveis para 

que o reparo do tecido ósseo seja concluído: inflamação, formação calo ósseo mole, 

ósseo duro e remodelação (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2017). O processo tem início 

por um hematoma formado em resposta à lesão dos tecidos. Células progenitoras são 

recrutadas e chegam ao local da lesão, onde se proliferam e diferenciam-se em 

condrócitos e osteoblastos. Esse sistema de cascata que é desencadeado após a fratura 

contribui para o remodelamento das extremidades dos ossos fraturados, que ocorre pela 

combinação da ossificação endocondral e intramembranosa, garantindo a formação do 

calo ósseo, que consiste em tecido regenerado de preenchimento do espaço entre dois 

fragmentos ósseos e recupera a integridade mecânica desfeita pela fratura 

(FAZZALARI, 2011).  
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As fases do processo de cicatrização envolvem o pós-operatório onde o tecido 

sofre lesão pela cirurgia e ocorre a destruição tecidual, causando lesão diretamente na 

célula. A lesão celular culmina em alteração no metabolismo e liberação dos 

mediadores químicos, dando início à resposta inflamatória, com características 

peculiares como: calor, rubor, edema, sensibilidade alterada, dor e perda da 

funcionalidade. As estruturas musculoesqueléticas lesionadas passam pelo processo 

inflamatório que faz parte da reabilitação (PRETICE, 2012). 

O tecido ósseo sofre remodelação cujo objetivo é recuperar a anatomia e a 

função original do osso antes da fratura. A remodelação óssea é o resultado de um 

processo dinâmico de formação e reabsorção do tecido ósseo, em que a reabsorção 

causa a deterioração desse tecido enquanto a formação do mesmo é responsável pela 

reconstrução e fortalecimento do tecido deteriorado (KAYAL et al., 2009; 

FAZZALARI, 2011). 

As opções não invasivas para fratruras são limitadas na clínica médica. Os 

tratamentos mais utilizados são: com proteínas morfogenéticas ósseas, ultrassom 

pulsado de baixa intensidade, e um campo eletromagnético pulsado. A pesquisa de 

KRISHNAKUMAR et al. (2017), ADIE et al. (2011), entretanto,  indicou que a eficácia 

desses tratamentos é limitada. Inúmeras pesquisas apontam que a utilização do exercício 

físico pode ser um meio efetivo no aumento da massa óssea e na minimização dos 

efeitos deletérios da imobilização (APOLINÁRIO et al., 2011).  

Em relação aos agentes eletrofísicos, os efeitos do ultrassom (US) e a 

laserterapia de baixo nível (LLLT), estes muito utilizados na prática de fisioterapia. Foi 

investigado o processo de cicatrização óssea, por meio de análises biomecânicas e 

histológicas do calo ósseo. Alguns estudos sugerem que esses dispositivos são capazes 

de estimular a proliferação de osteoblastos e a osteogênese no local da fratura, 

resultando em uma maior deposição da massa óssea e acelerando o processo de 

consolidação. Neste não houve diferença estatística significante entre os US e LLLT. 

Assim, ambos são capazes de acelerar o processo de cicatrização óssea em ratos 

(OLIVEIRA et al., 2011).   

A eficácia da corrente russa na consolidação da fratura da tíbia em ratos adultos, 

sugeriram maior ossificação primária, intensa atividade osteogênica e aumento da 

espessura do periósteo, caracterizando ossificação mais avançada e maior presença de 

medula óssea trabecular em ratos do grupo submetido ao tratamento. Dessa forma, 

podemos atribuir mais um efeito benéfico às intervenções com corrente russa para o 
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tratamento da reabilitação pós-fratura. No grupo estimulado eletricamente o processo de 

osteogênese foi mais avançado (LIMA et al., 2017).  

A aplicação cutânea tópica de dióxido de carbono (CO2) por meio de um 

hidrogel melhora a absorção e acelera o reparo de fraturas em ratos, aumentando o fluxo 

sanguíneo e a angiogênese e promovendo a ossificação endocondral (KOGA et al., 

2014). O primeiro estudo exploratório da terapia com CO2 envolvendo pacientes 

humanos, avaliou a segurança da técnica e sua eficácia quando aplicada a pacientes com 

fratura. Dezenove pacientes foram submetidos à análise completa. Não foram 

observados eventos adversos. O sangue arterial não mostra efeitos sistêmicos adversos. 

A relação média do fluxo sanguíneo 20 min após a terapia com CO2 em comparação 

com nível de pré-tratamento aumentou aproximadamente duas vezes em um período 

(NIKURAL et al., 2019).  

Outro estudo avaliou o efeito do exercício físico e da administração de 

testosterona no processo de consolidação de fratura de tíbia e fíbula de ratos. O tamanho 

do calo ósseo foi maior no grupo submetido a tratamento combinando imobilização, 

exercício físico e testosterona. Os grupos tratados com testosterona - combinada ou não 

a programa de natação - apresentaram maiores níveis de fósforo e de fosfatase alcalina, 

além de menores níveis de proteínas totais e albumina. O grupo submetido ao programa 

de treinamento físico de natação combinado com a administração de testosterona obteve 

melhor consolidação óssea evidenciada pelo maior calo ósseo (CUNHA et al., 2012).  

Uma hipótese proposta por alguns pesquisadores para o efeito da atividade física 

é a de que a contração muscular levaria a uma melhora do processo de consolidação 

óssea por aumentar o fluxo sanguíneo (PARK; SILVA, 2004). Além disso, os estímulos 

mecânicos iniciam uma cadeia de eventos envolvendo mensageiros intracelulares que 

resultam em formação óssea e aumento na massa óssea por efeitos na codificação 

celular apropriada (JAGODZINSKI; KRETTEK, 2007).  

O aumento da massa muscular em resposta ao exercício promove maior tensão 

sobre a junção osteotendinosa, que resulta em maiores estímulos osteogênica, com 

consequente aumento na deposição de minerais no tecido ósseo (WAMOTO et al. 

1999). Adaptações positivas do tecido ósseo a diferentes tipos de exercício físico têm 

sido observadas em ratos e ratas jovens e em seres humanos jovens de ambos os sexos. 

Diferentes modelos de exercício (corrida em esteira, natação contínua e salto em 

profundidade) causam efeitos positivos sobre a resistência óssea à fratura em ratos 
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(SHIGA et al., 2003),  (HUANG et al., 2008), (HONDA et al., 2003), (WELCH et al., 

2008), (TOURNIS et al., 2010). 

Os programas de exercício físico, que incluem modalidades aeróbias e de 

resistência, são recomendados pelo American College of Sports Medicine (ACSM) 

como estratégias de prevenção e tratamento para várias populações (FRAJACOMO et 

al., 2013).  A prática de atividade de baixa carga de treino, com carga moderada, o 

exercício auxilia no ganho de massa óssea, promovendo também alterações no 

metabolismo ósseo (LIU et al., 2011), (OCARINO; SERAKIDES, 2005).   

A prática de atividade física, com uma carga moderada por quatro semanas, trará 

um aumento significativo na mineralização óssea dos membros superiores e inferiores, 

quando comparados com um grupo controle. Pode-se assim, incluir a atividades e 

exercícios físicos de locomoção para produzir um pico de massa óssea (ARGIN; 

ERDEN, 2009).  

As atividades físicas mais intensas e de maior impacto causam maiores 

estímulos osteogênicos (VAINIONPAA et al., 2007). Todavia, nem sempre estas  

atividades podem ser executadas  por indivíduos  portadores de fragilidade  óssea, o que 

torna  a  natação  uma alternativa  atraente.  Há indicações que o treinamento em 

natação promove adaptações benéficas nas propriedades estruturais e mecânicas do 

osso, pois, embora não produza impacto, é capaz de estimular a osteogênese como 

consequência das contrações musculares (HUANG et al., 2003), (HUANG et al., 2010). 

A comunidade científica tem mostrado interesse nos estudos referentes 

influências da atividade física na dinâmica do tecido ósseo. Sabe-se que a estrutura 

óssea se adapta ao tipo de carga mecânica aplicada. Modelos de atividades de alto 

impacto, como salto já demonstram benefícios às propriedades mecânicas ósseas, no 

que tange o ganho de massa óssea. Nas atividades de baixo impacto os mecanismos de 

adaptação óssea podem diferir da modalidade de alto impacto (FRAJACOMO et al., 

2013). 

Outro estudo avaliou a influência da dieta suplementada com extrato 

hidrossolúvel de soja (EHS) na massa óssea de ratos adultos jovens de ambos o sexo. 

Foram utilizados 40 ratos. Aleatoriamente, estes foram separados em quatro grupos: 

macho controle (MC), macho suplementado (MS), fêmea controle (FC) e fêmea 

suplementada (FS) que permaneceram por 11 semanas em gaiola comum recebendo 500 

ml de água e 300g de ração diariamente, e os grupos suplementado (MS e FS), ao qual 

foi oferecido além de água e ração 500 ml de leite a base de soja, durante o mesmo 
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período experimental do controle. O consumo de EHS provocou diminuição da 

Densitometria óssea no grupo MS, porém não houve alteração nas propriedades 

biomecânicas, força máxima e rigidez (SHIGA et al., 2003). 

Estudos mostram que a atividade física de baixa e moderada intensidade tem a 

capacidade de promover alterações no tecido ósseo, melhorando seus componentes, 

mesmo se executados por um curto período de tempo. Além disso, também é 

comprovado que a inatividade pode levar a uma perda relativa de massa óssea 

(APOLINÁRIO et al., 2011).No que tange a natação, utilizou reservatórios adaptados à 

sua prática com temperatura da água mantida em 32 (± 1º C) (FRAJACOMO et al., 

2013).  

O treinamento de natação consistiu em um aumento semanal de 20 min até 60 

min na terceira semana e foi mantido durante todo o protocolo, cinco dias por semana 

durante oito semanas sem a inclusão de sobrecarga adicional (VENDITTI; DI MELO 

1996).  A natação neste projeto foi selecionada devido ao seu ambiente natural para 

roedores e por gerar menos interferência devido ao impacto no solo, impedindo 

interferências na interpretação dos resultados. 

Perante exposto, se fez necessária a realização deste experimento porque, como 

foi demonstrado nas inumeras pesquisa não se relata a utilização do EHPA na 

consolidação de fratura óssea. Porém, já é de conhecimento da comunidade cientifica 

sua eficiencia em processos inflamatórios. Como a fratura é igualmente um processo 

inflamatório a eficácia do extrato já demonstrada em dor neuropatica, osteoartrite e 

mecanismo de ação.  

 

3-OBJETIVOS 

3.1- Geral 

Avaliar a eficácia da adminstração do extrato hidroetanólico das folhas da 

Persea americana Mill. na consolidação de fraturas de tíbia em ratos.  

 

3.2- Específicos 

➢ Caracterizar o EHPA por meio de cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada à espectrometria de massa identificando compostos.  

➢ Determinar a inibição enzimática da ciclooxigenase 1 (COX 1) e ciclooxigenase 

2 (COX 2) no extrato hidroetanólico das folhas da Persea americana Mill. 
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➢ Avaliar parâmetros bioquímicos e hematológicos nos animais submetidos ao uso 

da Persea ameriana Mill. 

➢ Avaliar o efeito do extrato hidroetanólico das folhas da Persea americana Mill. 

na consolidação de fraturas, a partir de parâmetros clínicos.  

➢ Investigar as alterações radiológicas na cicatrização das fraturas. 

➢ Verificar histologicamente as alterações do tecido ósseo de tíbias de ratos 

submetidos ao uso da Persea americana Mill.  

➢ Verificar histologicamente se houve alteração no baço, fígado e rim nos animais 

submetidos ao uso da Persea ameriana Mill. 

 

4-MATERIAL E MÉTODOS 

4.1- Coleta de material vegetal 

As folhas da espécie Persea americana foram coletadas no período de setembro 

de 2018, no município de Paço do Lumiar nas coordenadas geográficas 

2°28’21.6”S44°09”14.3”W levadas ao Laboratório Experimental do Estudo da Dor 

(LEED) da UFMA (Figura 2). 

                                   
                                 Fonte: MENDONÇA, P.G. Setembro 2018 

Figura 2: Coleta de folhas de Persea americana Mill.  

 

4.2- Obtenção do extrato hidroetanólico das folhas de Persea americana Mill. 

Foram coletados 3,445kg de folhas. Estas, depois de limpas foram submetidas à 

secagem em estufa com circulação de ar em temperatura máxima de 38º C e 

posteriormente trituradas em moinho de facas (tipo Willey, DeLeo®, EBD-5), 

resultando em 1,206kg de matéria prima pulverizada. Calculou-se o rendimento total do 
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extrato, de acordo com a fórmula: Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = 

Peso do extrato seco (g); Pfolhas = Peso das folhas frescas ou secas (g).  

 

 

 

O material seco e moído (pó) foi submetido ao processo de extração por 

maceração com etanol 70%, na proporção de 1:3 (p/v). O processo de maceração 

ocorreu durante 15 (quinze) dias, sendo em seguida submetido à filtração. Parte da 

solução extrativa reservada para análise química e o restante submetido à concentração 

em rota evaporador rotativo, sobre pressão reduzida a 40ºC originando o extrato 

hidroetanólico de Persea americana Mill. (EHPA) (FARMACOPÉIA Brasileira, 2010). 

O rendimento do extrato foi de 35% em relação às folhas secas trituradas. O extrato 

apresentou coloração verde, cheiro adocicado e características físicos-químicas com 

aspecto turvo e pH de 5,0.  

4.3- Animais 

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, espécie Rattus norvegicus, 

adultos, machos com variação de peso entre 200 a 300g fornecidos pelo Biotério 

Central da UFMA. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Prédio de Pós-

Graduação do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde (UFMA), sob condições 

controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) a uma temperatura de 22 ± 2 oC e 

umidade de ar de 40 a 60%, com gaiolas coletivas com 6 animais e ração comercial da 

marca Labina® e água ad libitum. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhão sob processo número 

23115.035401/2018-26.  

4.4- 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 suas amostras de 

sangue foram coletadas. Uma semana antes da realização das fraturas, os animais 

assinalados para compor o grupo treinado em natação (grupo FEN e FN), foram 

adaptados no meio aquático de forma padronizada como mostram as Figuras 3, 4 e 5.  

Re = 
Pext   

 Pfolhas 

X100   
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Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 3: Primeiro momento de adaptação. 
 
 
 

 
Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 4: Segundo momento de adaptação. 
 

 

 
Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 5: Terceiro momento de adaptação. 
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 Utilizou-se uma caixa d’água medindo 60 cm de diâmetro por 120 cm de 

profundidade, método adaptado de MARANGON et al. (2002). A temperatura da água 

foi mantida a 31±1°C do método de HARRI e KUUSELA (1986). A adaptação ocorreu 

por um período de 7 dias. Primeiro, os animais foram mergulhados em água rasa por 5 

minutos durante 2 dias. Posteriormente, no terceiro e quarto dias, o nível da água foi 

aumentado e o tempo de permanencia (GOBATTO et al., 2010). Assim, no quinto dia 

os ratos já estavam nadando por 5 minutos. E no sexto e sétimo dias, nadando por 10 

minutos, com propósito de adaptação e para reduzir o estresse do animal decorrentes do 

treinamento físico. Vejamos mais claramente a repartição dos animais por grupo:  

• Grupo S: Usado para fins comparativos e não sofreu nenhum tipo de 

intervenção.  

• Grupo FE: Fratura induzida e administração do EHPA por gavagem 

oral.  

• Grupo FEN: Fratura induzida, administração do EHPA por gavagem 

oral e prática de atividade física natação diariamente por 30 minutos.  

• Grupo FN: Fratura induzida, prática de atividade física natação por 30 

minutos.  

• Grupo F: Fratura induzida, não foi administrado EHPA e nem prática de 

atividade física natação. 

Este foi o delineamento experimental do projeto, segue abaixo ilustração para 

facilitar o entendemento (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Fluxograma do delineamento experimental 
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Os grupos FE, FEN, FN e grupo F no dia 0 foram anestesiados com Ketamina 

90 mg/kg e Xilazina 10 mg/Kg de peso intraperitoneal para procedimento de fratura 

(UFRGS, 2016). No mesmo dia, foi iniciada a administração por gavagem via oral do 

extrato (EHPA) na dosagem de 750mg/kg, o que se repetiu diariamente por 4 (quatro) 

semanas. A partir do dia 2 – ou seja, no segundo dia pós-fratura – apenas os animais do 

grupo FEN e FN foram submetidos ao meio aquático por 30 minutos diariamente sendo 

avaliadas clinicamente durante as quatro semanas. A prática de exercício visava 

restaurar a movimentação articular adjacente, fortalecendo tecidos moles próximos à 

fratura, levando a uma maior resistência óssea, protocolo apresentado na Figura 7. 

 

DA= Dias de adaptação com protocolo clínico (aparelhos) 

D0 =Coleta de sangue, indução fratura, raio X, ínicio tratamento com extrato 

EHPA. 

D2 = Inicio protocolo de natação 

D7= Testes clínicos 

D14= Testes Clínicos e coleta sangue. 

D21= Testes Clínicos, coleta sangue e raio X. 

D28 =Testes clínicos, coleta sangue, raio X, extração orgãos e tíbia.  

 Eutanasia  

 

 

 

 
Figura 7: Esquema representativo do delineamento experimental. Imagem ilustrativa do 
protocolo experimental, com detalhamento dos períodos de adaptação e eutánasia.  
 

Os animais dos grupos FE e F sem exercício tiveram suas atividades limitadas à 

movimentação espontânea dentro da gaiola. Após 4 semanas de tratamento foram 

eutanasiados com doses excessivas de Ketamina 90mg/kg e Xilazina 10mg/Kg 

intraperitoneal, na dose de 3:1. Foram retiradas as tíbias por meio da desarticulação do 

fêmur para avaliação histológica. 

A comparação de consolidação de fraturas experimentais exige similaridade, o 

que se procurou obter neste estudo. Os animais não foram imobilizados, ficando livres 

para deambular conforme o membro posterior permita. As fraturas experimentais nas 

 DA D28 D14 D2 D7 D21 EUTANASIA D0 
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tíbias de ratos atingem a fase de ossificação em torno da quarta semana de evolução, 

quando já demonstram evidências osteogênicas de consolidação (UDUPA; PRASAD 

1963).  

Logo após procedimento de fratura, foi realizada radiografia dos animais com o 

objetivo de comprovar as adequações da fratura. Percebe-se que todas as fraturas 

mostram homogeneidade no corte, Figura 8. 

 

  
                                       Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 8: Imagens radiograficas após indução das fraturas. 
 

4.5-Técnica cirúrgica para confecção da fratura 

Cuidados pré-anestésicos importantes foram avaliados, tais como a não 

realização de jejum sólido e hídrico (roedores não vomitam) e o cálculo adequado da 

dose e do volume dos fármacos a serem administrados em relação ao peso corporal de 

cada animal (FISH et al., 2009). Com relação à analgesia pré-operatória-fratura, 

optamos pela preemptiva, que visa bloquear ou reduzir a dor subsequente a estímulos 

dolorosos, pois evita o estabelecimento da sensibilização central pela incisão cirúrgica e 

pelo processo inflamatório pós-operatório. O fármaco de escolha é o analgésico 

Flunixin meglumine 2,5mg/kg SC de 12/12horas por 72horas. (GAERTNER et al., 

2008).  

Após certificação do plano anestésico, foi realizada a tricotomia do membro 

pélvico direito e a antissepsia com solução alcoólica de clorexidina a 10% (MAYSA 

2016). A fratura ocorreu na região diafisária da tíbia, membro pélvico inferior direito. 

Foi confeccionado por uma microretifica, aparelho excelente para pequenos cortes, 

furos e desbastes. 

S FE FEN F 



35 

 

A fratura foi realizada no terço médio da tíbia direita de forma aberta, com uma 

velocidade de 15.000 rotações por minuto. Para esse procedimento foi utilizada uma 

broca fina de 0.5mm. Durante todo processo irrigamos manualmente com soro 

fisiológico. O membro inferior direito foi apoiado na bancada e após um deslocamento 

da musculatura e partes moles de maneira manual, no seu terço médio o osso recebeu o 

corte (Figura 9-A).  A incisão na região frontal da pata foi suturada com fios absorvíveis 

e foi aplicado iodo para impedir autofagia (Figura 9-B).  Este modelo de fratura é 

adaptado, tem a vantagem de mimetizar as fraturas ósseas clinicamente (URABE et al., 

2003), (OGASAWARA et al., 2008). Após alguns testes pilotos, optamos por usar a 

microretifica, aparelho de fácil manuseio. 

 

                                   Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019 

Figura 9: A-Imagem de fratura realizada em um dos animais. B-Imagem do membro 
suturado. 

Foi criado um defeito crítico no canal medular da diáfise média, entre a linha 

áspera e o terceiro trocânter, com aproximadamente 5mm de comprimento por 2,5 mm 

de largura e com profundidade suficiente até chegar ao canal medular.  

Os animais se recuperaram da anestesia em cama térmica para evitar a perda de 

temperatura corpórea e receberam dipirona (80µL de uma diluição 1:5 em solução 

estéril de 0,9% de NaCl), por via subcutânea (Figura 10). 

 

Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 10: Os animais se recuperando da anestesia, antes de serem colocados nas 

gaiolas. Uma vez recuperados, os animais foram mantidos em gaiolas, de acordo com as 

A B 
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normas técnicas do biotério. Segundo a DBCA (Diretriz Brasileira para o Cuidado e a 

Utilização de Animais) em Atividades de Ensino, o período pós-operatório deve 

obrigatoriamente proporcionar conforto e analgesia para o animal sempre que a dor não 

for o escopo do protocolo experimental. Demos atenção à hidratação, alimentação, 

higiene, temperatura e ao controle de infecções (DBCA, 2016).  

A dor no pós-operatório continua sendo importante e será mais fácil de ser 

manejada nestes animais que recebem analgesia preemptiva. Foi controlada com o uso 

de analgésico, Flunixin meglumine (2,5mg/kg SC 12/12horas após a avaliação dos 

sinais clínicos que indicavam dor. Tais sinais como: 

• Aparência anormal: referente a pelo bagunçado, piloereção (pelos arrepiados), 

cifose vertebral (postura arqueada), cromodacriorreia (secreção avermelhada ao 

redor dos olhos e narinas);  

• Alteração comportamental: diminuição do comportamento exploratório (padrão 

motor) e do consumo de alimento e ingestão de água (padrão alimentar);  

• Proteção: alteração postural para evitar que a região do corpo que dói seja 

manipulada ou toque a caixa de alojamento;  

• Auto-mutilação: cuidado excessivo com alguma região do corpo (lambedura; 

mordidas, coceiras);  

• Vocalização: quando a área de algia (dolorosa) é manipulada/palpada; 

mudanças no comportamento da espécie: espasmos e/ou contrações musculares, 

agressividade, letargia, ansiedade (PATRICK; VILLANO 2013). 

Após avaliação de todos estes parâmetros e tendo observado quaisquer 

alterações que indiquem dor e/ou distresse potencial, sofrimento - sem perder a 

qualidade dos dados obtidos -, o animal deve ser excluído da pesquisa e submetido à 

eutanásia. Este é um ponto importante para impedir ou diminuir o sofrimento 

desnecessário do animal (ARAUJO 2015). Não houve a necessidade de eutanásia de 

nenhum animal.  

As complicações dessas fraturas podem ser sistêmicas e/ou locais, sendo a 

infecção uma das mais temíveis neste caso há necessidade de antibioticoterapia. A 

ciprofloxacina é um dos antibióticos usados tanto de forma profilática quando 

terapêutica nestes casos (FERNANDES; REIS 2004). 

O cloridrato de ciprofloxacino é amplamente utilizado, pertence à família das 

fluoroquinolonas, atua em um largo espectro de atividade contra bactérias gram-

positivas e gram-negativas, incluindo infecções causadas por Staphylococcus aureus. 
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Age através do bloqueio de DNA girase, que é essencial para a reprodução do DNA da 

bactéria. Apresenta boa biodisponibilidade oral e penetração óssea, o que torna seu uso 

bastante frequente no tratamento da osteomielite. Foi administrado nos animais na dose 

de 10mg/kg por via intramuscular a cada 12 horas, durante 72 horas (OLIPHANT; 

GREEN 2005). 

 
5- Análise por Cromatografia Líquida Acoplada por Espectrometria de Massas 

O EHPA foi analisado por cromatógrafo líquido (LC-20AD Shimadzu) em uma 

coluna Phenomenex Luna C-18 (250x4,6mm-5um). As fases móveis consistiram em 

água ultrapura contendo 0,1% de ácido fórmico (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 espectrômetro de massa (Amazon Speed ETD, 

Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionização por electropulverização (ESI) e 

uma analisador do tipo armadilha de íons (IT) nos modos negativo e positivo, nas 

seguintes condições: tensão capilar de 4,5kV, temperatura capilar 325º C, fluxo de gás 

de arraste (N2) 12L/min, pressão do nebulizador de nitrogênio a 27psi. O intervalo de 

aquisição foi de m/z 100 a 1500, com dois ou mais eventos.  

 

6- Atividade enzimática da ciclooxigenase 1 (COX 1) e ciclooxigenase 2 (COX 2) 

O ensaio foi realizado de acordo com as recomendações do fabricante (Cox 

Colorimetric Inhibitor Screening - Cayman chemical®). A placa de 96 poços foi 

inicialmente identificada, sendo os testes de inibição realizados em triplicata, para cada 

concentração testada (2, 10 e 50 ug/mL) do EHPA e para os controles da reação: BW – 

controle sem enzima; A- com enzima somente, sem inibidor. Os 3 poços “BW” 

receberam 160 µL do tampão Tris-HCl, 10 µL do Heme e 10 µL do solvente – etanol 

70%, utilizados para diluir as amostras.  Os 3 poços “A” receberam 150 µL do tampão 

Tris-HCl, 10 µL do Heme, 10 µL da enzima (COX-1 ou Cox-2) e 10 µL do solvente – 

etanol 70%. Os poços com o EHPA receberam 150 µL do tampão Tris-HCl, 10 µL do 

heme, 10 µL da enzima (COX-1 ou Cox-2) e 10 µL da amostra do EHPA diluído com 

solvente – etanol 70%, nas concentrações 2, 10 e 50 ug/mL. Após a mistura de todos 

estes reagentes em cada poço, a placa foi agitada cuidadosamente por alguns segundos, 

sendo incubada por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 µL da solução com 

substrato colorimétrico, em cada poço da placa e após isso, foram adicionados 20 µL do 
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ácido araquidônico, substrato da reação enzimática, catalisada pela COX. A placa foi 

novamente agitada, e incubada por 2 minutos a 25°C e foi lida em leitor Elisa (EPOCH) 

e então sendo lida a 590 nm. 

 

7-Análise bioquímica do sangue 

 Antes do início do tratamento no D0 e no D28 após tratamento com EHPA foi 

coletado amostras de sangue. O sangue coletado foi colocado em tubos de plástico de 

4ml da marca BD com EDTA a vácuo para realização do hemograma completo e tubos 

Gel a vácuo de 3,5ml com gel separador e ativador de coagulo para dosagens 

bioquímicas. Submetidos a centrifugação para obtenção do soro, sendo em seguida 

separados e acondicionados em fracos tipo Eppendorf®. Os parâmetros bioquímicos 

foram determinados em analisador semiautomático Bioplus® utilizando-se kits 

comerciais da LABTEST. Foram determinados por métodos enzimáticos: glicose, 

colesterol total, triglicerídeos, uréia, creatinina, ALT (alanina aminotransferase), AST 

(aspartato aminotransferase) e fosfatase alcalina. No hemograma completo foram 

utilizados dados dos leucócitos, linfócitos e hemoglobina. 

 
8.0- Avaliação Clínica 

8.1- Avaliação de Atividade Motora/Deambulação Forçada (RotaRod Test)  

Os animais foram colocados no Rotarod (modelo IITC Life Science, Califórnia, 

Estados Unidos) Figura 12, na velocidade de 16 rpm por um período de tempo de 300 

segundos nos D7, D14, D21 e D28. A utilização do membro afetado foi avaliada pela 

deambulação forçada. 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= claudicação 

leve; 3= claudicação grave; 2= intermitente desuso do membro afetado; 1= completo 

desuso do membro afetado (KALFF et al.,2010). 

 
Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 12: Animal em aparelho RotaRod. 
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8.2- Teste de Incapacitância/ Distribuição do Peso nos membros traseiros (Weight 

Bearing) 

Os animais foram colocados em uma câmara 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 período 

de cinco segundos. A aferição final da distribuição do peso foi dada por uma média de 

três aferições. 

Esse teste foi realizado nos D7, D14, D21 e D28. Os animais foram colocados 

em uma câmara de vidro angulada e posicionados (Figura 13), de modo que cada 

membro traseiro repouse sobre plataformas diferentes. O peso exercido sobre cada 

membro traseiro (mensurado em gramas) será avaliado em um período de cinco 

segundos. A aferição final da distribuição do peso será dada por uma média de três 

aferições (SCHOTT et al. 1994). 

 

 
Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 13: Animal em aparelho Weight Bearing. 

 
9-Análise radiográfica 
 

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 proteção radiológica 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 após a fratura e nos D21 e D28 para acompanhamento. 

Os animais foram submetidos à anestesia superficial por meio da combinação Ketamina 

e Xilazina nas doses (1:1; 0,05ml/100g), respectivamente. No D28 já haviam sido 

eutanasiados e apenas o membro foi levado para raio x. Posicionados em decúbito 
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ventral com membros posteriores em abdução e flexão de quadril e joelhos (90º) sobre o 

chassi a uma distância de 115cm do foco de acordo com as Figuras 11-A e 11-B. 

 
Fonte: MENDONÇA, P.G. Abril 2019. 

Figura 11-A e 11-B: Posicionamento dos animais no Raio X. 

 

10.0-Análise histológica do tecido ósseo 

Após o animal eutanasiado, a tíbia foi extraída e fixada em formol a 10% por 24 

horas e imerso em solução descalcificante por 15 dias, seguindo-se do processamento 

por métodos de rotina até a inclusão em blocos de parafina. Os compartimentos foram 

separados longitudinalmente, e encaminhados para preparação histológica rotineira por 

hematoxilina-eosina. Os cortes teciduais foram colocados em moldes retangulares, 

formando blocos, que foram subsequentemente seccionados por navalhas de aço do 

micrótomo de 4 µm. Utilizou-se o método de Allen et al., 1980 para efetuar a 

classificação da consolidação, conforme demonstra a tabela 2. 

Tabela 2: Descrição dos parâmetros para classificação da fase de consolidação da 
fratura conforme descrição de Allen et al., 1980. 
                                                             

Estágio de Achados histológicos reparo ósseo 

Grau 4 União óssea completa 

Grau 3 União óssea incompleta com 
presença de restos de 
cartilagem no calo 

Grau 2 União cartilaginosa completa 
com presença de ponte 
cartilaginosa unindo as 
extremidades ósseas 
 

A B 
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Grau 1 União cartilaginosa 
incompleta com presença de 
restos de tecido fibroso e de 
placa cartilaginosa 

Grau 0 Pseudartrose 

 
 
Fonte: Adaptada de Mainardes KC et al., Effect of diabetes associated to aging in the 
consolidation of fractures in the tibia of rats. Rev Bras Ortop. 2007;42(3):55-6. 
 
11-Análise estatística 

A comparação das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada pelo 

teste t de Student ou análise de bivariância (TWO-way ANOVA), seguida pelo teste de 

Tukey.  Na avaliação de duas fontes de variabilidade, foi utilizado análise de variância 

bivariada (TWO-way – ANOVA). O valor de p<0,05 foi considerado como indicativo de 

significância e os dados obtidos foram analisados através do software Graph Pad 

Instal® (Graph Pad software 7.0, San Diego, CA). 

 

12- Resultados  

12.1-Análise por Cromatografia Líquida Acoplada por Espectrometria de Massas 

 A análise por espectrometria de massas em modo positivo e negativo, mostrou 

a presença de 24 compostos no extrato hidroetanólico de folhas de Persea americana 

Mill., os quais foram identificados por desreplicação, comparando as massas, tempos de 

retenção e fragmentos obtidos em espectrometria de massa, com a literatura (Tabela 3) e 

hidroetanólica da Persea americana Mill. (Figura 15) e as esruturas químicas na figura 

16. 

 
Table 3: Contituintes químicos identificados no extrato hidroetanólico de Persea 

americana Mill., por cromatografia líquida acoplada á espectrometria de massas (LC-
MS) 

Número TRa [M+H]+ b 

[M+Na]+ c 
 Fragmentos Substâncias Propostas 

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

2 17.1 449 303, 285, 257 Orientina 

3 16.3 625 479, 317 Verbascosídeo 

4 24.8 308 291, 236 n.i* 

5 25.2 318 256 Crinamidina 
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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 

Número TR [M-H]- d  Fragmentos Substâncias Propostas 

1a    3.7 317 191, 165 Derivado de ácido químico 

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 

11a 31.5 739 593, 301 Apigenina-C-hexosideo-O-rhamnosil-hexosideo 

12a 39.4 1027 983, 773, 513 Derivado de Procianidina 

 
aRT: Tempo de retenção 
b[M+H] +: modo positivo 
c[M+Na]+*: aducto de Sódio 
d[M-H]-: modo negative 
*n.i: não identificado 
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Figura 15: Cromatograma de extrato hidroetanólico de Persea americana Mill. 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Estruturas químicas dos compostos identificados no Extrato hidroetanólico 

de Persia americana Mill. 
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12.2- Determinação da atividade enzimática da ciclooxigenase 1 (COX 1) e 

ciclooxigenase 2 (COX 2) 

 Os resultados do ensaio mostraram que o EHPA não inibiu a COX-1 em 

nenhuma das concentrações testadas. Porém inibiu em até mais de 55% a atividade da 

COX-2 na concentração de 50µg/mL. Os resultados também evidenciaram que a 

eficiência do extrato na COX-2 aumentou, conforme a concentração do extrato foi 

aumentada. Na concentração de 2µL o extrato inibiu em 37,94% e na concentração de 

10µg/mL o extrato inibiu em 44,93 %, conforme a Figura 14.  

 

 

Figura 14: Percentual de inibição da Cicloxigenase (COX-2) in vitro, induzido pelo 
EHPA, testado nas concentrações de 2µg/mL, 10µg/mL e 50µg/mL.  
 

13-Bioquímica 

Os resultados dos parâmetros bioquímicos no soro dos grupos experimentais 

estão apresentados na tabela 4. A análise foi realizada pela média dos valores dos 

grupos e comparada com a média dos animais sadios (LIMA et al., 2014). Não foram 

identificadas alterações nos parâmetros bioquímicos e hematológicos entre os grupos 

que não receberam EHPA versus animais tratados com EHPA 750 mg/kg.  

 
Tabela 4. Resultado dos Parâmetros Bioquímicos e Hematológicos e valores de 
referências. 

EXAMES REFERÊNCIAS 

LIMA et al., 2014 

SADIO FRT+ EXT FRT+EXT+NAT 

  Glic mg/dl 138,72±30,17 143,0±3,0 133,33±3,06 133,7±2,52 

ColT mg/dl 60,68±6,51 61,3±2,1 52,0±2,0 54,3±2,52 

 Trig md/dl 46,87±18,73 50,3±2,5 48,0±2,0 45,3±2,08 
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 CR mg/dl  0,58±0,24 0,6 ±0,1 0,63±0,06 0,6±0,10 

 UR mg/dl 39,97±6,78 43,0 ± 2,0 43,0±3,0 44,0±1,0 

 ALP  U/I 91,63±28,70 94,0±3,6 92,33±2,52 90,3±1,53 

 AST U/I 131,33±43,98 131,3±2,5 135,33±3,06 137,3±2,08 

 ALT U/I 57,55±11,95 61,3±2,1 58,0±2,0 58,7±1,53 

 Hb g/dl 15,00±1,45 15,2±0,2 15,50±0,46 15,6±0,20 

Leuc 109/l 7,63±2,37 7,5±0,1 7,43±0,15 7,6±0,10 

Linf % 67,36±15,31 68±1,0 64,0±1,0 65,0±1,0 

 
Fonte: Adaptada de LIMA et al. Valores de referência hematológicos e bioquímicos de ratos 
(Rattus novergicus linhagem Wistar) provenientes do biotério da Universidade Tiradentes, 
comparados com animais da Universidade Federal do Maranhão neste experimento. SCIENTIA 
PLENA. VOL. 10, NUM. 03 2014.  
 

14-Análise das alterações radiológicas na cicatrização das fraturas 

As radiografias obtidas foram utilizadas para avaliação da consolidação óssea de 

acordo com a classificação proposta por Oryan (ORYAN et al.,2015). Todas as fraturas 

induzidas foram realizadas no terço médio da tíbia. Não foram observados sinais lesão 

cutânea, necrose e/ou edema grave no local da fratura.  

Na terceira semana após tratamento no D21, foi realizada eutanásia e dissecação 

tibial em um animal de cada grupo. Essa análise possibilitou evidenciar que os animais 

do grupo FE já apresentavam formação óssea de acordo com os critérios de Oryan, sem 

sinais de calo mole e /ou deformidades. A linha de fratura sinuosa dificilmente foi 

visualizada. No grupo FEN foi identificado sinal de fratura com presença de um 

pequeno calo mole. O grupo FN não demonstrou sinais consolidação, sendo evidente a 

linha da fratura sinuosa. O grupo fratura também apresenta linha sinuosa e mais espessa 

de não consolidação.  

No D28 as imagens radiográficas apontam total consolidação óssea, sem sinais 

de deformidade óssea, ou pseudoartrose no grupo FE confirmando os dados do D21. Já 

o grupo fratura, apresenta fratura total de membro com pseudoartrose e não demonstra 

sinais de consolidação (espaço). Percebe-se que os grupos FEN e o grupo FN 

apresentam deformidade óssea e formação de calo ósseo.  Na Figura 17 apresentam-se 

imagens de radiografias.  
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Figura 17: Radiografias de fratura de tíbias em ratos Wistar em diferentes semanas.  
Radiografias de tíbias de ratos Wistar. Apresentam-se os grupos (FE), (FEN), (FN) e (F) no D21 
e D28. No D21 o momento radiográfico apresenta: grupo FE com consolidação óssea no osso 
da tíbia, sem má formação. O grupo FEN apresenta sinais de consolidação e presença de 
pequeno espaço. O grupo FN permanece com a linha de fratura nítida e um pequeno calo. O 
grupo F também apresentou fratura completa de membro com linha nítida, mesmo apenas 
deambulando na gaiola.  No D28 os animais do grupo FE permanecem com fratura consolidada 
e união óssea sem deformidades. O grupo FEN apresenta calo bem delimitado, porém 
deformidade presente. Grupo FN, deformidade e presença de calo ósseo. Grupo F apresenta 
linha de fratura nítida não consolidada. 
 
15-Avaliação Clínica 

15.1- Avaliação de Atividade Motora/Deambulação Forçada  

O teste comportamental da avaliação da atividade motora considera uma 

velocidade fixa de 16rpm por 300 segundos. Avaliou-se a deambulação dos animais 

através de um score numérico descrito no item 9.1. Esta avaliação mostrou inicialmente 

que a indução da fratura foi eficaz como apresentado na Figura 18. 

A análise do D7 demonstrou que a indução da fratura foi eficiente, pois houve 

redução acentuada com significância de p**** <0,0001 entre os grupos. Após a 

aplicação do tratamento e do exercício foi possível observar que no D7 o grupo FE 

versus FEN possui significância de p <0,0001. No D7 percebemos ainda que os animais 

D21 FE FN       F 

D28     FE FEN F   FN 

FEN 
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do grupo FEN apresentam uma melhora na deambulação do membro fraturado. 

Acredita-se que a prática de atividade física por uma semana antes do protocolo de 

fratura de certa forma fortaleceu a musculatura e ossos destes animais.   

No D14, quando comparamos grupo S versus os demais à significância de 

p**** <0,0001. Quando se compara o efeito do extrato e do exercício físico, é possível 

observar que os grupos FE versus o FN a significância é p°°°°<0,0001, o grupo FE se 

mantem melhor. Assim como quando se compara os grupos que fizeram uso do extrato 

e atividade física se mantém melhores que o grupo fratura.  

No D21, quando comparamos o grupo S versus os demais, a significância de 

p**** <0,0001. Já no grupo FE versus FN e F significância de p°°°°<0,0001, 

demonstrando que os animais que utilizam o extrato se mantém melhor clínicamente. 

Isto se repete quando comparamos o grupo FEN com FN e F onde p#### <0,0001.  

No D28 o grupo tratado com extrato e natação (FEN) se mantém melhor que o 

grupo que apenas fez atividade física e o grupo sem tratamento onde pαααα<0,0001. 

Percebe-se que durante o D7, D14, D21 o grupo fratura não demonstra melhora. Apenas 

os demais grupos demonstram melhoras a partir do D14. 

Com relação aos scores estabelecidos de acordo com classificação de Kalff 

percebe-se que após a indução todos os grupos fratura apresentam valor 1, completo 

desuso da pata. No decorrer dos dias, o extrato começa fazer efeito e o processo 

inflamatório é reduzido e os animais começam apresentar melhora significativa no D14, 

nesta com score 4, claudicação leve. Porém o grupo fratura se mantem até D21 em 

completo desuso do membro afetado. No D21 os grupos extrato já apresentam melhora 

visual significante, com score de 5, uso normal do membro, que se mantém até termino 

do experimento.  
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Figura 18- Efeito da administração do EHPA no teste de Atividade 
Motora/Deambulação Forçada (RotaRod Test), em modelo de fratura de tíbia de rato.As 
linhas representam média com n = 6 por grupo e a análise estatística foi realizada por 
Two way ANOVA/Tukey. A indução da fratura foi realizada no D0, Após 7, 14, 21 e 
28 dias da indução, a deambulação forçada dos animais foi mensurada para avaliação de 
incapacidade leve, grave ou total do membro. No D7 os animais do grupo FEN e grupo 
FE recebem (EHPA 750mg/Kg/v.o/28dias).Os dados são representados em média ± 
desvio padrão das médias. O grupo sádio é representado por animais sem fratura e sem 
tratamento. ****, ####, &&&&, º º º º representa diferenças significativas por grupos. 
 
 
15.2-Teste de Incapacitância/ Distribuição do Peso nos membros traseiros. 

O teste comportamental da avaliação de incapacidade funcional considera a 

diferença de peso no membro direito dos animais, ou seja, a diferença entre o membro 

ipslateral e contralateral em relação à fratura. Os valores estão expressos em 

porcentagem (%) e os maiores valores no membro contralateral indica déficit de 

sustentação de peso no membro ipsilateral confirmando a fratura no D7, primeiro dia de 

teste após a indução.  

A análise do D7 demonstrou que a indução da fratura foi eficiente, pois houve 

redução acentuada com significância de p**** <0,0001 entre o grupo sádio versus 

demais. Ainda no D7 vale ressaltar que o grupo FE versus FEN possui significância de 

p°°°° <0,0001. É importante salientar que neste grupo FEN os animais visivelmente 

demonstram mais conformo ao apoiar o membro direito induzido, a prática da atividade 

física ajudou no desenvolvimento da musculatura e sustentação do membro.  

No D14, quando comparamos grupo S versus os grupos sem atividade física e 

sem tratamento com extrato p**** <0,0001. Se tratando dos grupos extrato com e sem 

atividade física ambos se mostram próximos do grupo S e com distanciamento grande 

do grupo FN e F. Assim como quando se compara FEN versus FN e grupo F p também 

é p#### <0,0001.  

No D21 os grupos tratados com extrato, com ou sem prática de atividade física 

estão próximos, quando comparados com o grupo FN e F com p°°°°<0,0001. Neste 

período existe diferença clínica clara entre grupos tratados com extrato e os demais.  

No D28 tempo máximo do tratamento o grupo fratura se mostra sem melhora e 

com animais ainda em completo desuso da pata e com incapacidade de sustentação. O 

grupo FN apresenta uma melhora significativa com p°°°°<0,0001 quando comparado 

com grupo F. Porém neste grupo a prática de atividade física levou a fratura completa 

do membro e deformidade na consolidação. Os grupos tratados com extrato e atividade 
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física se mantêm próximos com significância de p####<0,0001, contudo o grupo FEN 

apresenta deformidade óssea quando comparado com grupo FE.  

Com relação aos padrões estabelecidos por Schott percebe-se que após a indução 

no D7 todos os grupos fratura apresentam maior peso no membro sadio, com 

pouquíssima carga na pisada do membro fraturado. No decorrer dos dias, o extrato 

começa fazer efeito e o processo inflamatório é reduzido e os animais tratados com 

EHPA começam apresentar melhora significativa no D14. No D21 os grupos tratados 

sem mantém muito próximos. No D28 os animais já mostram apoio nos dois membros 

de maneira equivalente. Porém o grupo fratura permanece sem apoio equivalente dos 

membros. Sobre peso no membro esquerdo como demonstra a Figura 19.  

 

 

Figura 19: Efeito da administração do EHPA no teste de incapacidade funcional (Weight Bearing) em 
modelo de fratura de tíbia de ratos.As linhas representam média com n = 6 por grupo e a análise 
estatística foi realizada por Two way ANOVA/Tukey. A indução da fratura foi realizada no D0. Após 7, 
14, 21 e 28 dias da indução,a distribuição de peso no membro inferior direito dos animais foi mensurada 
para avaliação de incapacidade por meio do teste de Suporte de Peso. No D7 os animais do grupo FEN e 
grupo FE recebem (EHPA 750mg/Kg/v.o/28dias). A prática de atividade física (natação) iniciou-se no D9 
para os grupos FEN, e FN. Os dados são representados em média ± desvio padrão das médias. O grupo 
sadio é representado por animais sem fratura e sem tratamento. ****, ####, &&&&, º º º º representa 
diferenças significativas por grupos. 
 

16-Histologia do tecido ósseo 

A avaliação histopatológica, figura 20, utilizando o sistema de classificação da 

fase de consolidação da fratura é feita conforme Allen ver item 10. O grupo sadio 

obteve a classificação 4, haja vista que não houve fratura, existe uma união óssea 
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completa. A imagem do grupo FE mostram que o tratamento com EHPA na dose 

750mg/kg foi capaz de consolidar a fratura com união óssea completa, classificação 4 

(osso-medula-osso), sem deformidade. O grupo FEN também apresenta consolidação 

completa, porem à união cartilaginosa demonstra presença de ponte cartilaginosa 

unindo as extremidades ósseas 

  O grupo FN classificado com união cartilaginosa incompleta com presença de 

restos de tecido fibroso, e de placa cartilaginosa, classificação 1 (seta representa tecido 

conjuntivo cartilaginoso). E o grupo F, classificação 0, pseudoartrose. 

 

 

  

   

Figura 20: Cortes histológicos exemplares de tíbias demonstrando o grau de 
consolidação.Seções de ossos/tíbia com diferentes graus de consolidação. Classificadas 

S FE 

FEN FN 

F 
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usando o sistema de pontuação da fase de consolidação da fratura conforme descrição 
de Allen. Essa análise foi realizada com tíbias no dia 28 após a indução da fratura e 
tratamento com EHPA 750mg/kg. Grupo sadio (S), não tratado e não induzido, 
consolidação normal (Grau 4). Grupo FE, tratado com EHPA 750mg/kg, consolidação 
normal . (Grau 4). Grupo FEN, tratado com EHPA 750mg/kg e prática de natação (Grau 
2). Grupo FN ( Grau 1) e grupo F, sem tratamento medicamentoso e sem pratica de 
atividade física (Grau 0), 100X. HE. 
 

As análises histopatológicas do baço, fígado e rim não mostraram alterações 

patológicas, na dose administrada do EHPA (750 mg / kg) (Figura 21), demonstrando 

assim que o extrato não induziu toxicidade. 

 

Figura 21: Cortes histológicos exemplares do baço (A), fígado (B) e rim (C).   
Cortes histológicos exemplares do baço (A), fígado (B) e rim (C). As imagens não 
mostram sinais de isquemia, necrose, lesão celular e / ou inflamação. (Hematoxilina-
Eosina - coloração HE, Bar = 100 µm, 100 ×). 

 

17-DISCUSSÃO 

Os tratamentos medicamentosos propostos pela literatura apontam os anti-

inflamatórios não esteróides (AINEs) estão entre os medicamentos mais comumente 

prescritos em todo o mundo. Sua capacidade de diminuir a inflamação inibindo a ciclo-

oxigenase melhorou a qualidade de vida de muitas pessoas, mas seu uso foi limitado por 

efeitos colaterais gastrointestinais, como dispepsia, dor abdominal e, em alguns casos, 

perfuração ou sangramento gástrico ou duodenal (BHUYAN DJ et al., 2019). 

O desenvolvimento de inibidores seletivos da COX-2 (coxibs) foi uma resposta 

à necessidade de medicamentos que inibem a produção de prostaglandinas com maior 

segurança (BHUYAN DJ et al., 2019). O ácido araquidônico é um mediador 

inflamatório resultante da ação da fosfolipase A2 nos lipídeos de membrana que 

posteriormente é metabolizado por enzimas, dentre elas as cicloxigenases, dando 

origem às prostaglandinas (HOHJOH et al., 2014).  

A isoforma constitutiva COX-1 induz a produção de prostaglandinas envolvidas 

na regulação de funções fisiológicas como a citoproteção da mucosa gástrica, 

homeostasia renal e função plaquetária. A COX-2 é frequentemente referida como a 

A B C 
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isoforma induzível responsável pela produção de prostaglandinas durante a inflamação 

(SILVA et al., 2017). 

No entanto, embora a seletividade desse grupo de compostos possa permitir que 

a inflamação seja inibida com efeitos mínimos em certos mecanismos homeostáticos, 

seu papel no metabolismo e reparo ósseo permanece incerto (EINHORN T.A, 2003). 

Em ensaio de inibição in vitro, O EHPA foi capaz de produzir efeito inibitório sobre a 

isoformas de COX- 2, evidenciando uma inibição maior que 55% a atividade da COX-2 

na concentração de 50µg/mL. 

A literatura cientifica descreve o envolvimento de flavonoides inibido 

mecanismos moleculares de ações anti-inflamatórias, incluindo inibição de enzimas 

como a COX-2, lipoxigenase, óxido nítrico sintase, NF-κβ, e ativação da proteína 1, de 

enzimas detoxificantes, da MAPK, proteína quinase C e fator eritróide 2 associado ao 

fator 2 (YOON et al., 2005),(SANTANGELO et al., 2007). Flavonoides como o 

canferol, quercetina e morina já foram identificados como inibidores das lipooxigenases 

(SERAFIM et al., 2010).  

Análises químicas usando espectrometria de massa revelaram a presença de (-) - 

epicatequina e (+) - catequina, confirmada por HPLC-DAD, e outros compostos 

fenólicos importantes em sementes de abacate, como ácidos cafeoilquinicos, 

flavonóides, fenilpropanóides e taninos (ATHAYDES et al.,2019) bem como ao 

trabalho de Tremocoldi que caracterizou a composição química da polpa, casca e 

sementes de Persea americana Mill (TREMECOLDI et al., 2018). Esses resultados 

obtidos até o momento corroboram aos efeitos analgésicos, anti-inflamatórios do extrato 

aquoso de Persea americana Mill. (ADEYEMI et al.,2002). 

Com relação aos marcadores bioquímicos estudos apontam que o consumo de 

alimentos fontes de ácidos graxos monoinsaturados, como o ácido oleico, pertencente à 

série ômega-9, auxilia na redução plasmática das lipoproteínas de baixa densidade 

(LDL-colesterol) e colesterol total, apresentando, como consequência, efeitos benéficos 

à saúde por meio da redução do risco de doenças cardiovasculares (VAFEIADOU et al., 

2015), (JORIS et al., 2016). Os estudos com roedores também demonstram que a 

suplementação dietética com azeite de abacate contribui para a regulação do perfil 

lipídico e redução dos marcadores bioquímicos de risco cardiovascular, como LDL-

colesterol e proteína-C-reativa (ABBOUD et al., 2015). Neste experimento os animais 

apresentam taxas de glicemia, colesterol total e triglicerídeos normais.  
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Se tratando dos compostos fenólicos, dados de outra pesquisa comprovam que as 

procianidinas, catequinas, vanilinas, ácido hidroxifenilacético, entre outros (RUEDA, A 

et al., 2016) estão associados à prevenção de doenças ocasionadas pela presença de 

radicais livres, tais como inflamação crônica, hipertensão arterial, diabetes, asma, 

cardiopatias e doença de Alzheimer (MANACH, C et al., 2004). Em seres humanos, os 

tocoferóis possuem a capacidade de prevenir danos celulares por inibir a peroxidação 

lipídica e a formação de radicais livres, reduzindo o risco de doenças cardiovasculares 

(CATANIA, A. S et al., 2009). 

Em relação às análises radiográficas, percebe-se que a indução foi realizada de 

maneira correta e com uma padronização da profundidade e formato da fratura. A 

técnica de fratura utilizada foi adaptada com uso de uma microretífica garantindo uma 

padronização das fraturas (URABE K et al.,2003),(OGASAWARA A et al., 2008).A 

formação de uma ponte entre os fragmentos de um osso fraturado constitui o passo mais 

importante na sua consolidação, a quantidade de calo ósseo é a porção visível nas 

radiografias (ARO, H et al. 1985).  

O raio-x do D21 evidenciamos uma provável formação do calo ósseo sem 

deformidade do membro no grupo FE. Os animais do grupo fratura não apresentaram 

sinais consolidação óssea após os 28 dias de experimento, fato evidenciado no 

experimento e corroborado nas análises radiográficas e histológicas, como também 

desenvolveram pseudoartrose.  

O grupo FN, apresentou uma linha de fratura nítida e pequeno calo, o que sugere 

que este processo de reparo ósseo ainda não havia sido concluído. No grupo FEN 

sugere-se que a prática da atividade levou esforço do membro e deformidade óssea, 

presente na imagem de calo bem delimitada. 

Em todos os testes comportamentais, analise da marcha (rotarod) e na 

distribuição de peso (weight bearing) observou-se uma melhora no decorrer do tempo 

nos escores de avaliação quando comparados com os grupos que não fizeram uso do 

EHPA. Ressalta-se que o grupo FE apresentou um comportamento de deambulação 

normal após 14 dias da indução.  

A fratura apresenta duas principais consequências: perda da integridade 

mecânica e da continuidade do tecido ósseo (MERLOZ P, 2011). Faz-se necessário 

avaliar a marcha porque a fratura compromete a deambulação do animal. No teste de 

Weight Bearing para avaliação de dor continuada, os resultados mostraram que os 

grupos tratados com EHPA do D7 ao D28 apresentaram melhora significativa no limiar 
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da dor e na descarga de peso nos membros, corroborando aos resultados obtidos no teste 

rotarod.   

A cicatrização normal de fraturas é um processo complexo que envolve 

recrutamento celular, expressão gênica específica e síntese de compostos que regeneram 

o tecido nativo para restaurar a integridade mecânica e a função do osso danificado 

(KOMATSU et al., 2010). Existem vários aspectos da cicatrização de fraturas, incluindo 

fatores biológicos, nutricionais, físicos e genéticos.  

No que discorre o processo de fratura a fase inflamatória está associada à 

formação do hematoma, recrutamento de células tronco mesenquimais, proliferação 

celular e início da condrogênese. Células progenitoras são recrutadas e chegam ao local 

da lesão, onde se proliferam e diferenciam-se em condrócitos e osteoblastos. Esse 

sistema de cascata que é desencadeado após a fratura contribui para o remodelamento 

das extremidades dos ossos fraturados, garantindo a formação do calo ósseo, que 

consiste em tecido regenerado de preenchimento do espaço entre dois fragmentos 

ósseos e recupera a integridade mecânica desfeita pela fratura. A literatura apresenta 

resultados que corroboram aos efeitos analgésicos e anti-inflamatórios do extrato 

aquoso de Persea americana. (ADEYEMI et al., 2002).  

A comparação de consolidação de fraturas experimentais exige similaridade, o 

que se procurou obter neste experimento. Os animais não foram imobilizados, tendo 

sido deixados livres para a deambulação, porque a imobilização, além de desnecessária, 

poderia criar possibilidade de interferência pela presença de material de síntese 

(GUARNIERO, R et al., 1979). Os resultados histológicos mostraram que os grupos 

que recebeu extrato apresenta união óssea completa, neste fica mais evidente a 

aceleração da neoformação. Na quarta semana o grupo FE apresenta formação de tecido 

ósseo maduro em substituição ao tecido cartilaginoso, onde se apresenta o processo de 

remodelação óseea completa.  

 O grupo FEN apresenta união cartilaginosa completa com presença de ponte 

cartilaginosa unindo as extremidades ósseas, com tecido cartilaginoso retardando a 

cicatrização. Os demais grupos demonstram pseudoartrose e união cartilaginosa 

incompleta com presença de restos de tecido fibroso e de placa cartilaginosa que 

corrobara a incompleta consolidação. O processo de cicatrização evolui para a formação 

de um calo cartilaginoso, que resulta em uma não união hipertrófica ou uma 

pseudoartrose (GREEEN, E et al., 2005).  
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Para que a regeneração óssea progrida, o calo mole principal precisa ser 

reabsorvido e substituído por um calo ósseo. Esta etapa da consolidação da fratura, em 

certo ponto, lembra o desenvolvimento ósseo embriológico com uma combinação de 

proliferação e diferenciação celular, com aumento do volume celular e aumento da 

deposição de matriz (BREUER, B. A. et al, 1991).  

Constata-se que na análise do screen toxicológico deste experimento não houve 

diferença entre o grupo tratado e o grupo S, não ocorrendo alterações no consumo de 

ração, água e do peso corporal. Demonstrou-se a importância de validar o uso das folhas 

de Persea americana na dose de 750mg/kg em relação à toxicidade em órgãos (rins, 

fígado e pâncreas) dos ratos, com parâmetro de fase crônica, onde não houve alterações 

quando comparados os grupos.  

Sugere-se dessa maneira que o EHPA possa contribuir como alternativa e/ou 

complemento terapêutico na consolidação de fratura, acredita-se que na fase de latência 

do alongamento ósseo e na fase inflamatória do reparo da fratura, as interleucinas são 

liberadas e agem com fatores de crescimento liberados pelas plaquetas no hematoma 

local, levando à atração, proliferação e diferenciação de células-tronco mesenquimais 

em osteoblastos e outros tecidos mesenquimais diferenciandoscélulas à medida que a 

remodelação assume a forma de osso cortical e esponjoso maduro (HVID I  et al., 

2016).  

 

18. CONCLUSÃO  

Sugere-se dessa maneira que o EHPA possa contribuir como alternativa e/ou 

complemento terapêutico na consolidação de fratura. A eficácia e segurança dos estudos 

que têm sido desenvolvidos pelo LEED, da Universidade Federal do Maranhão, devem 

garantir a continuidade da validação necessariamente alicerçada no modelo científico de 

Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) de fármacos, para que no futuro a Persea 

americana Mill. possa ser utilizada como fitoterápico ou fitofármaco; atendendo, assim, 

a razões sociais e econômicas. Utilizando a potencialidade da flora Maranhense no 

combate às doenças ósseas. Assim, ofertando opções alternativas e de baixo custo, com 

terapêutica e sem toxicidade, fortalecendo as politicas publicas de saúde do Estado.   

É importante salientar que os animais que utilizaram o EHPA responderam mais 

rápido o processo de consolidação e não tiveram nenhuma infecção, desta maneira o 

EHPA poderá diminuir o tempo de hospitalização dos pacientes e os custos para SUS. 
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