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RESUMO

A busca por novos medicamentos para o tratamento da osteoartrite tem-se
tornado cada vez mais necessaria devido aos efeitos colaterais produzidos
pelos analgésicos e antiinflamatorios utilizados na pratica médica atual. Ainda,
por ser uma doenga de maior prevaléncia em idosos, as co-morbidades
apresentadas por esta populacdo restringem o espectro de opcdes dos
medicamentos analgésicos. Alguns fitoterapicos séo indicados para auxiliar o
tratamento de doencas reumaticas, mas ndo existem estudos suficientes que
comprovem suas eficacias. O caroco de abacate (Persea americana (Mill.)
Lauraceae) € utilizado na medicina popular para o tratamento da dor em
pacientes que sofrem de doencas reumaticas, como a osteoartrite e a artrite
reumatoide. O presente estudo avaliou a acao antiinflamatéria e analgésica dos
extratos obtidos das sementes de Persea americana (Mill.), em diferentes
solventes e concentragdes, em ensaios in vitro e in vivo. O ensaio de
citotoxicidade in vitro (MTT) demonstrou que o extrato das sementes de Persea
americana nao sao citotoxicos (p>0.05) nas primeiras 24 horas do experimento
nas concentracdes 0,1pug/mL (49.07 + 2.26 ABS/10° céls) e 1 pg/mL (47.77 +
3.05 ABS/10° céls) em comparacdo com o grupo controle (48.01 + 2.45
ABS/10° céls), tampouco nas 48 horas do experimento (p>0,05) nas
concentracdes 0,1ug/mL (54.96 + 8.01 ABS/10° céls) e 1 pg/mL(54.24 + 9.20
ABS/10° céls) quando comparados ao controle (59.54 + 10.72 ABS/10° céls)
em células macrofagicas da linhagem RAW 264.7. Outro resultado, obtido no
teste de liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias utilizando o sobrenadante das
células cultivadas no ensaio do MTT, indicou que o extrato de Persea
americana é capaz de diminuir a liberacdo das citocinas MCP-1 na
concentracdo de 0,1ug/mL (ndo detectavel) e 1ug/mL (60,25+1,83 pg/mL) em
comparacdo com o0 nivel basal desta quimiocina (297,15%£2,70 pg/mL). O
mesmo aconteceu com a citocina TNF: o extrato foi capaz de diminuir a
citocina em questdo nas concentracdes 0,1ug/mL (7,15+1,60 pg/mL) e 1ug/mL
(10,95£1,46 pg/mL) no sobrenadante das células RAW 264.7 em relacdo ao
grupo controle (94,24+2,26 pg/mL). No ensaio do edema de pata de
camundongo induzido por carragenina, o extrato bruto das sementes de Persea
americana demonstrou reduzir o edema de pata em 50% (extrato a 100%) e
40% (extrato a 50%) em comparacdo ao tratamento com diclofenaco que
reduziu o inchaco em cerca de 25% (pomada a 10mg/g). Os resultados
mencionados acima demonstraram-se promissores, sugerindo a continuidade
do estudo para producéao e utilizacdo de um fitoterapico a base do extrato das
sementes de Persea americana podera auxiliar no tratamento de dores
cronicas, incluindo a osteoartrite.



ABSTRACT

Since the analgesics and anti-inflammatory drugs used on daily medicine to
treat osteoarthritis are associated with several undesirable side effects, the
search for new safe and effective drugs to treat this disorder is necessary.
Besides that, the high prevalence of this disease in elderlies restricts the
spectrum of medicines that could be used as analgesics and anti-
inflammatories due to the presence of comorbidities.Some phytoterapics are
indicated for the treatment of rheumatic diseases, although there are no
sufficient studies that comprovate their efficacies. Avocado’s seeds (Persea
americana (Mill.) Lauraceae) are used in popular medicine to treat pain related
to rheumatic diseases, such as osteoarthritis and rheumatoid arthritis. In this
study, the antiinflammatory effects of the extracts obtained from the seeds of
Persea americana, in different solvents and concentrations, were evaluated
using in vivo and in vitro assays. The citotoxicity in vitro assay (MTT) in
macrophagic murine cells RAW 264.7 demonstrated that Persea americana
seed’s extract is not citotoxic (p>0.05) in the first 24 hours of the experiment in
the concentrations of 0.1ug/mL (49.07 + 2.26 ABS/10° cells) and 1.0 pg/mL
(47.77 + 3.05 ABS/10° cells) compared to the control group (48.01 + 2.45
ABS/10° cells); neither at the 48h in the concentrations of 0.1pg/mL (54.96 +
8.01 ABS/10° cells) e 1.0 pg/mL (54.24 + 9.20 ABS/10° cells) when compared
to the control group (59.54 + 10.72 ABS/10° cells). The assay to evaluate the
secretion of pro-inflammatory cytokines by macrophagic murine cells RAW
264.7 in culture showed that Persea Americana extract is capable of reducing
the release of MCP-1 in the concentration of 0.1ug/mL (not detectable) and 1.0
pg/mL (60.25 + 1.83 pg/mL) compared with basal levels of this chemokine
(297.15 = 2.70 pg/mL, p< 0.001). The same effect was observed for the
cytocine TNF: the extract was capable of reducing the secretion of this cytocine
at the concentrations 0.1ug/mL (7.15+1.60 pg/mL) and 1.0pg/mL (10.95+1.46
pg/mL) compared to control group (94.24+2.26 pg/mL). The Carrageenan
induced paw edema in vivo assay showed that the Persea americana seeds
brute extract reduced the paw edema at 50% (extract 100%) and 40% (extract
50%) in comparison to the treatment by diclofenac, which reduced the sweeling
in 25% (ointment 10mg/g). These results are promising and further studies
aiming the development of phytoterapics containing Persea Americana seed
extract which could be helpful for the treatment of chronic pain, including
osteoarthritis, should be encouraged.
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1. INTRODUCAO

As primeiras substancias utilizadas como medicamentos na historia da
humanidade sdo aquelas classificadas atualmente como plantas medicinais.
Seu uso remete a civilizagées antigas cujos primeiros registros se devem aos
egipcios, que obtinham como Unica alternativa os recursos naturais para a cura
ou tratamento de doengas.

Ha diversos registros do uso de plantas medicinais, como a papoula
(Papaver somnniferum), maconha (Cannabis sativa), babosa (Aloe vera),
dentre outras, ha milhares de anos antes de Cristo. Contudo, foi somente no
século XIX que se iniciou a procura pelos principios ativos presentes nas
plantas medicinais, criando assim, 0s primeiros medicamentos com as
caracteristicas que nos conhecemos atualmente (CALIXTO,2001).

Entretanto, a utilizacdo caseira de plantas na pratica medicinal, ndo
somente da populacdo que carece de recursos financeiros, mas também de
populacdes tradicionais, como a indigena e a chinesa, € uma realidade ainda
bastante atual. Estas populacdes utilizam as plantas para o preparo de chas,
infusdes, macerados caseiros ou qualquer outra forma que possibilite extrair os
principios ativos das plantas e utiliza-los na prevencéo ou cura de doencas.

No Brasil, a utlizacdo de fitoterapicos e plantas medicinais nha
terapéutica médica atual se deve principalmente ao contexto sGcio-econdémico
da populacéo. Diferentemente dos paises orientais, o Ocidente ndo tem por
costume a busca preferencial por produtos naturais quando em situacfes de
enfermidades, mas em diversas regides do Brasil faz-se 0 uso de plantas sem

qualquer padronizacdo quimica ou biologica para tratar inimeras doencgas.
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Existem dois motivos principais para este fato: a extensa e exuberante flora
brasileira que disponibiliza diversas espécies de plantas que podem ser
empregadas para tratar diferentes enfermidades, baseadas em indicagbes
populares, e o dificil acesso da populacdo a medicamentos industrializados,
devido a condic¢@es financeiras precérias e falta de politicas sociais e de saude.

Devido a este fato, o governo federal criou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de 22 de
junho de 2006, que estabelece diretrizes e linhas prioritarias para o
desenvolvimento de acdes pelos diversos parceiros em torno de objetivos
comuns voltados a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos em nosso pais, ao desenvolvimento de tecnologias e
inovagbes, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos
produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade brasileira e ao
desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude (Ministério da Saude,
2006).

Este documento trata da utilizacdo de algumas plantas nativas
brasileiras na cura, prevencao e tratamento de diversas doencgas.

Apesar da criacdo deste documento, o Brasil ainda da os primeiros
passos quando se trata do desenvolvimento de novos fitoterapicos, uma vez
gue a falta de investimento financeiro neste setor ainda é uma realidade.

Assim, novos projetos de incentivo a pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos dentro das universidades nacionais seria uma
alternativa para modificar o atraso do Brasil neste contexto. Definitivamente, se

este incentivo fosse adotado haveria um maior interesse e parceria com as

indUstrias farmacéuticas nacionais.
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1.1. JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DO ESTUDO

Atualmente, muitos pacientes com doencas cronicas fazem uso de
fitoterapicos como terapia alternativa para tratamento de suas enfermidades.
Uma das razdes para a utilizacdo de fitoterapicos é que o uso constante de
medicamentos aloterapicos para o tratamento destas doencas pode provocar
efeitos colaterais graves e muitas vezes, irreversiveis. Assim, 0 paciente
cronico procura fazer uso da fitoterapia, uma vez que medicamentos a base de
plantas tém apresentado menos efeitos colaterais que medicamentos
alopaticos (SCHULZ, 2001).

Na medicina popular, uma das indicacdes fitoterapicas que se tem
conhecimento € a utilizacdo do macerado caseiro do caroco de abacate
(Persea sp.) para o tratamento da osteoartrite (ALONSO, 2004). A osteoartrite
€ uma doenca articular crénica de alta prevaléncia em idosos e cuja terapia
medicamentosa esta frequentemente associada a efeitos adversos (COIMBRA,
2002; LEDERMAN, 1997)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Brasil ocupa
segundo lugar no ranking de incidéncia de osteoartrite (OA) no mundo,
perdendo apenas para os Estados Unidos (EUA) (OMS, 2011). Porém, sao
poucos os dados epidemiologicos sobre a incidéncia desta doenca, uma vez
gue seu diagnostico é dificultado pela dificil correlacdo entre sintomas da
osteoartrite e achados radiograficos, além da dificuldade de detectar a doenca
precocemente (WOOLF,2003).

Estima-se que, mundialmente, 9,6% dos homens e 18% das mulheres,

ambos acima de 60 anos, apresentam sintomas de osteoartrite, sendo que a
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maior parte destes sintomas estdo relacionados a regido articular do joelho
(MURRAY,1996). Os fatores preditivos para o desenvolvimento desta doenca
incluem obesidade, atividades de impacto nas articulagdes (atletas), fumo, sexo
e idade (DAVIS,1990).

Uma vez que a terapia medicamentosa dos pacientes com osteoartrite
tem sofrido algumas mudancas nos ultimos tempos, o setor industrial pouco
investe em medicamentos de baixo custo, acessiveis a populacdo de modo
geral. As novas alternativas incluem moduladores biolégicos e até novos
fitoterapicos em céapsulas, todos de custo elevado e cujos fabricantes retém
suas patentes.

Ainda, deve-se considerar que a osteoartrite € uma doenca de dificil
tratamento pois a resposta de cada paciente a terapia medicamentosa é
bastante singular. Em muitos casos, o paciente abstém-se de determinados
medicamentos devido aos efeitos colaterais produzidos por estes.

Atualmente, no Brasil, apenas um medicamento fitoterapico € de
fabricacéo nacional (Acheflan®), realidade bastante dispar quando se analisa a
variedade da flora nativa brasileira. Muitos estudos com extratos de plantas tém
demonstrado um excelente potencial anti-inflamatério, porém seu emprego
como base para novos medicamentos ndo tém-se desenvolvido no Brasil.

O presente estudo teve como objetivo comprovar a eficacia do extrato
das sementes de Persea americana (Mill.) na atividade anti-inflamatoria através
de experimentos in vivo e in vitro e avaliar o potencial do extrato desta planta
como uma nova opc¢ao na terapia medicamentosa em pacientes com
osteoartrite. Para isso, admite-se que o projeto em questao devera assumir

continuidade para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica adequada



20

com a incorporacdo do extrato de Persea americana baseado em analises
farmacocinéticas, farmacodinamicas e farmacotécnicas, objetivando

desenvolver um novo fitoterapico para o tratamento da osteoartrite.



21

1.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade biolégica dos extratos das sementes de Persea

americana (Mill.), Lauraceae, em ensaios in vitro e in vivo.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o melhor extrato (etandlico, metandlico) e a melhor
concentragdo/dose do extrato de Persea americana (Mill)
Lauraceae objetivando desenvolver um novo fitoterapico para o
tratamento adjuvante da osteoartrite.

e Avaliar a citotoxicidade do extrato frente a células macrofagicas
murinas (RAW 264.7) nas concentracées 0,1upg/mL,1 pg/mL,
através do ensaio de reducao do sal de tetrazolio (MTT).

e Avaliar os efeitos do extrato bruto de Persea americana na
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias no sobrenadante de
células macrofagicas murinas (RAW 264.7) como dado
complementar ao conjunto de experimentos que o classificarao
como um extrato com propriedades anti-inflamatérias.

e Avaliar a capacidade anti-flogistica do extrato bruto de Persea
americana (Mill) no ensaio de edema de pata induzido por

carragenina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. OSTEOARTRITE

A osteoartrite € uma doenca crbnica articular, de causa multifatorial e de
alta prevaléncia na populacdo geral idosa. Segundo dados do Colégio
Americano de Reumatologia, aproximadamente 27 milhdes de individuos
adultos apresentam atualmente diagndstico de osteoartrite nos EUA (ACR,
2012). A OMS estima que mais de 40% da populagcdo mundial acima de 70
anos tem diagnoéstico de osteoartrite de joelho (OMS,2011). No Brasil, ndo ha
dados epidemiologicos exatos sobre a incidéncia desta doenca, mas sabe-se
gue nosso pais € vice-lider mundial em incidéncia da osteoartrite (OMS,2012).

A definicdo correta de osteoartrite, estabelecida pelo Colégio Americano
de Reumatologia em 1994, é “uma doenca com envolvimento global da
articulacéo (osso subcondral, ligamentos, capsula articular, membrana sinovial
e musculos periarticulares)”. Os fatores de risco da doenca envolvem: idade,
sexo feminino, predisposicdo genética, obesidade, deficiéncias nutricionais,
fragueza muscular, além de alteracbes estruturais intra-articulares
(TREVISANI, 2009).

Por um mecanismo ainda ndo esclarecido, os componentes da matriz
cartilaginosa sofrem alteracdes em sua composicao e estrutura, prejudicando o
funcionamento normal da articulacdo. O teor hidrico diminui, as fibras
colagenas, bem como as proteinas da matriz, sofrem mudancas estruturais e a

producdo de condrdcitos € comprometida (FIGURA 1).
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Joelho
Normal Osteoartrose
Cépsula CapsulaNesp‘es.sada
Formagao cistica e
esclerose do 0ss0
Cartilagem subcondral
Fibrilagao cartilaginosa
Sinovia Osteofitose
Hipertrofia sinovial
Osso

- Alteragéo do contorno
\ f dsseo

FIGURA 1- FISIOPATOLOGIA DA OSTEOARTRITE. Nota: demonstracdo do
espessamento da capsula articular oriundo da producao de um fluido composto por
agentes pro-inflamatorios. E possivel notar também uma diminuicdo do espaco
articular e a cartilagem sendo substituida por uma espécie de fibrilacéo cartilaginosa.
Outra observacdo é a ocorréncia de osteofitose (formacdo de ostedfitos) devido ao
excesso de osteoblastos decorrente do desequilibrio entre formacao e degradacao de
células condrais.

FONTE: www.osteoartrose.com.br (Acesso em 2011)

s

A osteoartrite é caracterizada por uma intensa abrasdo da cartilagem
articular, esclerose, formacéo de cistos sob a superficie 0ssea e osteofitos nas
superficies das juntas (FIGURA 2). Embora usualmente classificada como uma
desordem articular degenerativa, a osteoartrite apresenta um importante
mecanismo inflamatério no seu curso. O numero de leucécitos detectado no
liquido sinovial pode encontrar-se abaixo dos limites padrées caracteristicos de
doencas inflamatérias (2.000 células/mm?®)), porém, o envolvimento de
importantes citocinas pro-inflamatérias, tais como interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) esta bem definido

no mecanismo fisiopatologico da doenca (SELLAM, 2010).


http://www.osteoartrose.com.br/
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FIGURA 2- JOELHO DE UM PACIENTE DE 63 ANOS COM OSTEOARTRITE (A
ESQUERDA). RAIO-X DE UMA PACIENTE DEMONSTRANDO OSTEOARTRITE
BILATERAL (A DIREITA). Nota: na fotografia da esquerda, o inchago é proveniente do
acumulo de fluido na articulacdo do joelho devido ao processo degenerativo articular
relacionado a fisiopatologia da osteoartrite. A direita, o espaco articular sofreu
estreitamento (indicado com setas) e ocorreu o aparecimento de ostedfitos nas
superficies das juntas.

FONTE: Adaptado de SCIENCE PHOTO LIBRARY (Acesso em 2011).
Créditos: Dr. P. Marazzi

A Osteoarthritis B

i

ee joint Hypertrophy and spurring
of bone and erosion of cartilage

FADAM.

FIGURA 3- ARTICULACAO DE JOELHO SAUDAVEL (A) E ARTICULACAO DE
INDIVIDUO COM OSTEOARTRITE DE JOELHO (B). Nota: a figura B representa uma
articulacdo com cartilagem desgastada e hipertrofia 6ssea (formacéo de osteofito)

Healthy kn

FONTE: Adaptado de ADAM®
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A cartilagem articular € um tecido avascularizado, com alto teor hidrico
(66 a 80% de agua), constituido por fibras de colageno tipo Il, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos ligados ao é&cido hialurénico, além de uma linhagem
celular denominada condrdcito. No tecido adulto normal, ha um equilibrio entre
a formacdo e a degradacdo dos componentes da matriz cartilaginosa, cujo
processo é controlado por fatores de crescimento e citocinas. (UCHOA, 2000).
Fatores de crescimento como IGF-1 e TGF-3 sdo responsaveis pela sintese de
proteoglicanos e colageno, enquanto que a IL-1, IL-6 e TNF-a estimulam a
degradacao da matriz cartilaginosa. A IL-1 é considerada o primeiro agente que
atua na degradacédo da matriz, uma vez que estimula a sintese e a secrecao de
varias enzimas que degradam a cartilagem, como metaloproteinases, além de
inibir a sintese da matriz extracelular. Ainda, a IL-1 leva a producédo de
prostaglandina E2 (PGE2) pelos sinovidcitos que resulta em dor e inflamacéo

(UCHOA, 2000).

2.2.TERAPIA MEDICAMENTOSA DA OSTEOARTRITE

Embora ndo haja cura medicamentosa para a osteoartrite, o tratamento
da doenca com analgésicos e anti-inflamatorios pode reduzir
consideravelmente a dor e manter ou até melhorar os movimentos das
articulagdes comprometidas (ACR, 2000). A terapia medicamentosa dos
pacientes com osteoartrite € tema de muita discussdo, uma vez que estes
individuos fazem uso do medicamento prescrito por um longo periodo de
tempo, provocando diversos efeitos colaterais (COIMBRA, 2002; LEDERMAN,

1997)
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A maioria dos pacientes inicia o0 tratamento analgésico com
acetaminofeno, cujas doses podem ser ajustadas com a progressao da
doenca. Em 1995, o Colégio Americano de Reumatologia propds um algoritmo
para o tratamento dos pacientes com osteoartrite (FIGURA 4). Em 2000, este
algoritmo foi atualizado, tendo um perfil mais condizente com a pratica médica
(ACR, 2000). De acordo com este protocolo, os pacientes devem iniciar a
terapia medicamentosa com acetaminofeno, cujas doses e posologia variam de
acordo com cada paciente.

Outra classe de medicamentos s&o os anti-inflamatérios ndo-esteroidais
(AINE) seletivos para COX-2. Estes costumam ser bastante eficazes, mas
apresentam efeitos cardiovasculares graves quando utilizados a longo prazo
(RAY, 2002). Também utiliza-se anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINE)
associados a misoprostol ou a algum medicamento inibidor da bomba de
prétons, uma vez que o0s AINE costumam produzir sérios problemas
gastrointestinais como sangramento, gastrite e Ulcera (BJARNASON, 1986;
LAPORTE, 1991).

Ainda, outras alternativas para o tratamento tém sido sugeridas, como a
utilizacdo de medicamentos opidides. Dentre estes, os mais utilizados sédo o
tramadol e a codeina, sendo bastante prescritos para pacientes que nao
respondem aos AINE ou que ndo podem utiliza-los devido a co-morbidades
associadas, como hipertenséo, problemas cardiacos, gastrite, Glcera etc.

Em associacdo aos medicamentos prescritos acima, 0s pacientes com
osteoartrite podem ainda fazer uso de medicamentos tdpicos, como a
capsaicina e diclofenaco. Séo alternativas interessantes uma vez que podem

aliviar a dor e evitar que os pacientes aumentem a dose dos medicamentos



27

administrados por via oral, diminuindo as de chances efeitos colaterais
indesejaveis.

Através dos algoritmos, protocolos e literatura cientifica, nota-se que
existe uma dificuldade no tratamento dos pacientes que sofrem de dores e
comprometimento articular ocasionados pela osteoartrite. Por serem pessoas
acometidas de idade avancada e apresentarem co-morbidades agravadas pela
restrita variedade de analgésicos disponiveis, faz-se necessario o estudo de
novos farmacos de efichcia semelhante aos analgésicos existentes que
possam ser utilizados com seguranca por estes pacientes, ou seja, Como 0O

minimo possivel de efeitos colaterais.



FIGURA 4-

OSTEOARTRITE, ESTABELECIDO PELO COLEGIO AMERICANO

Modalidades ndo-farmacologicas

\ 4

Caso efuséo presente, considerar aspiracao e injegao
de esteroides intra-articular ( ex. triancinolona
acetonida)

A 4

Acetominofeno para controle da dor e sintomas

A 4

Caso necessério, utilizar creme topico de capsaicina

A 4

Caso resposta inadequada, utilizar analgésico
alternativo (ibuprofeno em baixas doses ou salicilatos
nao-acetilados)

\ 4

Caso resposta inadequada, utililizar anti-inflamatorio
nao-esteroidal (associado a misoprostol caso paciente
apresente fatores de risco para doencas gastricas )

A 4

Caso resposta inadequada e cirurgia for contra -
indicada, considerar encaminhamento para lavagem
das juntas e ou desbridamento artréspico

\ 4

Caso resposta inadequada e cirurgia nao for contra-
indicada, considerar encaminhamento para cirurgia
articular (osteotomia, artroplastia)

28

PROTOCOLO DE TRATAMENTO PARA PACIENTES COM

REUMATOLOGIA EM 1995.

DE

FONTE: Adaptado de Journal of the American College of Rheumatology, Vol.38, N°11,
Novembro, 1995.
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2.3. CONTEXTO DE FITOTERAPICOS NO BRASIL

Atualmente, os fitoterapicos constituem importante fonte de inovacéo em
salude, sendo objeto de interesses empresariais privados e fator de
competitividade do Complexo Produtivo da Saude. Esse contexto impde a
necessidade de uma acao transversal voltada ao fortalecimento da base
produtiva e de inovacgdao local e a competitividade da industria nacional.

No Brasil, estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes do faturamento da
induUstria farmacéutica, no ano de 1996, foram originados de medicamentos
derivados de plantas (CALIXTO, 2001).

Apesar da nossa extensa e exuberante flora brasileira, a maior parte dos
fitomedicamentos consumidos no Brasil sdo produzidos em outros paises. Isso
acontece pois apesar de as empresas farmacéuticas brasileiras possuirem
capacitacéo tecnologica suficiente para producao de fitoterapicos, ainda somos
deficientes em investimento na area de pesquisa e desenvolvimento capaz de
gerar inovacoes de forma continua. Esta condicdo poderia ser revertida com a
parceria entre empresa privada e universidades (KLEIN, 2009).

O relatério da Associacdo da Industria Farmacéutica de Pesquisa
(InterFarma) comprova que ndo sO ha pouco incentivo académico na area de
pesquisa por produtos inovadores, como uma dificuldade burocratica extensa
na producdo de patentes brasileiras. Grande parte dos depésitos de patentes
enfrentam uma longa lista de espera devido ao baixo contingente de
funcionérios especializados na correcao de patentes do INPI. Além disso, uma
pesquisa de Ibope de 2009 realizada pela Federacéo das Industrias do Estado
de Sao Paulo relatou que a maioria dos parlamentares brasileiros nao

considera o fator da propriedade intelectual como fundamental para o
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desenvolvimento brasileiro (Interfarma, 2010). Com a falta de apoio
governamental e incentivo a pesquisa, o Brasil acaba sofrendo as
consequéncias da negligéncia do Estado e paga mais caro para obter um

medicamento & base de plantas disponiveis na nossa propria flora.

2.4. Persea americana Mill. LAURACEAE

Conhecida popularmente como abacate, a Persea americana pertence a
familia Lauraceae e é nativa da Ameérica Central (México, Guatemala,
Honduras). A arvore de Persea americana mede de 10 a 15 metros, possuli
cortex aromatico e caule lenhoso. Suas folhas séo lisas, ceriaceas, de cor
verde escura, formato oval-oblongas, de margens inteiras, mais ou menos
onduladas (CARVAJAL, 2006; FARM. BRAS., 2010,Val II).

A origem do nome abacate vem de “ahuacatl”’, que significa testiculo,
devido ao formato de suas sementes. Os povos mesoamericanos acreditavam
gue o consumo do fruto de Persea americana aumenta a fertilidade masculina
(CARVAJAL,2006).

O abacate fez parte da dieta dos povos da América Central na época
pré-hispanica devido a sua riqueza nutricional e até hoje é utilizado por estes
povos para o preparo do famoso “guacamole” (CARVAJAL,2006). E bastante
conhecido pelas propriedades nutricionais dos seus frutos, ricos em proteina e
gordura, contendo ainda fésforo que auxilia na formacdo de ossos e dentes e
evita a fadiga mental.

Outra utilizacdo desta planta € na medicina popular. O uso de plantas

medicinais € uma pratica secular, baseada em conhecimentos populares e
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transmitida por diversas geracdes. O extrato das sementes do abacate (Persea
americana) € indicado popularmente para tratar algumas enfermidades como
Ulcera, gota, artrite (ALONSO,2004).

Para utilizagcdo de Persea americana no tratamento da dor crbnica em
casos de artrite recomenda-se o0 preparo caseiro do extrato etandlico da
semente. Utiliza-se também as folhas do abacateiro para curar afeccdes da
boca, estomatite e ansia. A semente é moida € usada para tratar disenterias e
problemas renais (ALONSO, 2004).

Ja existem estudos sobre a correlacéo entre a fracdo aquosa das folhas
de Persea americana e atividade anti-edema, sendo esta evidenciada atraves
de testes como da carragenina, teste da formalina, dentre outros (ADEYEMI,
2002).

Estudos quimicos realizados com as sementes de abacate identificaram
diversas classes de produtos naturais como fitosterais, triterpenos (WERMAN,
MOKADY et al., 1990; LOZANO, DHUIQUE MAYER et al.,1993), acidos graxos
com ligac@es eloifinicas e acetilénicas (Kashman, Neeman et al., 1969), acidos
furandicos (FARINES, SOULIER et al.., 1995), dimeros de flavonoides e
proantocianidinas oligoméricas (VALERI E GIMENO, 1953; GEISSMAN E
DITTMAR, 1965; THOMPSON, JACQUES et al., 1972). Mais recentemente,
foram isolados dois acidos abscisicos glucosilados (substancias 1 e 2 — Figura

5), com estrutura sesquiterpénica (RAMOS, JERZ et al., 2004).
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FIGURA 5- ACIDOS ABSCISICOS GLUCOSILADOS ISOLADOS DAS SEMENTES
DE Persea americana. (RAMOS, JERZ et al., 2004)
Embora diversas classes de compostos tenham sido encontradas na

espécie, nenhum trabalho justifica suas atividades biologicas e usos pela

populacdo. Em etapas futuras do projeto, o estudo quimico de fracOes ativas

podera contribuir para a elucidacdo das suas atividades
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.MATERIAL BOTANICO

Os frutos de Persea americana foram coletados no campus Centro
Politécnico da Universidade Federal do Parana em julho de 2011 e 2012
(FOTOGRAFIA 1). O material foi identificado pelo MsC. Fabricio Schmidt
Meyer do Departamento de Botanica da UFPR em 2010 e um exemplar da
mesma espécie esta catalogado no herbéario deste departamento, sob o
numero UPCB 70.014.

A parte utilizada para o estudo é a semente (caroco) da planta, sendo
esta retirada do abacate e desidratada em estufa a 35°C por 48h. As sementes
secas foram pulverizadas utilizando-se um moinho de facas para obtencédo da

forma mais cominuida possivel (FOTOGRAFIA 2).
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FOTOGRAFIA 1- COLETA DOS FRUTOS DE Persea americana (Mill.) NO campus
CENTRO POLITECNICO DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (AV. CEL.
FRANCISCO H. DOS SANTOS, 210- CURITIBA/PR).

FONTE: o autor.

FOTOGRAFIA 2- FRUTOS DE Persea americana (Mill.) COLETADOS NO campus
CENTRO POLITECNICO DA UFPR (A). SEMENTES DE Persea americana (Mill.) in
natura (B). SECAGEM DAS SEMENTES MOIDAS DE Persea americana (Mill) EM
ESTUFAA35°C.

FONTE: o autor
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3.2.PREPARO DOS EXTRATOS DE Persea americana (Mill.)

A metodologia utilizada para obtencdo do extrato foi basicamente por
maceracdo. Nesta, algumas variagbes foram empregadas para obtencédo do
extrato com maior desempenho da acdo farmacoldgica desejada e menos
toxico. Estas variaveis incluiram: utilizacdo de diferentes solventes durante a
extracao, variacdo no tempo de duracdo da maceracéao, utilizagdo de ultra-som
(sonicador), agitacdo periddica dos extratos, dentre outros fatores. Para avaliar
a condicdo ideal na obtencdo do melhor extrato, foram realizadas analises
cromatograficas e de doseamento de massa seca. O céalculo de massa seca foi
realizado conforme descrito na Farmacopéia Brasileira (Farm. Bras. 5% Ed., Vol

I, 2010) (ESQUEMA 1).

ESTUFA
100°C
3 capsulas de 6 hgras Pesagem das Capsula + 10mL de
P a8 extrato alcodlico de
porcelana capsulas p :
) americana
ESTUFA
100°C
6 horas

Célculo da massa Pesagem das

seca

capsulas com
massa seca

ESQUEMA 1- PROCEDIMENTO PARA CALCULO DE MASSA SECA BASEADO NA
FARMACOPEIA BRASILEIRA (Farm. Bras., 5% Ed., Vol II)

FONTE: o autor
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3.2.1.Uso de sonicador (ultra-som) durante maceracéo

O principio do aparelho baseia-se na emissao de ondas sonoras que,
guando em contato com o liquido processado, gera vibracdes mecanicas. O
aparelho de ultra-som (sonicador) tem uma ampla utilizacdo no laboratério,
podendo ser empregado quando deseja-se acelerar o tempo de extracao,
provocar reagdes quimicas na amostra, formar nanoemulsdes etc.

Neste caso, o sonicador foi utilizado a fim de verificar se é possivel
diminuir o tempo de maceragéo do extrato obtendo um mesmo rendimento com
relacdo a massa seca ou se algum outro componente possa vir a ser extraido
com o uso deste aparelho, ou seja, se ha alguma variacdo quantitativa e

gualitativa durante a extracao.

3.2.2.Utllizacao de diferentes solventes

Um estudo envolvendo caroco de Persea americana avaliou o teor de
compostos fenolicos e a atividade antioxidante dos extratos utilizando acetato
de etila, metanol:dgua (7:3) e acetona:agua (7:3) como solventes extratores
durante processo macerativo (JAVIER, 2011). Para comparar 0s extratos ja
descritos na literatura com os do presente estudo, as mesmas condicfes
experimentais foram reproduzidas e avaliadas por cromatografia em camada

delgada (CCD).
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3.2.3. Preparo do Extrato Alcodlico Bruto das sementes de Persea americana

(Mill.)

A maceracao foi realizada adicionando-se 700g do caro¢co de Persea
americana em p6 em 1,5 litros de alcool etilico. A mistura foi mantida por 72h,
agitando-se periodicamente. ApOs este periodo, o extrato foi filtrado e
guantificado em relagdo ao teor de massa seca, conforme descrito na
Farmacopéia Brasileira.

Em seguida, o extrato foi submetido a evaporacdo do alcool etilico em
rotaevaporador & uma temperatura de 35°C e pressédo reduzida, seguido de
liofilizacdo. Apds este procedimento, calculou-se novamente o teor de massa
seca, uma vez que o liofilizado ndo obteve uma consisténcia seca, mas oleosa

(FOTOGRAFIA 3).

FOTOGRAFIA 3- EXTRATO BRUTO DAS SEMENTES DE Persea americana (Mill.)
APOS RETIRADA DO SOLVENTE EXTRATOR (ALCOOL ETILICO ABSOLUTO) E
POSTERIOR LIOFILIZACAO. Nota: O extrato adquire uma consisténcia dura e com
aspecto de cera, diferentemente de outros extratos que apos processo de liofilizacdo
encontram-se na forma de po.

FONTE: o autor
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3.3. ANIMAIS

Para o ensaio de edema de pata induzido por carragenina foram
utilizados camundongos da linhagem SWISS, machos, pesando entre 25-35g,
provenientes do Biotério do Setor do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana. Os animais foram transferidos para a sala de
experimentacdo uma hora antes do ensaio para adaptacdo e mantidos em
condicBes controladas de temperatura (22 £ 2 °C) e umidade durante todo o

experimento.
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3.4. DROGAS E REAGENTES

As drogas e reagentes utilizados nos experimentos e ensaios do projeto
encontram-se na TABELA 1.

TABELA 1- DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS

PRODUTO MARCA DO FABRICANTE | PROCEDENCIA
Xilazina 2% Syntec® Hortolandia/SP- Brasil
Quetamina 10g/100mL Vetnil® Louveira/SP- Brasil
Carragenina Sigma Aldrich® Co. Steinheim- Alemanha
Diclofenaco DEA 10mg/g  Medley® Campinas/SP- Brasil
Oleo mineral Farmacia Bula Verde® Curitiba/PR- Brasil
Alcool Etilico Proquimios® Rio de Janeiro/RJ- Brasil

FONTE: o autor
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3.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

3.5.1. Citotoxicidade in vitro — reducéo do sal de tetrazélio (MTT)

O ensaio de citotoxicidade utilizado para este experimento foi baseado
na metodologia descrita por Mosmann, 1983. O método consiste em medir
indiretamente a viabilidade celular através da atividade enzimética mitocondrial
das células vivas. Quando as células estdo vivas, as desidrogenases
mitocondriais sdo capazes de agir sobre substratos como o 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolium, levando a quebra desta molécula e a
sua reducao, formando assim o azul de formazan. Quanto maior 0 nimero de
células viaveis na amostra, mais azul de formazan & formado. A leitura da
guantidade de azul de formazan formado é feita atraves de um
espectrofotdmetro utilizando filtro de interferéncia de 540nm.

Para este ensaio, o extrato liofilizado de Persea americana foi diluido em
DMSO nas concentracfes 0,1ug/mL e 1 pg/mL.

As células da linhagem RAW 264.7 (10° células) foram utilizadas para
este experimento e plaqueadas em placas de 96 pocos, mantidas em
incubadora de CO, “overnight”. Em seguida, as células foram tratadas com o
extrato de Persea americana nas concentracdes de 0,1ug/mL e 1 pug/mL por
24h e 48h. Trés horas antes de completar o tempo de tratamento as células do
grupo controle positivo foram submetidas a 100 ul de saponina 0,01%, e todas
as células foram expostas a 20 ul de solugdo de MTT (5mg/ml). As placas

foram lidas em leitora de microplaca a 550 nm.
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O sobrenadante destas culturas foi utilizado para quantificacdo de

citocinas proé-inflamatorias, como descrito a seguir.

ENSAIOS
BIOLOGICOS

ESQUEMA 2- ILUSTRAGAO DOS MATERIAIS BIOLOGICOS UTILZADOS PARA O
ENSAIO DE SECRECAO DE CITOCINAS INFLAMATORIAS E CITOTOXICIDADE IN
VITRO (MTT)

3.5.2. Liberacdo de citocinas pro-inflamatérias no sobrenadante de células
macrofagicas (RAW 264.7)

A secrecao das citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, Interferon-y (IFN-y), Fator
de necrose tumoral (TNF) e IL-12p70 foi avaliada no sobrenadante das
mesmas células RAW 264.7 utilizadas no ensaio de citotoxicidade, as quais
foram tratadas com o extrato bruto das sementes de Persea americana nas
concentragdes 0,1 ug/mL e 1 pg/mL.

Para a quantificacdo das citocinas, utilizou-se o Kit BD CYTOMETRIC
BEAD ARRAY (CBA) MOUSE INFLAMMATION KIT (BD Biosciences®- San
Diego/CA- EUA) o qual detecta simultaneamente, quantitativamente e

gualitativamente as seguintes citocinas: Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10
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(IL-10), Interleucina-12p70 (IL-12p70), Proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP-1) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a).

A deteccdo das citocinas é semelhante ao método imunoenzimatico
ELISA sanduiche (LUTTMANN, 2006). Para isso sao utilizadas pequenas
esferas de captura (beads) que estdo conjugadas com anticorpos especificos
para as citocinas em questdo. Quando estas esferas entram em contato com a
amostra analisada, forma-se um complexo esfera-analito-reagente de deteccéo
(FIGURA 6) que emite um sinal fluorescente numa intensidade proporcional a
concentracdo do analito presente. Este complexo pode ser detectado por
citometria de fluxo, permitindo uma analise qualitativa e quantitativa da amostra

em relacdo a presenca e concentragdo das citocinas mencionadas.

PE (reagente de detecgao):
ficoeritrina- anticorpo anti-citocina

7

CITOCINA

ESFERA DE CAPTURA (BEAD):
macroesfera contendo anticorpo
anti-citocina

CONMPLEXO ESFERA-ANALITO- REAGENTE DE DETECGAO

" >

FIGURA 6- ILUSTRACAO DO PRINCIPIO DO TESTE DO KIT BD CYTOMETRIC
BEAD ARRAY (CBA) MOUSE INFLAMMATION KIT® DEMONSTRANDO A
FORMACAO DO COMPLEXO ESFERA-ANALITO-REAGENTE DE DETECCAO NO
SOBRENADANTE DAS CELULAS ANALISADAS (RAW 264.7)

FONTE: o autor
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No teste, preparou-se um mix com todas as citocinas a serem
analisadas (ESQUEMA 2) e a estas foram adicionadas um anticorpo anti-
citocina marcado com ficoeritrina, fornecido pelo fabricante (PE-Detection
Reagent). Este emite um sinal fluorescente detectavel pelo citbmetro de fluxo
na mesma propor¢do da concentracdo da citocina a que este reagente
encontra-se ligado. Ap6s a adicdo do reagente de deteccdo, acrescentam-se
0s sobrenadantes das células RAW 264.7.

Em cada tubo de andlise foi adicionado 10uL de cada solugdao das
citocinas (6 citocinas diferentes = 60uL em cada tubo), 50uL de reagente de
deteccao e 50uL de cada amostra do sobrenadante das células RAW 264.7
utilizadas no ensaio de citotoxicidade (ESQUEMA 3).

Portanto, neste ensaio, 0s sobrenadantes referem-se as culturas de
células RAW 264.7 que haviam sido tratadas com o extrato bruto de Persea
americana nas concentracbes 0.1 ug/mL e 1.0ug /mL. O teste foi feito em

duplicata.



44

10uL 10pL 10pL 10uL 10pL 10pL

NS4

60pL (para cada amostra)

ESQUEMA 3- ESQUEMA DE PREPARO DO MIX DE ESFERAS DE CAPTURA DE
CITOCINAS (BEADS) UTILIZADO PARA ANALISE DO SOBRENADANTE DE
CELULAS RAW 264.7. Nota: uma vez que foram analisados 8 tubos diferentes,
preparou-se 480uL do mix de citocinas (8 tubos x 60uL).

FONTE: o autor

CONTROLE AMOSTRA 1 AMOSTRA 2
50uL REAGENTE DETECCAO 50uL REAGENTE DETECCAO 50puL REAGENTE DETECCAO

LEGENDAS:-SBN CELS. SEM TTMTO: sobrenadante de células RAW264.7 sem tratamento
-SBN EXTRATO 0,1pg/mL: sobrenadante de células RAW264.7 tratadas com extrato das sementes
de Persea americana a 0,1pg/mL
-SBN EXTRATO 1pg/mL : sobrenadante de células RAW264.7 tratadas com extrato das sementes
de Persea americana alpg/mL

ESQUEMA 3- ESQUEMA ILUSTRATIVO DO TESTE DE CITOCINAS
INFLAMATORIAS UTILIZANDO KIT BD CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA) MOUSE
INFLAMMATION® (SIGMA® Co.)

FONTE: o autor
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3.5.3.ENSAIO DO EDEMA DE PATA DE CAMUNDONGOS INDUZIDO POR

CARRAGENINA

Com a finalidade de avaliar a atividade anti-inflamatéria das amostras
dos extratos das sementes de Persea americana, um dos modelos utilizados foi
0 ensaio do edema de pata induzido por carragenina, utilizando camundongos
SWISS machos. Este ensaio consiste em induzir um edema local (FIGURA Z)
apos aplicacdo de um agente flogistico que, no caso da carragenina, promove
recrutamento de células leucocitarias cuja tentativa de fagocitose da

carragenina acarreta em edema (VINEGAR, 1976).

FIGURA 7- EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (PATA DIREITA).
(VARALAKSHMI, 2012)
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Para o ensaio farmacoldgico, as amostras de Persea americana foram
aplicadas topicamente na pata de camundongos, massageando-as e, em
seguida, aplicou-se injecao subplantar de 0,1mL de carragenina 1% em uma
das patas posteriores, induzindo a inflamacé&o. A aplicacdo de solucdo de NacCl
0,9% foi utilizada na pata contra-lateral como controle. Ap6s 30 min da
aplicacdo do agente flogistico fez-se a leitura da espessura das patas com
auxilio de um micrédmetro digital nos tempos de uma, duas, trés e quatros
horas. As concentracdes do extrato de Persea americana utilizadas foram de

50% (diluido em oleo mineral) e 100%.

FIGURA 8- MICROMETRO DIGITAL UTILIZADO PARA MEDIR A ESPESSURA DA
PATA DE ANIMAIS EXPERIMENTALMENTE.
FONTE: Grupo NSA. (Acesso em 2011)
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3.6. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados foram expressos como média + erro padrdo das médias. As
diferencas entre as médias foram determinadas através da andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste post-hoc de Tukey. Para determinagdo dos
resultados, foi utilizado o programa estatistico “R” e os dados foram obtidos
com a colaboracéo do Prof. MsC Walmes Marques Zeviani, do Departamento

de Estatistica da Universidade Federal do Parana.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.UTILIZACAO DE DIFERENTES SOLVENTES

Estudos ja realizados com os diferentes extratos de Persea americana
demonstraram bons resultados para as atividades antioxidante, antimicrobiana
e teor de compostos fendlicos utilizando acetato de etila, acetona:agua (7:3) e
metanol:agua (7:3) como solventes durante a extracdo (JAVIER, 2011).
Reproduzindo as condicdes descritas, 0s extratos em questdo nao
demonstraram diferenca qualitativa nas fracdes apolares em relacdo ao extrato

etanodlico de Persea americana, conforme apresenta a CCD abaixo.

FOTOGRAFIA 5- CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS EXTRATOS DE
Persea americana  UTILIZANDO COMO SOLVENTES: ETANOL (A),
ACETONA:AGUA (7:3)(B), ACETATO DE ETILA (C) E METANOL:AGUA (7:3)
(D).FASE MOVEL: CLOROFORMIO:TOLUENO:METANOL  (7:2:1). FASE
ESTACIONARIA: SILICA.

FONTE: o autor
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Portanto, os resultados obtidos demonstram que o extrato etandlico
possui um padrao qualitativo apolar similar aos demais extratos obtidos com
solventes que possuem atividades antioxidante e antimicrobiana comprovadas.
Entretanto, sua escolha como solvente extrator se justifica devido a sua menor
toxicidade e volatilidade quando comparado a solventes como metanol e

acetona.

5.2.UTILIZACAO DE ULTRA-SOM DURANTE MACERACAO

Em relacdo as diferentes condi¢cdes experimentais (uso de diferentes
solventes, ultra-som) no processo de maceracao testadas para os extratos, a
utilizacdo de ultra-som no processo de maceracdo demonstrou uma alteracéo
na coloracdo dos extratos obtidos (FOTOGRAFIA 6). A analise quimica das
duas fracbes testadas (com sonicador e sem sonicador) foi feita por
cromatografia em camada delgada (CCD), e obtencdo de massa seca.
Aparentemente ndo houve alteracdo qualitativa nos cromatogramas
(FOTOGRAFIA 6), mas uma leve diferenca no conteudo de massa seca entre
as suas amostras (TABELA 4), sugerindo que a alteracdo de cor pode ser
oriunda de alguma reacdo ndo detectavel nas condicBes propostas pelo
cromatograma utilizado, uma vez que neste avaliou-se apenas substancias

apolares.
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TABELA 2- CALCULO DA MASSA SECA DOS EXTRATOS DE Persea americana
OBTIDOS COM O USO DE SONICADOR E NA AUSENCIA DESTE

EXTRATO DE Persea americana MASSA SECA
Com ultra-som 36 g/L
Sem ultra-som 33,5g/L

FONTE: o autor

com sonicador sem sonicador

FOTOGRAFIA 5- EXTRATOS DE Persea americana (Mill.) OBTIDOS POR
MACERAQAO COM E SEM SONICADOR. Nota: a direita, cromatografia em camada
delgada (CCD) dos extratos feitos com ultra-som (A) e sem ultra-som (B). Fase movel:
cloroférmio:tolueno:metanol (7:2:1). Fase estacionaria: silica.

FONTE: o autor

As andlises obtidas permitem concluir que as melhores condi¢cdes
experimentais utilizadas na metodologia para obtencdo do extrato das
sementes de Persea americana envolvem a utilizacdo do alcool etilico durante
0 processo de maceracdo, ndo havendo necessidade do uso de ultra-som para
otimizar o0 processo, uma vez que este ndo traz vantagens qualitativas ou

guantitativas.
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4.3. CALCULO DA MASSA SECA DO EXTRATO DAS SEMENTES DE

Persea americana (Mill.)

O célculo da massa seca do extrato das sementes de Persea americana
foi obtido pela pesagem inicial das capsulas ap6s estas permanecerem 4 h em
estufa a 100°C. Em seguida, adicionou-se 10 mL do extrato bruto em cada uma
das capsulas, mantendo-as novamente em estufa a 100°C por 4 horas.

ApOs este periodo, fez-se a pesagem das cpsulas com o extrato bruto

agora seco, obtendo os resultados conforme TABELA 5.

TABELA 3- MASSA (em gramas) DAS CAPSULAS DE PORCELANA E EXTRATO
ETANOLICO DE PERSEA AMERICANA PARA OBTENCAO DA MASSA SECA DO
EXTRATO BRUTO

CAPSULA (g) CAPSULA + 10mL DE MASSA SECA
EXTRATO ETANOLICO (g) CALCULADA (g)
52.8872 53.2320 0.3448
67.4003 67.7571 0.3568
46.4488 46.7966 0.3478

Média = 0.3498

FONTE: o autor

4. 4. CONCENTRACAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE Persea
americana- RENDIMENTO EM MASSA SECA

O calculo da concentracdo do extrato etandlico bruto foi feito com os
dados obtidos no experimento para determinacdo do teor de massa seca
conforme Farmacopéia Brasileira, 5 Edicao. A concentracdo de massa seca
obtida no extrato etandlico das sementes de Persea americana foi de
aproximadamente 35 g/L.

O procedimento do calculo foi feito conforme descrito a seguir:
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MASSA SECA CALCULADA (MEDIA)= 0.3478
VOLUME= 10mL

Concentracao (C) = _massa (q)
Volume (L)

C =0.3498 = 34.98 g/L

4.5. TEOR DE MASSA SECA DO EXTRATO LIOFILIZADO DE Persea
americana Mill.

Apos a retirada do solvente etanodlico, o extrato bruto foi submetido a
liofilizagdo para obtengdo da forma pulverizada, facilitando sua manipulagéo e
determinacdo de doses mais precisas para 0s ensaios biologicos in vitro e in
Vivo.

Contudo, mesmo apos liofilizacdo, o extrato ndo obtéem a forma de po
devido ao aspecto dos seus constituintes quimicos (FOTOGRAFIA 3).

Assim, foi necessaria uma nova determinacdo de massa seca do extrato
liofilizado para que se quantificasse o volume deste a ser utilizado nos ensaios
biologicos e, desta forma, obter um valor mais exato da dose do extrato de

Persea americana utilizada durante os experimentos.
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TABELA 4- TEOR DE MASSA SECA NO EXTRATO DE Persea americana APOS
LIOFILIZACAO

AMOSTRA MASSA ou VOLUME

EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE Persea 10 mL
Americana

EXTRATO BRUTO DE Persea americana APOS 0.3478 g (100%)
EVAPORA(;AO DO SOLVENTE EM
ROTAEVAPORADOR

EXTRATO BRUTO DE Persea americana 0.2624 g (75%)
LIOFILIZADO

FONTE: o autor

4.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DE REDUCAO DO SAL DE TETRAZOLIO
(MTT)

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade pela reducdo do MTT
(TABELA 7; GRAFICO 1) demonstraram que o extrato bruto de Persea
americana nao apresentou toxicidade (p>0.05) nos tempos de tratamento (24h
e 48h) para as células da linhagem RAW 264.7 nas concentracfes de 0.1
pg/mL e 1lpg/mL, quando comparado ao grupo controle negativo e ao grupo
controle positivo (saponina). A TABELA 8 demonstra as comparacdes inter-
grupos e fornece as diferencas estatisticamente significativas entre eles,
comprovando que a viabilidade celular se manteve quando as células
macrofagicas murinas foram tratadas com os extratos das sementes de Persea

americana Mill. nas concentragdes descritas (0.1 pg/mL e 1.0 pg/mL).
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TABELA 5- VIABILIDADE CELULAR EM ABS/10° CELULAS DOS GRUPOS

SAPONINA, CONTROLE, EXTRATO O,

1 pg/mL E EXTRATO 1 pg/mL EM

DIFERENTES TEMPOS (24h e 48h) DURANTE ENSAIO DE CITOTOXICIDADE
AVALIADO PELA REDUCAO DO SAL DE TRETRAZOLIO (MTT).

GRUPOS TEMPO (horas) | CONCENTRACAO (ABS/10° CELS)
SAPONINA 24 39.08 + 1.39
CONTROLE 24 48.01 + 2.45
EXTRATO 0.1 pg/mL 24 49.07 £ 2.26
EXTRATO 1 pg/mL 24 47.77 £ 3.05
SAPONINA 48 18.89 +2.13
CONTROLE 48 59.54 + 10.72
EXTRATO 0.1 pg/mL 48 54.96 + 8.01
EXTRATO 1 pg/mL 48 54.24 +9.20

FONTE: o autor
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TABELA 6- COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS EXPERIMENTAIS DO ENSAIO DE
CITOTOXICIDADE IN VITRO (MTT) EM DIFERENTES TEMPOS (24h e 48h)-
SIGNIFICANCIA ESTATISTICA ENTRES GRUPOS (VALOR DE p).

GRUPOS COMPARADOS | VALOR DE p | SIGNIFICANCIA ESTATISTICA
24 horas
CONTROLE-SAPONINA <0.001 diferenca SIGNIFICATIVA
EXT. 0.1 yg/mL- SAPONINA <0.001 diferenca SIGNIFICATIVA
EXT. 1 ug/mL- SAPONINA <0.001 diferenca SIGNIFICATIVA
EXT. 0.1 yg/mL- CONTROLE 0.408 diferenca NAO SIGNIFICATIVA
EXT. 1 ug/mL- CONTROLE 0.984 diferenca NAO SIGNIFICATIVA
EXT. 0.1 pyg/MI- EXT.1 pg/mL 0.230 diferenca NAO SIGNIFICATIVA
48 horas
CONTROLE-SAPONINA <0.001 diferenca SIGNIFICATIVA
EXT. 0.1 ug/mL- SAPONINA <0.001 diferenca SIGNIFICATIVA
EXT. 1 ug/mL- SAPONINA <0.001 diferenca SIGNIFICATIVA
EXT. 0.1 ug/mL- CONTROLE 0.999 diferenca NAO SIGNIFICATIVA
EXT. 1 ug/mL- CONTROLE 0.996 diferenca NAO SIGNIFICATIVA
EXT. 0.1 ug/MI- EXT.1 pug/mL 0.993 diferenca NAO SIGNIFICATIVA

TESTE ESTATISTICO: ANALISE DE VARIANCIA DE UMA VIA (ANOVA ONE-WAY),
INTERVALO DE CONFIANCA DE 95%; POST-HOC: TUKEY. SOFTWARE: R.
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Tratamentos

Saponina
Controle
0.1 pg/mL
60 — 1 pg/mL

50 TTT

30

Viabilidade celular (absorbancia)

20 T
|

24 48 72
Tempo de incubagao (horas)

GRAFICO 1- EFEITO CITOTOXIQO DOS EXTRATOS DAS SEMENTES DE Persea
americana NAS CONCENTRACOES 0.1 pg/mL E 1.0 pg/mL COMPARADOS AO
GRUPO CONTROLE. Nota: Média e desvio padrdo em ABS/10° células.

FONTE: o autor
Créditos: Prof. MsC Walmes Marques Zeviani

Estes resultados traduzem uma possivel utilizacdo do extrato de abacate
nestas concentracdes (0.1ug/mL e 1.0 pg/mL) para futuros testes de triagem in
vitro. Uma vez que o ensaio do MTT avalia a exposicao direta na célula frente
ao extrato analisado, este € um ensaio que permite avaliar, em muitos casos, a
viabilidade tecidual (TUTIDA,2006). O teste do MTT é um dos indicadores

colorimétricos de viabilidade celular mais utilizados e essencial para as fases
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iniciais de desenvolvimento de drogas. Portanto, os dados obtidos fornecem
uma orientacdo na dosagem e/ou concentracdo da droga para demais ensaios
de atividade biol6gica envolvendo o extrato das sementes de Persea

americana.

4.7. EFEITO IMUNOMODULADOR DO EXTRATO DE Persea
americana NO ENSAIO DE SECRECAO DE CITOCINAS POR MACROFAGOS

RAW 264.7

O ensaio de secrecao de citocinas in vitro demonstrou que o extrato das
sementes de Persea americana foi capaz de diminuir a concentracdo das
citocinas MCP-1 e TNF presentes no sobrenadante de cultura de células
macrofagicas murinas RAW 264.7 em relacdo ao controle.

O TNF- a é uma citocina envolvida tanto na resposta inflamatéria
sistémica como nas reacdes de fase aguda, através da liberacdo de IL-1 e IL-6,
sendo uma molécula chave no controle das alteracdes inflamatérias que
ocorrem em doengas como a artrite.

Em comparacao com o nivel basal de TNF- a (94,24 £2,26 pg/mL), tanto
o extrato 0,1ug/g (7,15 £1,60 pg/mL) como o extrato 1ug/g (10,95 +1,46 pg/mL)
demonstraram uma reducdo altamente significativa desta citocina (valor de p <
0.05). Considerando o papel relevante do TNF-a na regulacdo das células do
sistema imunoldgico e seu efeito pré-inflamatério, os dados do presente estudo
mostram-se bastante promissores na utilizacdo do extrato como fitoterapico na
osteoartrite. Existem diversos medicamentos utilizados atualmente na clinica

reumatoldgica cujo mecanismo envolve a diminuicdo do TNF- a (FELDMAN,
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2003). Uma vez que o extrato das sementes de Persea americana demonstrou
uma diminuicdo desta citocina por células macrofagicas em cultura, espera-se
gue também haja uma resposta significativa quando aliado a terapia da
osteoartrite na diminuigao do TNF.

O TNF a esta no cume da cascata inflamatéria, mediando a ativacao de
linfécitos, estimulacdo da liberacdo de enzimas proteoliticas por macréfagos e
secrecao de outras citocinas inflamatorias incluindo a IL 6 e IL 13. Portanto, as
citocinas tém um papel significante na perpetuacdo da reacdo inflamatoria.
Além disso, altos niveis de TNF-a sdo observados nas articulagdes de
pacientes com AR, associados a outros fendbmenos celulares caracteristicos
das lesf@es, tais como aumento da expressao de moléculas de adesédo, da
producdo de quimiocinas e da diferenciacdo de osteoclastos (MARTIN;

MEDEIROS; SCHAINBERG, 2006; LIU et al., 2008).

TABELA 7- CONCENTRACAO DE TNF EM pg/mL NO SOBRENADANTE DE
CELULAS RAW 264.7 SEM TRATAMENTO (CONTROLE) E TRATADAS COM
EXTRATO DE Persea americana a 0,1ug/mL e 1ug/mL.

AMOSTRA CONCENTRACAO DE TNF (pg/mL)
Controle 94,24 + 2,26
Extrato Persea americana 0,1ug/mL 7,15+1,60
Extrato Persea americana 1ug/mL 10,95 +1,46

FONTE: o autor
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Controle Extrato 0.1 pg/mL  Extrato 1 pg/mL

Amaostra

GRAFI(;O 2- CONCENTRAQ,AO DA CITOCINA TNF EM pg/mL NO SOBRENADANTE
DE CELULAS MACROFAGICAS MURINAS (RAW 264.7) TRATADAS COM
EXTRATO DAS SEMENTES DE Persea americana NAS CONCENTRACOES

0,1ug/mL E 1pg/mL.

FONTE: o autor
Créditos: Prof MsC Walmes Marques Zeviani

Outra citocina que demonstrou-se significativamente diminuida (p<0,05)
na cultura de células macrofagicas RAW 264.7 foi a MCP-1 (TABELA 10 e
GRAFICO 3), chamada também de CCL2, uma citocina da classe das
guimiocinas. A MCP-1 € uma citocina quimiotatica que estimula a migracéo de
mondcitos e células T de memoria durante a resposta inflamatoria. Alguns
estudos tém demonstrado que esta citocina encontra-se aumentada nas
articulacdes de animais em modelo de artrite e a administracdo de um
antagonista desta citocina diminuiu o inchaco e vermelhiddo nas juntas

inflamadas (GONG, 1997) (OGATA, 1997), o que sugere que drogas que agem
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na diminuicdo de MCP-1 também podem ser utilizadas na terapia de doencas
inflamatorias crénicas como a artrite.
TABELA 8- CONCENTRACAO DE MCP-1 EM pg/mL NO SOBRENADANTE DE

CELULAS RAW 264.7 SEM TRATAMENTO (CONTROLE) E TRATADAS COM
EXTRATO DE Persea americana a 0,1ug/mL e 1ug/mL.

AMOSTRA CONCENTRACAO DE MCP-1 (pg/mL)
Controle 297,15+ 2,70

Extrato Persea americana 0,1pg/mL ND

Extrato Persea americana 1pg/mL 60,25 + 1,83

LEGENDA: ND- ndo detectavel
FONTE: o autor

100 150 200 250 300
L 1 1 1 |

Concentragéo de citocina (MCP-1) em pg/mL
50

Controle Extrato 0.1 pg/mL  Extrato 1 pg/mL

Amostra

GRAFICO 3- CONCENTRACAO DA CITOCINA MCP-1 EM pg/mL NO
SOBRENADANTE DE CELULAS MACROFAGICAS MURINAS (RAW 264.7)
TRATADAS COM EXTRATO DAS SEMENTES DE Persea americana NAS
CONCENTRACOES 0,1ug/mL E 1ug/mL.

FONTE: o autor
Créditos: Prof MsC Walmes Marques Zeviani
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Uma vez que o extrato das sementes de Persea americana demonstrou
uma reducdo significativa (p<0.05) em duas citocinas chave no processo
inflamatdrio da artrite, percebe-se a importancia de investir na continuidade de
estudos farmacolégicos e farmacotécnicos para producdo de um fitoterdpico

tépico a base desta planta.

4.8. ENSAIO DO EDEMA DE PATA DE CAMUNDONGO INDUZIDO POR

CARRAGENINA

Um estudo encontrado acerca das sementes de abacate avaliou a
capacidade antioxidante do extrato obtido por maceracédo, através do ensaio
DPPH, que avalia a capacidade dos compostos antioxidantes presentes no
extrato em capturar o radical DPPH (CARPENA, 2011). Porém as abordagens
envolvendo a capacidade antiinflamatéria do caroco de Persea americana nao
séo encontradas na literatura.

Sabendo-se que o caroco de abacate pode apresentar uma atividade
anti-inflamatéria em camundongos e, ainda, que a parte vegetal da espécie em
guestdo tende a ser residuo do consumo da planta, o presente estudo
apresenta vantagens nao s6 farmacoldgicas, bem como econémicas e de
sustentabilidade.

O GRAFICO 4 demonstra o efeito dos extratos de Persea americana,
em diferentes tempos e concentracdes, no teste do edema de pata de
camundongo induzido por carragenina. As concentracbes dos extratos

utilizadas foram de 10%, 50% e 100%.
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Uma vez que a pomada de diclofenaco é indicada para dores
relacionadas a processos inflamatorios e, de acordo com o Colégio
Americano de Reumatologia, sua utilizacao é prescrita para pacientes com
osteoartrite, fez-se uma comparacgéo da pomada de diclofenaco dietilamoénio
(DEA) com o extrato bruto do caro¢co de Persea americana avaliando a
diminuicdo do edema de pata de camundongo induzido por carragenina.

Os resultados demonstram que tanto o diclofenaco como o0s extratos
brutos em diferentes concentragbes produzem uma melhora no quadro do
edema induzido pelo agente flogistico (p<0.05).

O experimento envolvendo a concentragdo de extrato bruto a 10%
ndo demonstrou diferenca na atividade anti-edema com relacdo ao grupo
O0leo mineral (OM) + carragenina em experimento prévio (dados nao
demonstrados).

A tabela 12 demonstra uma comparacdo inter-grupos e permite
avaliar se houve algum interferente na avaliacdo da reducdo do edema de
pata durante o experimento. Percebe-se que o grupo Oleo mineral +
carragenina, criado para testar se o 6leo mineral exerce alguma atividade
antiinflamatéria, demonstrou que existe diferenca significativa (p<0.001) em
relacdo ao grupo 6leo mineral + salina, indicando que o 6leo mineral nao é
capaz de exercer efeito antiinflamataorio.

Outra andlise inter-grupo (TABELA 12) é a comparagcdo entre 0s
grupos extrato 100% + salina e OM + salina, a fim de avaliar se o extrato
exerce alguma acdo antinflamatoria quando da injecdo de salina
intraplantar ou até mesmo para avaliar se o extrato 100% possui alguma

acdo pro-inflamatoria ou antiinflamatéria quando na falta de estimulo por
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agente flogistico, como a carragenina. Os dados demonstraram que néo ha
diferenca significativa entre os grupos extrato 100% + salina e OM + salina
(p>0.05), negando as hipéteses acima descritas.

Em relacdo aos grupos diclofenaco, extrato bruto a 50% e extrato
bruto & 100%, ndo houve diferenca significativa (p<0.05) entre os trés
grupos na reducao da atividade anti-edema (TABELA 12).

Ja quando se compara 0 grupo extrato bruto a 100% com grupo o
6leo mineral + carragenina nota-se que houve uma reducdo bastante
significativa (p<0,05) do edema de pata. Interessantemente, o grupo extrato
bruto a 100% foi capaz de reduzir o edema de pata em aproximadamente
50%, enquanto que o grupo diclofenaco dietilamonio reduziu em torno de
20-25% (GRAFICO 4), demonstrando uma maior eficacia do extrato de
Persea americana, quando comparado ao antiinflamatério diclofenaco, na

reducdo do edema de pata de camundongo induzido por carragenina.
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Tratamentos
100% + carragenina —e— Extrato 100% + Salina —e&—
50% + Carragenina —o— OM + Carragenina
Diclo + Carragenina —e— OM + Salina mc. .ame

-

0.5 e

Tempo (h)

GRAFICO 4- EFEITO DO EXTRATO DAS SEMENTES DE Persea americana NAS
CONCENTRACOES  50%, 100% EM COMPARACAO COM UM

ANTIINFLAMATORIO TOPICO (DICLOFENACO DEA) SOBRE O EDEMA DE

PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA.
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Estes dados demonstram um potencial promissor para o0 emprego do
extrato bruto do caroco de Persea americana como tratamento para
pacientes com doencas como osteoartrite, uma vez que este demonstrou
uma atividade anti-flogistica consideravelmente maior que a pomada de
diclofenaco potéssico ja utilizada no tratamento da doenca ha anos como
coadjuvante na terapia medicamentosa.

Tendo em vista que o0 mercado terapéutico apresenta atualmente
uma variedade de farmacos muitas vezes eficazes, mas que apresentam
impasses, tanto num contexto global, demonstrando efeitos colaterais aos
pacientes, como num contexto nacional, em que a maior parte da populacao
brasileira possui baixa renda, o presente estudo oferece uma alternativa de
baixo custo e terapeuticamente promissora para a populacédo brasileira na
terapia de doencas crbnicas reumatologicas.

A matéria-prima pode ser obtida através de uma parceria entre
industrias (alimentos, cosméticos), uma vez que as sementes de Persea
americana Mill. sdo muitas vezes descartadas, gerando lixo organico, que

poderia ser utilizado para fabricacdo de um novo medicamento fitoterapico.
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5. CONCLUSAO

- O extrato etandlico de Persea americana (Mill.) Lauraceae nao
apresentou diferenca qualitativa nas fragbes apolares em comparagdo com
0s extratos metandlico e acetato de etila, que possuem atividade
antioxidante e antimicrobiana descrita na literatura

- A utilizacdo de ultra-som durante o processo de extracdo por
maceracdo dos constituintes quimicos das sementes de Persea americana
utilizando etanol como solvente extrator ndo demonstrou diferenca
gualitativa nem quantitativa em relacdo a extracdo nas mesmas condicoes,
porém sem o uso de ultra-som, concluindo que sua utilizagdo n&o otimiza o
processo extrativo.

- Os extratos das sementes de Persea americana ndo demonstrou
atividade citotoxica nas concentracbes 0,1pg/g e 1 pg/g em células
macrofagicas murinas da linhagem RAW 264.7 no ensaio de reducao do sal
de tetrazélio (MTT)

- Os extratos das sementes de Persea americana demonstraram ser
capazes de diminuir a liberacéo de duas citocinas pré-inflamatérias (MCP-1
e TNF) importantes na progresséao do quadro de osteoartrite.

- Houve significativa reducdo do edema de pata de camundongos
guando tratados com os extratos das sementes de Persea americana,
sendo esta reducdo maior que a exercida pela pomada de diclofenaco, ja

utilizado na terapéutica reumatolégica.
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6. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando o potencial antiinflamatério do extrato das sementes de
Persea americana Mill., cuja atividade j& é descrita na medicina popular e foi
observada em alguns dos ensaios farmacolégicos deste estudo, a continuidade
do projeto consiste na producdo de um novo fitoterdpico de uso tépico para
pacientes que sofrem de sintomas relacionados a inflamacéao, atuando como
coadjuvante na terapia medicamentosa de doencas como a osteoartrite.

Alguns testes farmacotécnicos ja encontram-se em andamento e
uma patente intitulada “Producé&o e aplicacdo de formulacdo farmacéutica
de uso tépico contendo extrato e fracbes de Persea americana Mill.” ja
encontra-se depositada no INPI sob o protocolo BR 10 2013 004308 7.

Assim, o presente estudo assumira continuidade objetivando a producéo
de uma nova alternativa fitoterapica eficaz e segura para aqueles individuos
cujas comorbidades impedem o uso dos medicamentos antiinflamatérios

atualmente disponiveis no mercado farmacéutico.
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