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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica que decorre da auséncia de
insulina e/ou incapacidade da mesma em exercer adequadamente seus efeitos.
Considerando que dentre as principais consequéncias do diabetes encontra-se a
dificuldade de cicatrizagdo e tendo em vista o potencial anti-inflamatorio e
cicatrizante da aroeira, objetivou-se avaliar o uso tépico de 6leo essencial do fruto de
aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi) sobre o processo de cicatrizacao
de lesbes em ratas submetidas a um modelo experimental de diabetes aloxanico tipo
l. ApGs a confirmacdo do diabetes, as ratas foram submetidas a retirada de tecido
subcutaneo e divididas de acordo com o tratamento tépico (21 dias) recebido em
grupo controle (CT), 6leo comercial (OC) e aroeira vermelha (AV). A leséo foi
avaliada macroscopicamente e microscopicamente no periodo 7, 14 e 21 dias p0s-
operatorio. A analise macroscopica mostrou irritacao local no grupo AV, entretanto a
andlise microscopica demonstrou um processo de cicatrizagdo acelerado neste
grupo em comparagao ao grupo CT e OC ao 7° dia de tratamento, ndo havendo
diferenca no processo de cicatrizacdo aos 14 ° e 21 ° dias de tratamento. Concluiu-
se que apoés 7 dias de tratamento, o 6leo essencial de aroeira vermelha mostrou
efeito benéfico na cicatrizacao de lesbes em animais diabéticos.

Palavras-chaves: Diabetes Mellitus, Cicatrizacdo, aroeira-vermelha, Schinus
terebintifolius Raddi



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease that arises from the absence of insulin
and/or an inability to exhibit in a proper manner their effects. Considering that the
difficulty in healing is one of the major diabetes consequences and that the pink
pepper has anti-inflammatory and healing potential, we aimed to evaluate the topical
use of essential oil of Brazilian red-pepper fruit (Schinus terebinthifolius Raddi) on the
healing process of lesions in rats subjected to an experimental model of diabetes
type | Aloxanic. After the confirmation of diabetes, the rats were subjected to the
removal of subcutaneous tissue in the dorsal region of the animal and divided n
groups to the received local treatment (21 days) in control (CT), commercial oil (OC)
and Brazilian red-pepper (AV). After surgery, the lesion was macroscopically and
microscopically evaluated in the period of 7, 14 and 21 days. The macroscopic
analysis revealed a local irritation in PP group, however the microscopic analysis
showed an accelerated healing process in this group in comparison with CT and CO
animals at the 7™ treatment day, with no differences at the 14™ and 21% day.
Therefore, we can conclude that after 7 days of treatment, the Brazilian red-pepper
oil has a beneficial effect on the healing process of diabetic animals.

Keywords: Diabetes Mellitus, Healing, Brazilian red-pepper, Schinus terebinthifolius
Raddi
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia mdultipla que decorre da
auséncia de insulina e/ou incapacidade da mesma em exercer adequadamente seus
efeitos e configura-se hoje como epidemia mundial, traduzindo-se em grande desafio
para os sistemas de saude de todo o mundo. O envelhecimento da populacdo, a
urbanizacdo crescente e a adocdo de estilos de vida pouco saudaveis, como
sedentarismo e dieta inadequada, contribuem de maneira significativa para o
aumento da incidéncia e prevaléncia do diabetes em todo o mundo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

De acordo com as estimativas da Organizacdo Mundial de Saude, o niumero de
portadores de DM no ano 2000 era 177 milhdes, com expectativa de alcancar 350
milhdes de pessoas em 2025. Na atualidade, estima-se que no Brasil esta doenca
atinge quase 12 milhdes de individuos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Um
indicador macroeconémico a ser considerado € que o diabetes cresce mais
rapidamente em paises pobres e em desenvolvimento, o que gera impacto negativo
devido a morbimortalidade precoce que atinge pessoas ainda em plena vida
produtiva, onerando a previdéncia social e contribuindo para a continuidade do ciclo
vicioso da pobreza e da exclus&o social (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

1.2 Fisiopatologia do DM

Em condicdes fisiologicas, a manutencdo da glicemia é garantida principalmente
pela secrecao de insulina e glucagon sendo também horménios hiperglicemiantes o

hormoénio de crescimento (Gh), cortisol e catecolaminas. A insulina € um importante
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hormoénio anabdlico que desempenha um papel significativo na regulacdo do
metabolismo de carboidratos, no armazenamento de glicogénio, na sintese de
acidos graxos, no transporte de aminoacidos e sintese de DNA, RNA e proteinas
(ANDERSON et al. 1974).

Este horménio é produzido pelas células das “llhotas de Langherans”, a porgao
endocrina do pancreas. As ilhotas sdo agrupamentos de diferentes tipos celulares,
dos quais a maioria € de células beta (), responsaveis pela sintese e secregao de
insulina, estimuladas pela concentragcdo de glicose no sangue (NATTRAS &
HALLES 1988). Sua sintese ocorre a partir da transcricdo e traducdo do gene da
insulina, com a formacdo da pré e pro-insulina no reticulo endoplasmatico.
Posteriormente pela remocao da sequéncia contendo 24 residuos de aminoacidos,
formam a pré-insulina. No complexo de Golgi, esta € armazenada nos granulos de
secrec¢do, onde por clivagem forma o peptideo C inativo e a insulina, sendo esta
ultima a forma com potencial biolégico (ELIASSON et al, 2008).

A secrecédo de insulina é estimulada por substratos energéticos metabolizaveis pela
célula B pancreatica, sendo a glicose o mais importante. A glicose € transportada
para o interior da célula pancreédtica por uma proteina de membrana, denominada
Transportador de glicose (GLUT-2). Apds entrar na célula a glicose é fosforilada a
glicose-6-fosfato pela glicoquinase, esta enzima é caracterizada como o sensor da
glicose nas células secretoras de insulina. O piruvato formado no citoplasma é
transportado para a mitocondria e convertido a acetilCoA pela piruvato
desidrogenage (PDH). Subsequentemente, a acetilCoA entra no ciclo de Krebs
levando a um aumento de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e flavina
adenina dinucleotideo (FADH2), este metabolismo gera Adenosina Trifosfato (ATP)
e a relacdo ATP/ADP aumenta no citoplasma (MATSCHINSKY, 1995). Com essa
relacdo ATP/ADP aumentada resulta na inibicdo dos canais Karp € na
despolarizacdo da célula, levando a abertura dos canais de calcio, e
consequentemente aumento de Ca®" intracelular desencadeando o processo de
exocitose da insulina pela célula B pancreatica (PRENTKI & CORKEY, 1996).

A acdo da insulina na célula inicia-se pela sua ligagdo ao receptor glicoproteico de
membrana plasmatica, composto por duas subunidades a voltadas para o meio

extracelular e ligadas por pontes dissulfetos a duas subunidades
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transmembréanicas. Assim este receptor € composto por dois dimeros a-B unidos
entre si por outra ponte disulfidica. A ligacdo da insulina com o seu receptor leva a
ativacao tirosina quinase, que reside na porcdo citoplasmatica da subunidade 3,
levando a autofosforilacdo do receptor em quatro substratos do receptor de insulina
homologos e especificos (IRS). Cada uma destas IRS-fosfotirosinas serve como
local de ancoragem e ativacdo para outras proteinas quinases, desencadeando uma
cascata de eventos intracelulares que incluem ativacdo ou inibicdo de enzimas
envolvidas no metabolismo de glicose e translocacdo de GLUTs para a membrana
plasmatica (KOEPPEN & STANTON, 2004).

A caréncia de insulina ndo afeta a captacdo de glicose pelo cérebro, eritrdcitos, rins,
ilhotas de Langerhans e células hepaticas. Assim, o fornecimento de glicose para o
cérebro é garantido mesmo quando ha reducdo da glicemia para as ilhotas de
Langerhans, que através da entrada de glicose proporcional a glicemia, respondem
com a liberacdo de insulina e glucagon para as hemécias que obtém energia
exclusivamente através da glicose. O figado é permeavel a glicose sem a
intervencao da insulina, mas depende desta para que a glicoquinase seja sintetizada
e esta, por sua vez, atua na glicogénese. Somente os GLUTs que atuam nos
musculos e adipécitos sdo sensiveis a insulina (MARZZOCO & TORRES, 1999).

Baseando-se na fisiopatologia da DM, em 1997, a American Diabetes Association
prop6s uma classificacdo que foi posteriormente aceita pela OMS e pela Sociedade
Brasileira de Diabetes: DM tipo 1, DM tipo 2 e outros tipos especificos de diabetes,
como DM gestacional, DM decorrente pancreatite e DM induzida por farmacos,
dentre outras (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006; OLIVEIRA, 2004).

O DM tipo 1 acomete 5-10% dos pacientes e resulta de destruicdo auto-imune das
células B das ilhotas pancreaticas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006).
Esse tipo da doenca é diagnosticado principalmente na infancia e juventude e os
pacientes tém como caracteristicas a necessidade diaria de insulina, a grande
oscilacdo na glicemia e a tendéncia a desenvolver cetoacidose diabética. No
momento do diagndstico a maioria dos pacientes ja tem cerca de 85% das células
pancreaticas destruidas (OLIVEIRA, 2004).
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O DM tipo 2 manifesta-se em 90-95 % dos pacientes e é caracterizada por
resisténcia a insulina e/ou deficiéncia relativa na sua secrecdo. Possui forte
predisposicao genética, porém esse fator ainda nao esta bem definido devido a sua
complexidade. Fatores de risco como obesidade também estdo envolvidos no
desenvolvimento deste tipo de DM (GABBAY et al., 2003; VELLOZO & PIMAZONI
NETTO, 2008; MAUVAIS-JARVIS et al., 2000).

O DM é caracterizado por hiperglicemia crénica, polidipsia, perda de peso, polilria,
glicosuria. Em longo prazo podem gerar consequéncias irreversiveis ou faléncia em
varios 6rgaos, especificamente rins, olhos, nervos, coracdo e vasos sanguineos
(GUYTON & HALL, 2006). Segundo Misawa et al. (2004), a hiperglicemia, também
tem sua origem na deficiéncia insulinica que acarreta maior producao hepatica de
glicose por inibicdo da glicogénese (deficiéncia na regulacdo da glicoquinase e
inibicdo da glicogénio sintetase), ativacao da glicogendlise (ativacdo da fosforilase) e
ativacdo da neoglicogénese (maior oferta de substratos e ativacdo de enzimas
chaves como piruvato carboxilase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
frutose 1,6-difosfatase, glicose 6 fosfatase); inibicdo da captacdo de glicose pelos

tecidos insulina — dependentes (tecido adiposo e muscular).

Para Tepperman & Tepperman (1987) e Felig et al. (1995), a perda de peso ou falta
de crescimento corporal € explicada pela diminuicdo de insulina, e consequente
aumento de glucagon e hormdnios antagonistas da insulina que causam ativacéo
da lipase horménio sensivel por fosforilacdo, a qual acarreta lipélise com perda de
tecido adiposo; ativagdo da protedlise muscular com perda de massa muscular;
inibicdo da captacdo de aminoécidos pelo tecido muscular assim como também
gueda na sintese protéica e com isso reducdo na massa muscular; inibicdo na
captacdo de glicose pelo tecido adiposo e inibicdo da sintese e deslocamento da

lipase lipoprotéica, o que inibe a captacdo de gordura.

De acordo com Felig et al. (1995), a maior ingestdo de alimentos da-se em funcéo
do centro da saciedade localizado no nucleo hipotalamico ventro-medial necessitar
de insulina para a captacdo de glicose, e assim inibir o centro da fome. A
insuficiéncia de insulina e a ndo inibicdo do centro de saciedade induz a uma maior
ingestao de alimentos. Na auséncia de insulina, a glicose ndo entra no hipotalamo

ventro-medial, que por sua vez deixa de inibir o hipotalamo ventro-lateral
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responséavel pela sinalizacdo da fome. A area ventro-lateral livre de inibigdo, sinaliza
falta de glicose e fome, com consequiente estimulo para maior ingestdo de

alimentos.

Quando a hiperglicemia atinge valores acima de 180mg/dL, que é o limiar de
absorcao renal, a glicose excedente é eliminada do organismo pela urina, sendo
este processo denominado glicosuria (GUYTON & HALL, 2006). Soskolne & Klinger
(2001), afirmam que a perda de agua (politria) que acompanha o quadro diabético
levando o individuo a desidratacdo, decorre em funcéo da perda de glicose, uréia e
corpos cetdnicos, os quais sdo eliminados do organismo pela urina. A desidratagcao
propiciada pela polidria e aumento da osmolaridade do sangue promovido pela
hiperglicemia faz passar dgua do meio intracelular para o extracelular a fim de
manter o equilibrio osmético. A desidratacdo intracelular é percebida por
osmorreceptores cerebrais, desencadeando sede intensa. Este mecanismo é
provavelmente o responsavel pelo aumento da ingestdo de agua (polidipsia)

presente no estado diabético.

Individuos diabéticos apresentam maior propensao a disturbios circulatérios devido a
uma desordem generalizada por causa de danos aos vasos sanguineos de grande e
médio calibre ocorrido pelo acumulo de ateromas na parede do [limen dos mesmos
(BENDER & BENDER, 2003). As células especialmente afetadas pela hiperglicemia
sdo as ceélulas endoteliais dos capilares da retina, as células mesangiais do
glomérulo renal, os neurbnios e as células de Schwann nos nervos periféricos. Isso
se deve a incapacidade desses tipos celulares regularem o transporte de glicose
para o meio interno (BARBOSA et al., 2008).

O aumento da espessura da parede de pequenas artérias, veias e capilares €&
causada pelo acumulo de glicoproteinas anémalas como resultado do processo de
glicacdo nao enzimatico irreversivel (advanced glycation endproducts — AGES), que
associado com diminuicdo do catabolismo de colageno, aparentemente reduzem a
absorcédo de nutrientes e oxigénio pelos tecidos e leva ao acumulo de metabdlitos
(PONTE et al., 2001).

Para Barbosa et al (2008), os AGEs sao considerados importantes mediadores

patogénicos das complicacbes do diabetes a longo prazo, convencionalmente
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classificadas em micro ou macroangiopatias. A microangiopatia diabética é termo
geral utilizado para denominar as modificacbes funcionais dos leitos
microvasculares, nos quais 0 endotélio e as células associadas sao
progressivamente danificados pela hiperglicemia, resultando na ocluséo capilar,
isquemia e faléncia de 6rgdos. Ja o termo macroangiopatia diabética refere-se as
complicacbes cardiovasculares, que constituem a principal causa de

morbimortalidade em pacientes com DM.

bY

Os efeitos patoldgicos dos AGEs estdo relacionados a capacidade destes
compostos em modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas
estruturas biologicas. Por meio da geracdo de radicais livres, da formacdo de
ligacbes cruzadas com proteinas ou de interacdes com receptores celulares, os
AGEs promovem, respectivamente, estresse oxidativo, alteracdes morfofuncionais e

aumento da expressao de mediadores inflamatérios (BARBOSA et al, 2008).

Em adicdo, ha prejuizo da resposta leucocitaria, isso leva a uma diminuicdo da
habilidade microbicida de leucdcitos polimorfonucleares e faléncia na entrega de
componentes do sistema imune humoral e celular, favorecendo as infecgOes
oportunistas (BENDER & BENDER, 2003).

1.3 Morfologia e Fisiologia da Pele Humana

A pele é o maior 6rgao do corpo, correspondendo a 16 % do seu peso, e serve como
barreira de agentes externos. E constituida por duas camadas denominadas
epiderme e derme (Figura 1). A epiderme € a camada mais externa constituida por
tecido epitelial tendo como principais tipos celulares os melandcitos, as células de
Langerhans e o0s querandcitos. Sob a epiderme, localiza-se a derme que é
constituida por tecido conjuntivo. Esse tecido conjuntivo é firme, flexivel e elastico, e
tem como funcdo nutrir e sustentar a epiderme devido a presenca de vasos
sanguineos, terminacdes nervosas e vasos linfaticos. A hipoderme é formada por

tecido conjuntivo frouxo, que une de maneira pouco firme a derme aos 0Orgaos
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subjacentes e é responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas na qual
se apodia. Dependendo da regido em estudo e do grau de nutricdo do organismo a
hipoderme podera ter uma camada variavel de tecido adiposo. A pele apresenta
apéndices dérmicos como unhas, pélos, cabelos e glandulas (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

epiderme

jungao
dermo-
epidérmica

derme

tecido
subcutaneo

Figura 1- Anatomia da Pele (Baranoski, 2001)

O tecido conjuntivo € composto por diversos tipos celulares incluindo, células
cartilaginosas, células Osseas e fibroblastos, os quais s&o especializados na
secrecdo da matriz extracelular rica em fibras de coldgeno e fibra elastica,
responsaveis pela arquitetura estrutural do corpo (Figura 2). As células do tecido
adiposo e as musculares lisas também fazem parte das células do tecido conjuntivo
(ALBERTS et al., 2004).
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Figura 2- Esquema histolégico do tecido conjuntivo e tecido epitelial de revestimento. Fonte:
Alberts et al, (2004)

Os Fibroblastos e fibrocitos sao células presentes na derme e formadoras de fibras
colagenas, elasticas e reticulares, substancia fundamental na matriz extracelular do
tecido conjuntivo. O colageno é o principal tipo de proteina fibrilar insolivel na matriz
extracelular do tecido conjuntivo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). As células do
tecido conjuntivo desempenham papel central no suporte e no reparo de quase todo
tecido e o6rgdo, a capacidade de adaptacdo de seu estado diferenciado € uma
caracteristica importante das respostas a muitos tipos de lesdo (ALBERTS et al.,
2004).

1.4 Ferida e Cicatrizagéo

Ferida é a separacao dos tecidos do corpo ou qualquer leséo tecidual, seja epitelial,
de mucosas ou 6rgdos, com prejuizo de suas funcbes basicas. As feridas podem ser
produzidas por fatores extrinsecos como a inciséo cirargica, lesdes acidentais, corte
e trauma, ou por fatores intrinsecos, como aquelas produzidas por infec¢éo, e as
Ulceras crbnicas causadas por alteracdes vasculares, defeitos metabdlicos ou
neoplasias (WENDT, 2005; BLANES, 2004).



23

Os cuidados com as feridas sédo conhecidos desde a antigtidade, como é relatado
no papiro cirargico de Edwin Smith, datado de 1.700 a.C., onde este documento
descreve o tratamento que cirurgibes egipcios aplicavam em feridas, que consistia
na combinagdo de mel e unguento aplicados diariamente na lesdo com ataduras de
pano fino (HADDAD et al., 1983).

Utyama (2003), relata que Hipdcrates (460-377 a.C) criou a base da medicina
cientifica com énfase na observacédo cuidadosa e preconizava a manutencdo das
feridas limpas e secas. Para o tratamento das feridas, a civilizagdo egipcia utilizava
Oleos vegetais (ricino, oliva), erva medicinais, mel, acrescidos de leite, banhas,
secrecao de caramujo e vinho. Recomendava agua tépida, vinho para limpar a ferida
e para assepsia 0 vinagre. Sugeria a aplicacdo de emplastros ou cataplasmas em
feridas com indicio de inflamacdo para amaciar os tecidos e permitir a drenagem de

pus.

Na atualidade sabe-se que o processo de cicatrizacdo consiste numa perfeita e
coordenada cascata de eventos celulares e moleculares, que atuando em conjunto,
levam a repavimentacao e a reconstituicdo do tecido (IRION, 2005). Tal fendémeno é
um processo dindmico que envolve eventos bioquimicos e fisiologicos, a fim de
garantir a restauracao tissular (MANDELBAUM et al., 2003; KUMAR et al., 2004).

Este complexo processo de resposta a lesédo tecidual envolve hemostasia, migracao
de células inflamatérias, sintese de tecido de granulacao, deposicao de colageno, de
proteoglicanos e maturagcao da cicatriz, seguida da regeneracgéo do tecido conjuntivo
e da remodelagem da ferida (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008) e sao realizados por
grande numero e diferentes tipos de células, como queratinécitos, fibroblastos,
células inflamatorias e endoteliais. As interacfes entre células, matriz intersticial e
fatores de crescimento sdo eventos que atuam de maneira coordenada de modo a
reparar os tecidos danificados. Alteracbes em uma destas fases levam a uma
lentiddo no processo cicatrizacdo ou até mesmo a nao cicatrizacdo (MAVIOSO,
2003; TENIUS et al., 2007).

De acordo com Mandelbaum et al. (2003) o processo de cicatrizacdo pode ser
dividido nas fases de coagulacao, inflamacao, proliferacdo, contracdo da ferida e

remodelacédo, como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Representacdo grafica da resposta normal da pele a feridas, mostrando as principais
células envolvidas durante cada fase do processo de cicatrizacdo (adaptado de Gray et
al.; In:lsaac, et al., 2010)

Apos a ocorréncia do ferimento, inicia-se o extravasamento sanguineo que preenche
a area lesada com plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas. A
agregacdao plaguetaria e a coagulagdo sanguinea geram um tampao, rico em fibrina,
gue além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a invasdo de
microrganismos, organiza matriz provisoria necessaria para a migracao celular. Essa
matriz servird também como reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que
serdo liberados durante as fases seguintes do processo cicatricial (MENDONCA &
COUTINHO, 2009).

A plaqueta ativada aumenta a acéo da protrombinase que transforma a protrombina
em trombina, aumentando a adeséo plaquetaria. Estas plaquetas liberam fatores de
crescimento como o Fator de Transformagao do Crescimento Beta (TGF-B) e o Fator
de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), que auxiliam na migragdo de
células envolvidas na resposta inflamatéria, com a vasodilatacdo causando dor,
calor e rubor (BALBINO & CURI, 2005; MAEHATA et al., 2007).

Esta resposta vascular € concomitante a resposta celular e algumas células séo

importantes nesta fase, como os neutrdéfilos, que sdo responsaveis pela digestdo de
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bactérias e tecidos desvitalizados e o0os mondcitos, que se transformam em
macrofagos e auxiliam na fagocitose de bactérias e resquicios celulares (BLANES,
2004, BALBINO & CURI, 2005).

A proliferacdo é a fase responséavel pelo fechamento da lesdo propriamente dito.
Compreende: reepitelizacdo que se iniciam horas apés a lesdo, com a
movimentacdo das células epiteliais oriundas tanto da margem como de apéndices
epidérmicos localizados no centro da lesdo; fibroplasia e angiogénese, que
compdem o chamado tecido de granulacdo responsavel pela ocupacdo do tecido
lesionado cerca de quatro dias apds a lesdo. Os fibroblastos produzem a nova
matriz extracelular necesséria ao crescimento celular enquanto 0os novos vasos
sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular local
(BALBINO & CURI, 2005; MENDONCA & COUTINHO, 2009).

A ativacdo de fibroblastos € intensificada com a liberacdo de mediadores quimicos,
liberados por macrofagos. Os fibroblastos sdo os principais componentes do tecido
de granulacao juntamente com as células endotelial fazendo a reparacéo do tecido
conjuntivo (BALBINO & CURI, 2005). Para Carvalho (2002), a fibroplasia tem inicio
pela formacao de tecido de granulacdo no espaco da ferida, contendo uma matriz
frouxa de colageno, fibronectina e &acido hialurbnico, rico em macréfagos,

fibroblastos e vasos neoformados.

A Ultima fase da proliferacdo € a angiogénese, essencial para o suprimento de
oxigénio e nutrientes para a cicatrizacdo. Inicialmente as células endoteliais migram
para a area ferida, a seguir ocorre proliferacdo das células endoteliais, acesso para
as células responsaveis pelas proximas fases (BALBINO & CURI, 2005;
MANDELBAUM et al., 2003; KUMAR et al., 2004).

A proxima fase da cicatrizacdo é a maturacdo ou remodelamento e ocorre apos 14
dias. De acordo com Ozgen et al. (2006) esta é a fase final da cura de uma
ulceragdo corresponde a maturacdo e remodelagem da matriz extracelular. E
durante esta fase que a cicatriz adquire sua maxima resisténcia ténsil. Este processo
envolve etapas sucessivas de producédo, digestdo e orientacdo das fibras de
colageno. A ferida se torna menos celular e muitos capilares s&o ocluidos e,

eventualmente, desaparecem. O tecido de granulacdo torna-se, gradualmente, uma
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cicatriz densa e relativamente avascular, consistindo de fibras de colageno
organizadas junto as linhas de tensdo com fibroblastos relativamente inativos
(CAMPOS et al., 2007).

A deposicdo de colageno € feita de maneira aleatoria e depende da natureza e
direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Repeticbes sucessivas da lise, ressintese,
redirecionamento e religacdo formam fibras maiores de colageno e resultam numa
configuracdo mais regular da cicatriz. Isso aumenta a sua resisténcia devido a
organizacao das fibras acompanharem as forgas mecanicas que o tecido esta sujeito
durante a atividade normal. Este processo ocorre lentamente, levando meses ou
anos, uma cicatriz madura tem 70% da resisténcia da pele normal (BALBINO &
CURI, 2005).

A cicatrizacdo pode ser classificada como: primeira, segunda ou terceira intencao. A
de primeira intencdo ocorre em ferimentos com perdas minimas de tecidos e cujas
bordas sao aproximadas (fechada com pontos de sutura) (AMORIN, 2005; DANTAS
& JORGE, 2005).

Amorin (2005) descreve a cicatrizagdo por segunda intencdo quando as bordas da
ferida ndo estdo aproximadas, ou seja, ndo estdo apostas, como nas queimaduras
ou em ferimentos profundos que sao deixados abertos para formacéo de tecido de
granulacao. Neste caso, o tecido de granulacéo preenche a ferida e esta se contrai e
reepiteliza. A cicatrizacdo de terceira intencdo ocorre quando a ferida aberta é
fechada secundariamente dias apdés a lesdo, cicatrizando por primeira intencdo
tardia. Geralmente estas feridas sédo mantidas abertas para a resolucéo de edema e
infeccdo (DANTAS & JORGE, 2005).

A importancia em estudar o reparo tecidual em pacientes portadores de diabetes
cresce a cada ano. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) nao seria
nenhum exagero descrever o diabetes como a principal causa de mortalidade
prematura em todo o mundo. Sendo uma epidemia silenciosa, sem uma acéo eficaz,
conseguiu debilitar os servicos de saude em toda a parte e especialmente nos
paises pobres nos ultimos anos (MEIRELES et al., 2009). O DM tem sido associado
clinicamente e experimentalmente a um processo cicatricial mais demorado.

Diversos estudos apoiam as evidéncias de disfuncdo dos leucécitos
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polimorfonucleares, macrofagos e fibroblastos, com uma fase inflamatéria
prolongada, decréscimo na biossintese de colageno e glicosaminoglicanas,

resultando no retardo da formacéo do tecido de granulacdo (ALMEIDA et al., 2002).

De acordo com Ladeira (2011), as Matrix Metalloproteinas (MMPs) que degradam
matriz extracelular (MEC) estdo sob controle fino de inibidores plasmaticos como a
macroglobulina ou inibidores teciduais de metaloproteinases, nas feridas cronicas de
diabéticos e um ha aumento na concentracdo de MMP-2, MMP-8 e MMP-9,
juntamente com diminuicdo de Tecido inibidor de Metalloproteases (TIMPS). Esse
desbalanco leva a destruicdo de proteinas e fatores de crescimento necessarios
para iniciar a fase proliferativa, contribuindo para estacionar a ferida na fase
inflamatéria da cicatrizacdo. A explicacdo para esse fendmeno evidenciado na
literatura €& que macréfagos de diabéticos secretam exageradamente
metaloproteinases e que as citocinas Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a) estdo em niveis elevados nas feridas e estes sinalizadores tém
como uma de suas funcdes aumentarem secrecdo de proteases e diminuir os

inibidores delas.

Desta maneira para combater uma carga bacteriana aumentada seria esperado,
fisiologicamente, que houvesse aumento na razdo entre linfocitos CD4 e CD8.
Entretanto, em uma analise das margens de feridas e Ulceras de diabéticos
verificou-se diminuicdo nesta relacdo, com aumento no numero de células CD8 e
diminuicdo das CD4. Esses resultados sugerem que células CD8 possam ter papel
ativo na cicatrizagdo deficiente do diabético, ja que evidéncias as levantam como
atuantes na alteracdo prejudicial do reparo tissular fisiolégico (SIBBALD e WOO,
2008).

Graves et al (2005), obeservaram um aumento da expressdo de mediadores
inflamatorios mais prolongadaem animais diabéticos quando comparados a animais
normoglicémicos, pela acdo das quimiocinas, Proteinas Quimiotaticas de
Macrofagos (MCP-1) e Proteina Inflamatéria de Macrofago (MIP-2) que atraem
macrofagos e células polimorfnucleares, como também estimulam a liberacdo de
TNF-a.
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Verificou-se que nas Ulceras diabéticas ocorre a diminuicdo de fatores de
crescimento e expressdao de: PDGF, FGF, fator de crescimento semelhante a
insulina-1(IGF-1), IL-8, IL-10, esteopontina e Fator Transformador do Crescimento-
B1 (TGF-B1). Por outro lado, constatou-se supra-regulacdo de: IL-1, TNF-a e
angiopoietina-2, concentracdes diminuidas de esteopontina e aumentadas de
angiopoietina-2 condizem com o0 atraso na angiogénese, ja que a primeira induz o
processo e a segunda o inibe (BLAKYTNY e JUDE, 2006).

Sabe-se que Ulceras de diabéticos apresentam fenoétipos diferentes dos de feridas
de pessoas saudaveis, 0s queratindcitos tém habilidades alteradas de migracéo,
proliferacdo, diferenciacdo e secrecdo de fatores de crescimento e fibroblastos
alteracbes na morfologia, senescéncia, diferenciacdo deficiente em miofibroblasto,
baixas capacidades migratéria e proliferativa, e funcdo secretora exarcebada
(PEPPA et al, 2009; BREM e TOMIC-CANIC, 2007)

1.5 Plantas Medicinais

As plantas constituem uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas
e, portanto, devem ser consideradas como matéria prima e ponto de partida para a
descoberta de novas moléculas e para o desenvolvimento de novos fitoterapicos
(SIMOES et al., 2001).

As plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo a base da
terapéutica e, atualmente, cerca de 25% dos farmacos utilizados sdo de origem
vegetal, enquanto 50% sdo de origem sintética, mas relacionados aos principios
isolados de plantas medicinais. Isto se deve em parte, a grande variedade de
espécies (250-500 mil) de plantas existentes na flora mundial, muitas com
importantes propriedades terapéuticas. Nos ultimos anos, tem-se verificado um
grande aumento nos estudos que comprovam 0 que se conhece empiricamente,
visto que a medicina popular € rica em exemplos de plantas utilizadas para diversos

fins, que substituem, muitas vezes, a prescricdo médica. Acredita-se que cerca de
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80% da populacdo mundial use as plantas como primeiro recurso terapéutico (SILVA
& FILHO, 2001).

O tratamento medicamentoso na cicatrizacdo também acompanha a historia. O uso
de extratos de plantas ou parte na cicatrizacdo de feridas é relatado desde a pré-
histéria. Com o avanco da tecnologia passou a ser substituido por solugdes de iodo
e cloro, no século XIX, e por pomadas contendo enzimas ou principios ativos, como
a alantoina, que € encontrada em diversas espécies vegetais e ja pode ser obtida
por sintese organica (BLANES, 2004; OLIVEIRA et al., 2001).

1.5.1 Caracterizacao da aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius
Raddi)

As aroeiras sdo espécies muito comuns da flora brasileira. Pertencem a familia das
Anacardiaceae e sdo caracterizadas por plantas floriferas que englobam arvores e
arbustos, ocorrentes nos paises tropicais e temperados. No Brasil, além das
aroeiras, essas espécies sao representadas também pela mirueira ou goncalo-alves
(Astronium macrocalyx); pelo caju (Anacardium occidentale); pela manga (Mangifera
indica) e pelo caja (Spondias lutea). As plantas apresentam condutos resiniferos,

cujo conteudo Ihes confere um aroma peculiar (FERREIRA, 1986).

Dentre as mais de 500 espécies de Anacardiaceae conhecidas, a que se destaca
pela sua importancia para o objetivo deste trabalho €, especificamente a Schinus
terebinthifolius Raddi ou popularmente conhecida como aroeira-vermelha. E uma
arvore de folhas perenes, originaria na América do Sul, especialmente no Brasil,
Paraguai e Argentina. Na Flérida, onde foi introduzida como ornamento no final de
1800 e comecou a se espalhar na década de 60, € considerada uma das mais
agressivas e invasoras de ambientes como a regido denominada de Everglades nos
Estados Unidos. Seu nome cientifico se deve a semelhanca com as folhas
pertencentes ao género Terebinthus. A palavra terebinthifolius € uma combinacéo de
terebinthus e folia, que em latim significa folha (BORNHAUSEN, 2002;
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2002).
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Sado muitas as plantas conhecidas com o nome de aroeira. Pela vasta quantidade de
nomes populares que carregam como aderno, almecega, arendeulva, arendiuva,
arindelva, aroeira legitima, aroeira-d'agua, aroeira-de-capoeira, aroeira-de-mato-
grosso, aroeira-do-campo, aroeira-do-ceard, aroeira-do-cerrado, aroeira-do-sertao,
aroeira-mansa, aroeira-preta, aruiva, arvore-da-arara, chibatan, gibatéo, itapicurus,
orindelva, orindiuva, pandeiro, ubatan, ubatani, urindelva, urinduba, urunday,
urundéuva (BORNHAUSEN, 2002), deixam transparecer que se trata de diferentes

espécies espalhadas pelo pais.

O nome popular, aroeira, € uma corruptela de araroeira, que vem de arara, dando a
idéia de que esta arvore seria de propriedade da ave, ja que nela a arara pousa e
vive com frequiéncia, fazendo dela seu habitat (BORNHAUSEN, 2002).

A Schinus terebinthifolius Raddi € uma arvore de médio porte, atinge a altura de 5 a
10 metros com tronco curto, normalmente escondido pelos galhos entrelacados.
Suas folhas sdo verde-escuras, compostas, oblongas a elipticas e com nervura
proeminentes na parte de cima do limbo. As flores brancas ou de cor amarelo-palido
possuem sexos separados, na mesma arvore. S80 pequenas e agrupadas em
inflorescéncias do tipo cacho. Os frutos sdo do tipo drupa e tém coloracao verde no
inicio e depois se tornam vermelhos (Figura 4). Essa casca vermelha seca se

transforma em uma espécie de concha de papel que envolve a semente. A semente

é Uunica, marrom escura e mede cerca de 0,3 milimetros de diametro
(BORNHAUSEN, 2002).

Figura 4 — A) Frutos e B) Arvore da Schinus terebenthifolus Raddi Fonte:
http://www.saladeayurveda.com/2010/01/farmacia-na-cozinha-parte-ii.html


http://www.saladeayurveda.com/2010/01/farmacia-na-cozinha-parte-ii.html
http://2.bp.blogspot.com/_OSqu5PTyO6g/S148Ll-DcbI/AAAAAAAAA6Q/xb-5P7EmYIc/s1600-h/pimenta+rosa.jpg

31

Seu fruto, pequeno de cor vermelha bem forte e brilhante é conhecido também por
pimenta-rosa e € muito procurado pelas aves. Este pequeno fruto destaca-se dentre
as muitas especiarias existentes que sao utilizadas essencialmente para acrescentar
sabor e refinamento aos pratos da culinaria universal. O sabor suave e levemente
apimentado do fruto da aroeira-vermelha permite seu emprego em diversas
preparacdes, podendo ser utilizado na forma de grdos inteiros ou moidos. No
entanto, o fruto da aroeira € especialmente apropriado para a confeccao de molhos
gue acompanham as carnes brancas, de aves e peixes, por ndo abafar o seu gosto
sutil (DEGASPARI, 2004).

O uso medicinal da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é descrito ha muitos anos
e referido desde a primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira em 1926, segundo
Lucena et al. (2006). InUmeras potencialidades medicinais e fitoquimicas estao
atribuidas a compostos secundarios que sdo substancias ausentes de funcéo
relacionada a processos bioquimicos primarios dos vegetais (GUERRA et al., 2000).
A finalidade destes compostos € promover protecdo contra predadores,
microrganismos patogénicos, também conferem odor e cor aos vegetais, atuando
como mensageiros quimicos entre a planta e o ambiente, os principais exemplos
desses compostos sdo Oleos essenciais, saponinas e taninos (TAIZ & ZIEGER,
2004).

Os o6leos essenciais sdo substancias lipofilicas, liquidas e volateis obtidas dos mais
variados vegetais, em geral via extragcdo ocorre a vapor ou por solventes. Seus
compostos mais importantes sao incluidos em dois grupos: terpendides

(monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides (ARAUJO, 2010).

De acordo com Barbosa et al. (2007), o 6leo essencial de aroeira-vermelha é
constituido principalmente de monoterpenos (90,00%), com uma maior concentracao
de a-3-careno (29,22%), a-pineno (12,94%), a-felandreno (13,04%) e 3-felandreno
(18,08%), embora também tenha sido observada a ocorréncia de sesquiterpenos,

como o D-germacreno (3,09%).

Estudos fitoquimicos identificaram  flavonoides, esterbides, triterpenos,
antraquinonas, saponinas e fendis incluindo taninos na espécie Schinus

terebinthifolius  (LIMA et al., 2006). Apresenta atividade anti-inflamatéria
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(GAZZANEO et al., 2005) e antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas - Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus (MARTINEZ et al.,, 1996; LIMA et al., 2006), provavelmente atribuida a

presenca de substancias fendlicas, contra uma série de microorganismos.

A presenca de taninos nesta espécie esta relacionada, principalmente, com suas
propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarréico e anti-
séptico; por via externa impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e
mucosas, protegendo assim as camadas subjacentes. Ao precipitar proteinas, 0s
taninos propiciam um efeito antimicrobiano e antifingico. Os taninos sao
hemostaticos e, como precipitam alcaloides, podem servir de antidoto em casos de
intoxicacdes. Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamacbes, os
taninos auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, podendo, logo abaixo dessa
camada, o processo curativo ocorrer naturalmente (MONTEIRO et al, 2005).

Os flavonoides podem previnir injurias oxidativas de diferentes formas como
diminuindo a formagéo de radicais livres, quelando ions metalicos e inibindo a
atividade de diversas enzimas: lipoxigenase, cicloxigenase, xantina oxidase,
fosfolipase A2 e proteina quinase que sdo importantes nas reacdes inflamatorias
(RATTY; DAS, 1988).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

O Diabetes Mellitus € um problema de saude publica com alto potencial de
morbidade e mortalidade. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 245
milndes de pessoas tém diabetes e outros 140 milhdes poderdo desenvolver a
doenca nos proximos 20 anos, sendo que no Brasil, estima-se que esta doenca
atinge quase 12 milhdes de individuos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). A
hiperglicemia crénica, presente em quadros de diabetes, estd associada com perda
da funcéo e faléncia de vérios 6rgédos, resultando em cardiopatias, acidente vascular
cerebral e ma circulagdo. Estas disfun¢cdes podem ocasionar um processo de
cicatrizacdo deficiente das lesdes e gangrena dos pés e maos. Aproximadamente
15% dos pacientes diabéticos terdo em algum momento de sua vida dificuldade no

processo de cicatrizagdo de eventuais lesdes (LERCO, 2003).

Em quadros de diabetes a cicatrizagao ocorre de maneira diferenciada em funcéo de
lesBes vasculares (hipoxia) e de alteracbes nas células fagocitarias que favorecem o
desenvolvimento de infec¢gdes. A neuropatia também prejudica a cicatrizacdo, devido
a reducdo de estimulos (mediadores) da inflamacao liberados por terminacdes
nervosas (BOGLIOLO, 2006).

Frente a essa realidade, torna-se imprescindivel a procura de novas alternativas
para o tratamento de feridas decorrentes de complicacdes do diabetes. Atualmente o
desenvolvimento de praticas de saude que incluem a utlizacdo de plantas
medicinais tem crescido em decorréncia da biodiversidade do bioma brasileiro assim
como em funcdo de fatores econdmicos e sociais, como o baixo custo e a cultura
relacionada ao seu uso (GUIMARAES, 2005).

Segundo Simdes (2003), desde o inicio da humanidade o homem busca nas plantas
efeitos terapéuticos. Neste panorama podemos destacar a Schinus terebinthifolius
Raddi que, como medicamento, pode ser utilizada no tratamento de inflamacoes
uterinas e cicatrizacdo de feridas, tendo sido comprovada cientificamente sua acao
antimicrobiana contra Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus (MARTINEZ et al., 1996) e antiinflamatéria (GAZZEANO et

al., 2005), ndo sendo demonstrado nenhuma toxicidade em animais e humanos



34

(BARBOSA et al., 2007). Dentre as partes utilizadas que apresentam propriedades
medicinais estdo incluidas as cascas, folhas e frutos. Devido a composi¢cdo de seu
Oleo essencial, € usada no tratamento de distarbios respiratérios, em tumores e
doencas da coérnea (BORNHAUSEN, 2002). Popularmente, também é empregada

no tratamento da diarreia e inflamacoes.

Considerando que dentre as principais consequéncias do diabetes encontra-se a
dificuldade de cicatrizacdo e tendo em vista o potencial anti-inflamatério e
cicatrizante da aroeira, objetivou-se avaliar o uso topico de 6leo essencial do fruto de
aroeira-vermelha (Schinus terebintifolius Raddi) sobre o processo de cicatrizacéo de

lesBes em ratos submetidos a um modelo experimental de diabetes aloxanico tipo I.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extracdo do Oleo de aroeira

As amostras do fruto de Aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi) foram
coletadas no municipio de Sao Mateus, Espirito Santo/Brasil em latitude 18°42'58"
sul e a uma longitude 39°51'21° o O6leo essencial foi obtido pela técnica de
destilacdo por arraste a vapor. Para esse método, foi utilizado o aparelho de
Clevenger. A amostra foi colocada em um bal@o volumétrico com 500 mL de agua e
apos o tempo de destilacdo, o 6leo junto com a &gua, que teve a funcéo de arrastar
o Oleo, foi recolhido em um funil de separacéo, onde foram adicionados 30 mL de
diclorometano (RADUNZ et al., 2001), por trés vezes. E este o solvente que separa
0s Oleos essenciais da amostra da aroeira da 4gua. O 6leo junto com o solvente foi
recolhido em um béquer, e foi adicionado sulfato de magnésio anidro para retirar a
agua que, eventualmente, passou do funil de separacdo para o béquer. Depois,
procedeu-se a filtracdo e o filtrado foi colocado em rotavapor para retirada do

diclorometano.

A amostra do O6leo essencial de aroeira-vermelha foi submetida a andlise por
Cromatografia Gasosa acoplado com Espectrometria de Massa (CG-MS), em um
equipamento GC-MS (Schimadzu, modelo 5050 A) equipado com uma coluna de
silica OV-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), nas seguintes condi¢cdes cromatogréficas:
a temperatura inicial foi de 60°C, aumentando a temperatura em 4°C/min até atingir
280°C, permanecendo nesta temperatura por 10 min; Temperatura do detector =
280°C; T Temperatura do injetor = 280°C; T Temperatura da coluna = 60°C; Split =
1:50; E = 2,0 kV; fluxo = 1,0 mL/m; modo = SCAN.

Foram injetadas 1pL das solu¢des do éleo essencial (1000 mg/L em hexano) e dos
15 padrdes cromatograficos a-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, a-terpineno, p-
cimeno, limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno, terpinoleno, linalol, 4-terpineol, a-terpineol,
timol e carvacrol (40 mg/L em hexano), e os constituintes foram identificados por
comparagao com o0s espectros de massa da biblioteca Wiley do equipamento e o
tempo de retencdo dos padrdes. A relacdo dos compostos identificados na amostra
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estdo apresentados na Tabela 1. A concentracdo dos monoterpenos encontrados
nas amostras de o6leo essencial dos frutos de aroeira-vermelha foi calculada em
relacdo a area normalizada dos picos, cujos tempos de retencdo foram iguais aos
tempos dos padrdes. Essa concentracdo nao foi expressa em massa, mas sSim
porcentagem em area.

Tabela 1 Relacdo dos padrées de terpénicos e dos compostos encontrados na amostra de 6leo

essencial de aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), submetidos a cromatografia gasosa
com detector espectrométrico de massas.

Tempo Férmula Peso C** (%)
Pico retencdo Molecular Molecular Composto AV
(min)

1 5,64 CioH16 136 a-tujeno 0,67
2 5,85 CioH16 136 a-pineno* 29,39
3 5,69 CioH16 136 Canfeno* 0,31
4 6,84 CioH1s 136 t-butilbenzeno n/d
5 6,94 CioH16 136 Sabineno 3,99
6 7,06 CioH1s 136 B-pineno* 7,71
7 7,43 CioH16 136 Mirceno* 6,18
8 7,9 CioH16 136 a-felandreno 9,39
9 8,12 CioH16 136 d—Xoapevo 19,69
10 8,3 CioH16 136 a-terpineno* 0,25
11 8,56 Ci0H14 134 p-cimeno* 4,27
12 8,74 CioH16 136 Limoneno* 18,15

* compostos identificados com base nos padrdes cromatograficos

** concentragéo calculada em relacéo a area normalizada dos picos

n/d: ndo detectado

AV: 6leo essencial

obs: demais compostos foram identificados com base nos espectros de massas da biblioteca Wiley do
GC/MS, com probabilidades acima de 92%, em média 96%

3.2 Animais Experimentais

Foram utilizadas 62 ratas (Ratus norvegicus albinus Wistar), adultas, sadias ao
exame clinico, pesando entre 200 e 300g, com aproximadamente trés meses de
idade, fornecidos pelo Biotério do Campus Maruipe/UFES. As ratas foram mantidas

em caixas plasticas em sala com temperatura ambiente controlada (22°), com ciclos
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de claro-escuro de 12 horas e alimentados com ragdo Labina (Purina) e 4gua ad

libitum.

3.3 Inducé&o ao Diabetes Mellitus

Para inducéo do Diabetes Mellitus, a droga diabetogénica de escolha foi o aloxano,
por apresentar citotoxidade especifica para as células beta pancreéticas e por ter um
amplo uso no desenvolvimento de protocolos experimentais envolvendo inducdo do
diabetes (LERCO, 2003). O aloxano (Aloxan-Sigma. St. Louis. USA) foi diluido em
tampéo de citrato (0,01M pH 4,5), e injetada por via intraperitonial, na dosagem de
100mg/kg de peso corporal apés jejum alimentar de 12 horas. A alimentacéo foi
restituida aos animais 1 hora ap6s a administracéo da droga. Uma vez que somente
esta dose de aloxano nao foi capaz de promover a indugdo do diabetes, este

procedimento foi repetido 14 dias apo6s a primeira administracéo da droga.

Apo6s 10 dias, foi coletada amostra de sangue por via intra-cardiaca para verificacdo
da glicemia e comprovacdo do estado diabético dos animais. Participaram do
experimento animais que apresentaram glicemia superior a 200mg/dL (LERCO,
2003; KISS et al., 2005).

3.4 Excisdao cirurgica

Sete dias apds a confirmagéo do diabetes (dia zero), foi realizada a exciséo cirdrgica
de tecido cutaneo na regido dorsal (formato triangular com faces de 1,0 cm), com
retirada da pele e tela subcutanea, e exposicao da fascia muscular dorsal (SANTOS,
2006). Para o procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados com Ketamina
(6mg/Kg) e Xilazina (25mg/Kg). A Ketamina (6mg/kg) foi o anestésico de escolha

para este experimento por ndo causar disfuncédo e toxicidade no tecido hepético,
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promovendo anestesia por acao depressora do sistema nervoso central
(GUIMARAES, 2005).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em gaiolas metabdlicas e tratados por
via tépica durante 21 dias (100 pl), constituindo 3 grupos experimentais com 10

animais:

Tratamento | (controle) solucdo NaCl 0,9 % - Grupo CT

Tratamento Il 6leo comercial (contendo: acido caprico, acido caprilico, acido
caproico, &cido laurico, acido linoléico, lecitina, palmitato de retinol, acetato de
tocoferol e alfa-tocoferol ) - Grupo OC

Tratamento 11l 6leo essencial de aroeira-vermelha - Grupo AV

Os animais foram avaliados ao 7°, 14° e 21° dias ap6és o dia zero, sendo que a cada
periodo foram avaliados: glicemia (realizada com aparelho Accu-Chek, Roche), peso
corporal, glicosuria (Uri-test, Alamar Tecno Cientifica Ltda/SP) e analise
macroscopica das lesdes e retirada de tecido para andlise histologica de cada
animal. Ao final do experimento os animais foram eutanasiados utilizando uma dose

de anestésico tiopental 100 mg/Kg via endovenosa.

Foi realizada coleta de sangue por puncdo cardiaca para verificagdo de niveis
glicose, Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT),
colesterol, triglicerideos, uréia e creatinina ao inicio e ao término do periodo
experimental. As amostras foram imediatamente centrifugadas para obtencéo de
soro com a utilizacdo de centrifuga da marca Excelsa, modelo Fanem® a 2000g
durante 10 min. As amostras de soro foram congeladas a -20°C até o momento da
realizacdo das andlises, com o auxilio de um analisador semi-automéatico (TP
Analyzer Plus®, Thermoplate) através de kit comercial (Labtest® Diagndstica S.A.,

Lagoa Santa/ MG, Brasil). Todas as analises foram realizadas em duplicata.

Na Figura 5 encontra-se o fluxograma ilustrando os grupos e protocolos

experimentais desenvolvidos neste estudo.
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32 ratos NOM
’ (1i<200mg/dL.)

Indugéodo DM com | Mdias | Inducéodo DM com | 10dias | Verificagdoda

Aloxano (n=62) > | Aloxano(n=62) ’ glicemia &
) 3QratosDM
(9li>200mg/dL)
Peso corporal, glicemia, glicostria, — ¢——  7dias l
volume urindrio de 24 horas e
retirada do tecido Grupo CT - salina cida | L0 | Gaidlametaboica
0,9%: | =, 4 (adaptacéo)
' (diazero)
Peso corporal, glicemia, glicostria,  ¢—— 14 dias CpCL00 | |
volume urinario de 24 haras e comercia
retirada do tecido
Grupo AV - aroeira
vermelha
Peso corporal, glicemia, glicosria,

volume urinario de 24 horas, retirada  €—— 21 dias
do tecido, coleta de sangue e
eutanasia dos animais

Figura 5- Fluxograma de distribuicdo dos grupos experimentais segundo o tratamento e tempo de
observacgéo

3.5 Avaliacdo Macroscopica

Na analise macroscopica das lesbes operatorias, foi verificadas a ocorréncia de
hemorragia (presente ou ausente), presenca de crostas cobrindo a lesdo (presente
ou ausente), presenca de secrecdo (presente ou ausente), lesées avermelhadas ao
redor da lesdo (presente ou ausente) e reepitalizagdo completa (presente ou

ausente).
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3.6 Andlise Histoldgica

Para analise histoldgica cada peca cirdrgica foi retirada com um punch Keyes 3 mm
e colocada em recipiente plastico com formol a 10%. No laboratério de Anatomia
Patologica do Centro de Ciéncias Agrarias-CCA-UFES as pecas passaram por
desidratacdo gradativa em alcool (2 alcoois a 95% e 3 absoluto por 1h cada um),
diafenizacdo em xilol, com trés trocas de uma hora cada, impregnacdo e inclusédo
em parafina. Os fragmentos incluidos em parafina foram cortados utilizando-se
microtomo modelo “820” Spence, obtendo-se secdes de 6um de espessura. As
laminas histolégicas foram mantidas em estufa para secagem e 0s cortes
posteriormente submetidos a coloracdo por hematoxilina e eosina para analise
histolégica e tricrbmio de Masson para observacdo de fibras colagenas. Nas
observacfes de microscopia éptica de acordo com Garros, (2006), foram avaliados

0S seguintes parametros:

a) Cicatrizacdo por 22 intencdo: 7 dias (tecido de granulacéo, fibroblasto, vasos
neoformados, colageno), 14 dias (proliferacdo vascular diminuida, proliferacéo
fibroblastica, fibras coldgenas e reepitelizacdo), 21 dias (tecido conjuntivo
imaturo, fibras de colagenos extracelular, reducdo de fibroblasto e vasos
sanguineos)

b) Processo de cicatrizacdo consolidado, indicado pela reepitelizagcdo completa;

c) Dermatite, indicada pela presenca de coldnias de bactérias;

d) Cicatrizacdo acelerada (tecido de granulagdo, macrofagos ativados,

neutréfilos, hemacias e reducao de fibroblastos e células endoteliais).

3.7 Analise Estatistica

Os dados estdo expressos como média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizada
analise de variancia de uma via para medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc

de Tuckey/Kramer para avaliacdo do peso corporal, volume urinario de 24 horas,
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glicemia, glicosuria, creatinina, uréia, colesterol, triglicerideos, AST e ALT. Para
analise histolégica foi utilizado o programa computacional R com teste qui-quadrado
e correcdo de Yates (n>20 e <40). Os valores foram considerados estatisticamente

significantes quando p < 0,05 e p < 0,01.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Glicemia, Peso Corporal, Volume Urinéario de 24 horas e Glicosuria

Dos 62 animais submetidos a dupla injecdo intra-peritonial de aloxano (100mg/Kg de
peso corporal), 6 animais (9,7%) morreram apos a indugdo, 5 animais (8,1%)
apresentaram glicemia entre 130-160mg/dL e 21 animais (33,8%) néo

apresentaram alteragdo glicémica (85-110mg/dL).

Lerco (2003) e Oliveira (2004) relatam em seus experimentos um indice de
mortalidade de 39% e 51%, respectivamente, administrando o aloxano por via
endovenosa. No presente experimento o indice de mortalidade foi menor (9,7%),
porém o percentual de animais que nado apresentaram o DM foi de 33,8%, que se
iguala aos obtidos por Oliveira (2004) e diferem dos 21% encontrados por Lerco
(2003).

Os 30 animais (48,4%) que apresentaram hiperglicemia superior a 200mg/dL foram
incluidos no estudo experimental e evoluiram com parametros clinicos (polidipsia,
polifagia, politria, glicosuria e perda de peso) e laboratorial (glicemia) compativeis
com o DM. Ao fim dos 21 dias de tratamento restaram nove animais do grupo CT,

oito animais do grupo OC e 10 animais do grupo AV.

Antes da inducdo do DM os animais nao apresentavam diferencas (p>0,05) quanto a
glicemia (Figura 7), peso corporal (Figura 8), volume urinario (Figura 9) e glicosuria
(Figura 10), portanto, foram agrupados em um Unico grupo antes da inducdao.

Na Figura 6 encontram-se os resultados da glicemia nos diferentes grupos e tempos
estudados. Antes da inducdo a média de glicemia de todos os animais analisados foi
de 102 + 10,14 mg/dL, ndo apresentando diferencas (p>0,05) entre os grupos. Este
valores também foram semelhantes aos encontrados por Cavalli et al. (2007).
Segundo Zanoello et al. (2002) os valores normais da glicemia em ratos variam entre
47,7 a 107 mg/dL. Apds a inducdo ao diabetes este valor variou de 403mg/dL a

513mg/dL entre os grupos experimentais, sem diferencas (p>0,05) entre os
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tratamentos nos periodos avaliados. Estes valores foram maiores que o0S
encontrados por Oliveira (2004), em média 362 mg/dL e préximo aos de Lerco,
(2003) 380 a 600mg/dL. Kiss et al., (2007) relataram uma média de 400 mg/dL em

estudo com ratas induzidas ao diabetes por estreptozocina.

Modelos de animais experimentais sdo frequentemente utilizados em pesquisa sobre
o diabetes mellitus, pois a inducdo do diabetes quimico pela administracdo de
toxicos como o aloxano sao espeficos para células B pancreaticas devido a
similaridade com a glicose o0 que permite que a mesma seja internalizada via
transportadores e mimetizam de forma idéntica em humanos o DM tipo |, onde ha a

auséncia de producéo de insulina pelo pancreas (DELFINO et al., 2002).

A auséncia de insulina no organismo acarreta um acumulo de glicose sanguinea que
ndo pode ser estocada, pois a insulina € responsavel pelo armazenamento de
glicose no figado, musculo e tecido adiposo. Concomitantemente a acdo deficiente
da insulina diminui a utilizacdo de glicose pelos tecidos insulino-dependentes e
mantém um ritmo aumentado de producdo endbégena, determinando a hiperglicemia
persistente (CARVALHO, 2002; SMELTTZER & BARE, 2009).
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Figura 6 — Valores plasmaticos de glicose dos animais diabéticos no periodo antes e p6és (-7) indugéo
ao DM e nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias de tratamento. ANOVA **p < 0,01 vs. antes da
inducao.
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O DM, se ndo tratado, leva a reducdo de peso corporal, fato observado durante esta
pesquisa como demonstrado na Figura 7. Esta perda de peso foi observada por
Zoanelo et al. (2002) e Delfino et al. (2002) em seus experimentos com animais
induzidos ao DM. Cavalli (2007) observou que o0 peso corporal dos animais
diabéticos esta intimamente ligado a glicemia, durante sua pesquisa 0s animais que
mantiveram glicemias superiores a 300 mg/dL perderam peso enquanto os que

mantiveram glicemias inferiores a 300 mg/dL ganharam peso.

A perda de peso no individuo diabético sem tratamento € comum no DM 1 e esta
relacionada com a auséncia de insulina no organismo. Consequentemente ocorre 0
aumento de hormbnios contra reguladores (glucagon, catecolaminas,
glicocorticoides e horménio do crescimento), aumentando a mobilizacéo lipidica,
degradacdo protéica e associado as perdas hidroeletroliticas, a mobilizacdo deste
tipo de energia leva a liberagdo de corpos cetonicos, sendo este a base
fisiopatolégica de uma complicacédo grave do DM denominada cetoacidose diabética
(CAD), que apresenta manifestacfes tipicas como halito cetbnico, alteracbes
respiratorias, letargia e torpor (FREITAS & FOSS, 2003).

Esta perda de peso também pode estar associada com o processo inflamatério, que
produz citocinas inflamatérias IL e TNF-a que agem como mediadores da inflamagéo
e da imunidade, niveis séricos elevados de TNF-a causam a perda de peso devido a
estimulacdo do aumento dos niveis séricos de leptina, que é uma proteina
relacionada com a sensacdo de saciedade, niveis aumentados desta proteina
induzem o organismo ao gasto energético e a uma diminuicdo no consumo de
alimento, causando falta de apetite e perda de peso (PASCHOALINI et al., 2005;
NERY et al., 2006).
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Figura 7 — Média de peso corporal dos animais diabéticos no periodo antes e pds (-7) inducdo ao DM
e nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias de tratamento. ANOVA *p<0,05 vs. antes da inducéo,
ANOVA.

Na Figura 8 encontram-se os resultados do volume urinario em 24 horas dos
animais avaliados antes e ap6s a inducdo ao DM submetidos aos diferentes
tratamentos. Antes da indugcdo os animais apresentaram 4,75 £ 0,5 ml de urina em
24 horas enquanto apos a confirmacdo do DM este valor oscilou de 127 a 182 mL
em 24 horas, porém ndo apresentaram diferencas (p>0,05) entre os tratamentos nos
periodos avaliados. Os valores do volume da diurese encontrados por Lerco (2003)

foram menores, uma média de 100 ml/24h.
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Figura 8 - Volume urinario de 24 horas dos animais diabéticos no periodo antes e p6s (-7) indugdo ao
DM e nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias de tratamento. ANOVA *p<0,05 todos 0s grupos vs
antes da inducgéo

Todos os 30 animais apresentaram alteracdes na glicose urindria superior ou igual a
1000 mg/dL (+++), compativel com o estado diabético grave como demonstrado na
Figura 9. De acordo com Miller & Gongalves (1999) o DM representa a causa mais
comum de glicosuria, todo individuo que apresente este sintoma deve ser
diagnosticado como diabético seguido de estudo laboratorial, ou seja, glicemia em
jejum e curva glicémica. Os valores normais de excrec¢do de substancias redutoras
em humanos, habitualmente glicose, variam de 0,5 a 1,59 por 24h, a glicose é
substancia dotada de limiar renal que corresponde na maioria das vezes a uma
hiperglicemia de 160 a 180 mg/100ml (MILLER & GONCALVES,1999).

O aumento do volume de diurese € uma das caracteristicas do estado
hiperglicémico devido ao aumento elevado da concentracdo de glicose no filtrado
glomerular, excedendo a capacidade das células tubulares em reabsorvé-la e dando
origem a diurese osmotica. Esse mecanismo tem sido descrito como o principal
responséavel pela producdo de grande volume de urina com elevada osmolaridade
(LERCO, 2003).
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Figura 9 - Glicosuria em mg/dL dos animais antes e ap0s (-7) indugdo ao DM e nos tempos 0, 7, 14 e
21 dias de tratamento. ANOVA **p<0,01 todos 0s grupos vs. antes da inducéo

4.2 Creatinina e Uréia

Sabe-se que o DM é uma das principais causas de insuficiéncia renal cronica a
longo (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Apesar da utilizacdo do 6leo de aroeira ter
sido realizada topicamente, ndo se pode descartar a possibilidade que esta
substancia tenha atingido a corrente sanguinea, portanto avaliamos o0s possiveis

efeitos nefrotéxicos do 6leo essencial de aroeira.

Os valores plasmaticos de creatinina antes da indu¢cdo do DM e ao término do
periodo experimental dos animais avaliados estdo demonstrados na Figura 10 (A).
Observou-se que os grupos OC (0,75+0,012 mg/dL) e AV (0,750,012 mg/dL)
apresentaram uma elevacdo dos niveis de creatinina plasmatica quando
comparados ao grupo antes da inducdo do DM (0,67+0,05 mg/dL), e o grupo CT
apresentou (0,740,011 mg/dL). Em conjunto estes dados indicam que nenhum dos
tratamentos influenciou neste parametro e as alteracées encontradas devem-se aos

efeitos do DM sobre a funcao renal.
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A uréia é a principal forma excretora do nitrogénio proveniente do catabolismo
protéico, forma-se no figado a partir dos grupos amoniacos liberado pela
desaminacdo dos aminoacidos e sua dosagem constitui 0 recurso mais utilizado
para avaliagao do funcionamento renal (MILLER & GONCALVES, 1999). Em relacao
aos niveis plasmaticos de ureia apresentados na Figura 1B, observou-se que todos
0s tratamentos apresentaram uma elevacao (CT: 91,25+4,22 mg/dL, OC: 88,06+8,65
mg/dL, AV:85,81+8,99 mg/dL) em comparacdo ao grupo antes da inducdo do DM
(30,54+4,22 mg/dL), sem diferencas (p>0,05) entre os tratamentos avaliados. Estes
dados corroboram aos achados da creatinina plasmética e indicam que a elevacéo

apresentada pelos animais deve-se a protedlise ocasionada pelo DM.

A) B)
Creatinina (mg/dL) 150 Uréia (mg/dL)
" ] t 100 - £ " "
- B I [
NN
0 - w x x Antes CT ocC AV
Antes indugdo CT ocC AV inducéo

Figura 10- Niveis séricos de creatinina (A) e uréia (B) nos trés grupos experimentais antes da
inducdo ao DM e ao final do experimento. ANOVA *p<0,05 e **p<0,01 vs. antes da
inducdo ao DM

A hiperglicemia ocasiona aumento de filtracdo pelos rins, os glomérulos funcionam
como filtros seletivos que com o0 passar dos anos e uma glicemia elevada a
membrana basal se espessa, assim como a proporcao de varias glicoproteinas de
modo que a arquitetura molecular da membrana esta modificada, esta membrana se
torna mais espessa como mais permedvel levando a perda de proteinas na urina
(SMELTZER & BARE, 2009).
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Almeida, (1997); Marzzoco & Torres (1999) relataram gue como 0 organismo
diabético ndo produz insulina ou tem reducdo na sensibilidade das células-alvo a
acao deste hormonio, a deficiéncia de nivel plasmatico de insulina para atuar em
niveis fisioldgicos gera catabolismo protéico. Portanto, sdo comuns valores elevados

de uréia, creatinina e acido uUrico em individuos diabéticos.

Embora a microalbuminudria seja o melhor marcador disponivel para identificar
insuficiéncia renal deve-se dosar em conjunto a creatinina em todos os individuos
portadores de DM, com ou sem creatinina urinaria ou em urina de 24 horas. Os
valores para definicdo de nefropatia variam um pouco de acordo com o método.
Para caracterizar a presenca de nefropatia, algumas situacdes precisam ser
descartadas antes do diagnostico de nefropatia que podem elevar a excrecao
urinaria de albumina incluem exercicio fisico intenso, febre, infec¢éo, insuficiéncia
cardiaca, pidria, hematuria, hiperglicemia e hipertenséo arterial (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

4.3 Colesterol e Triglicerideos

Na Figura 11 encontram-se os valores plasméticos de colesterol total (A) e
triglicerideos (B) nos animais experimentais antes da inducdo ao DM e ao término do
periodo experimental. Observou-se aumento nos niveis de colesterol plasmatico nos
grupos CT (82,13+6,71mg/dL) e OC (75,88+8,38 mg/dL) quando comparados com
0s niveis antes da inducdo do DM (49,77 5,44 mg/dL). O grupo AV apresentou
elevacdo maior deste parametro (86,75+11,31 mg/dL) quando comparado ao grupo
OC. Em contraste Kurowska et al. (1997) e Mcanlis et al. (1998), citados por
Liberato (2001), ndo observaram alteracdo nos niveis séricos de colesterol em ratos
ou camundongos com DM em seu experimento assim como encontrados por Lerco
(2003) e Oliveira (2005).

Ao avaliar os niveis plasmaticos de triglicerideos, observou-se o mesmo padrao de
resultados. Os grupos CT (255,93+45,23 mg/dL) e OC (191,06+31,01 mg/dL)
apresentaram hipertrigliceridemia quando comparados ao grupo antes da inducéo
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(98+24 mg/dL), o grupo AV (308,69+39,28 mg/dL) apresentou maior valor de
triglicérides quando comparado ao grupo OC. Lerco (2003) encontrou valores para
triglicerideos de 350 mg/dL em ratos com diabetes, este valor difere da atual
pesquisa onde os animais que foram induzidos apresentaram valores de 191 a
308,75 mg/dL. Por outro lado, Oliveira (2005) encontrou 220mg/dL de triglicérides

ficando mais proximos dos resultados do presente estudo.
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Figura 11 - Niveis séricos Colesterol (A) e Triglicerideos (B) nos grupos experimentais antes da
inducdo ao DM e ao término do experimento. ANOVA **p < 0,01 vs. antes da indugéo
ao DM, "p 0,01 vs. OC

Tanto para o colesterol quanto para os triglicerideos, apesar de nao apresentarem
diferenca estatistica em relacédo ao grupo CT, observou-se uma pequena diminuicao
dos valores plasmaticos de ambas as substancias no grupo OC. Esta reducdo do
colesterol e triglicerideos no grupo OC pode ter influenciado na andlise estatistica e

indicado maior aumento destes parametros no grupo AV.

Armaganijan & Batlouni (2000); Rabelo & Martinez (1998) descrevem em seus
estudos que a hipertrigliceridemia e a reducdo dos valores de HDL-colesterol
representam as alteragbes mais comuns no diabetes, uma vez que a redugcao nos
niveis de insulina ativa a lipase, fazendo com que esta enzima hidrolise o0s

triglicérides armazenados em acidos graxos e glicerol para a corrente sanguinea.
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Como animais com diabetes induzido por Aloxano mimetizam o diabetes tipo 1 em
humanos, ocorre a diminui¢cdo de insulina e aumento das taxas de triglicérides assim
como em humanos (Umrani & Goyal, 2002; Blanco-Dolado et al., 2002; Campos et
al., 2003).

4.4 AST e ALT

A fim de verificar possiveis efeitos hepatotoxicos do 6leo essencial da aroeira,
avaliaram-se os valores plasmaticos de AST e ALT nos diferentes grupos. Estes

resultados estdo demonstrados na Figura 12.

Podem-se observar os grupos CT (AST 220+32,4; ALT 128,1+25,6 U/L) e OC (AST
314,2432,7; ALT 226+25,6 U/L) apresentaram uma elevagdo dos niveis séricos
desta enzimas quando comparados aos animais antes da inducdo ao DM (AST
96,2+2,8; ALT 26,9+ 8,4 U/L). Ao avaliar a toxicidade de um fitoterapico (Cassu
Composto) por meio de estudos de toxicidade aguda, Rauber et al. (2006)
encontraram niveis destas enzimas hepéticas em 126,6 e 64,6 U/L respectivamente
para AST e ALT em ratas saudaveis o que diferem dos encontrados neste estudo .

O grupo AV (AST 464+29,9; ALT 292,3+27,9 U/L) apresentou maior elevacao destes
parametros quando comparados aos outros grupos, indicando possivel efeito
hepatotoxico do Oleo essencial de aroeira. Miltersteiner et al. (2003) em sua
pesquisa induziram ratos a cirrose biliar e relatam valores de AST 500 e ALT 140
UI/L.
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Figura 12 - Niveis séricos de AST (A) e ALT (B) nos grupos experimentais antes da indu%éo aoDMe
ao término do experimento. ANOVA **p < 0,01 vs. antes da indug&o ao DM, “p < 0,01 vs.
OC, ¥p<0,01 AV vs. CT

As transaminases s80 enzimas que catalisam a interconversdo de aminoacidos e
alfa-ceto-acidos por transferéncia do grupo amino. Estdo amplamente distribuidas
nos tecidos, com predominancia de AST no figado, coracdo, musculo cardiaco,
musculo estriado, rim e pancreas, e ALT no figado, rim e coracdo. A ALT esta
presente no citosol enquanto AST na mitocondria dos hepatdcitos, a atividade
plasmatica destas enzimas é controlada por um mecanismo de liberacdo enzimatica
localizada na membrana do hepatocito (VASCONCELOS et al., 2007). Segundo
Motta (2003) estas diferencas de localizacdo auxiliam no diagndéstico e prognostico
de doencas hepéticas, pois em dano hepatocelular leve a forma predominante no
soro € a citoplasmética enquanto em lesbdes graves ha liberacdo de enzima
mitocondrial elevando a relacdo AST/ALT. Este mesmo autor relatou que esta
relacdo tem sido empregada para auxiliar no diagnostico diferencial das
hepatopatias em humanos, por exemplo, nos casos de hepatite viral toxica a relacéo
de AST/ALT é menor que 1, mas em casos de cirrose hepatica € maior que 1.

Mincis & Mincis (2007) relatam que as transaminases também podem estar elevadas
devido a doencas em outros 6rgaos ou tecidos, em especial o musculo estriado, tais
como polimiosite e exercicios vigorosos, sendo que em condi¢des relacionadas com
lesbes no musculo estriado estdo também elevadas a creatina quinase (CK) e
aldolase. A CK desempenha fun¢gées no musculo cardiaco, esquelético e cérebro.

No musculo esquelético produz ATP para contragdo muscular através da
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fosforilagdo da adenosina difosfato (HOCHLETHNER, 1994), e moderadas
isquemias musculares transitérias resultam em aumento da concentracdo sanguinea
de CK (LUMEIJ, 1997).

Motta (2003) descreve elevacOes de 4-8 vezes da AST e, ocasionalmente da ALT,
em quadros de distrofia muscular e dermatomiosite em geral, entretanto os niveis
plasméaticos destas enzimas estdo dentro da faixa de normalidade em outras
enfermidades musculares, especialmente as de origem neurogénica. Outro fato
associado a elevacao da relagdo AST/ALT é que em lesBes hepéticas graves os
valores de ALT podem declinar mais rapidamente por terem sido primeiramente
lancadas na corrente circulatéria permanecendo, portanto os valores de AST por

mais tempo elevados, 0 que acaba elevando esta relacdo (LIMA, 2001).

Assim sendo, a elevacdo destas enzimas na presente pesquisa também pode estar
associada a uma possivel lesdo muscular ocasionada pelo 6leo essencial do fruto de
aroeira, uma vez que os valores plasmaticos destas enzimas foram maiores no
grupo AV em comparacao aos outros grupos. Entretanto, os grupos diabéticos CT e
OC também apresentaram, embora em menor intensidade, aumentos significativos
dos niveis de AST e ALT, demonstrando um efeito do DM sobre estes parametros.
Corroborando esses dados, Viana et al. (2004) demonstraram que a elevagdo na
atividade dessas enzimas ocorre com maior frequéncia em pacientes diabéticos
guando comparados a individuos normais e estdo associadas a complicaces como
neuropatia e retinopatia, independente do consumo de &lcool, indice de massa

corporal e controle metabdlico.

4.5 Avaliacao Tecidual Macroscopica

A avaliagdo macroscopica das lesdes visou observar hemorragias, presenca de
crosta, secrecgOes e irritacdo tecidual ao redor da lesdo. Durante o estudo néo foi
observada nenhuma ocorréncia de hemorragia e secre¢cao nos grupos experimentais

nos tempos 0,7,14 e 21 dias.
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As crostas estavam presentes com maior extensdo nas lesbes ao 7° dia de
avaliacdo, em aproximadamente quatro animais do grupo CT, sete animais do grupo

OC e sete animais do grupo AV, conforme demonstrado na Figura 13.

Figura 13 - Evolucao da cicatrizacao referente a presenca de crosta nos trés tratamentos: CT- A,
OC - B e AV-C no 7° dia de avaliacéo.

Neto et al. (2006) observaram os efeitos do extrato hidroalcodlico de aroeira ao 7°
dia e descreveram que a solucdo de continuidade causada pela retirada do
fragmento de pele é inicialmente preenchida por coagulo, fibrina e exsudato
inflamatério, originando a crosta fibrino-leucocitaria. De acordo com Gabbini (1972)
In: Neto et al. (2006) o processo de cicatrizacdo por segunda intencdo, como 0
presente neste estudo, possui caracteristicas diferentes da cicatrizagdo por primeira
intencdo embora as reacdes inflamatéria, remodelacdo e maturacdo sejam idénticas
para os dois processos. Na cicatrizacdo por primeira intencdo nao ha exposicao da
lesdo ao meio externo sendo a fagocitose de coagulo e fibrina mais eficiente e, desta

forma, ndo ha a formacgéo de crosta.

Ao 14° dia de tratamento as crostas estavam presentes com menor extensao, bom
aspecto e secas descamantes em dois animais do grupo CT, um animal do grupo
OC e trés animais do grupo AV como demonstrado nas fotos A, B e C da figura 14.
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Figura 14 - Evolucéo da cicatrizacao referente a presenca de crosta nos trés tratamentos: A = CT,
B = OC e C = AV no 14° dia de avaliacao.

Na figura 15 podemos observar fotos do processo de cicatrizacdo com 21 dias nos
diferentes grupos estudados. Apenas um animal de cada tratamento apresentou
presenca de crosta superficial sobre a lesdo com bom aspecto e tecido cicatrizado
abaixo, no grupo AV esta crosta era mais densa e apresentava-se em uma regiao

maior da area da lesao.

Figura 15 - Evolucéo da cicatrizacao referente a presenca de crosta na avaliagdo macroscopica de
lesdo tratadas em trés diferentes grupos A=CT,B=0C e C = AV, 21 °dia

Na avaliacdo macroscopica referente a eritema tecidual ao redor da leséo (Figura
16), esta foi observada em apenas 1 animal dos grupos CT e OC, enquanto que seis
animais do grupo AV no periodo de 7 dias de tratamento. Apdés 14 e 21 dias

somente o grupo AV apresentou irritacdo em seis e oito animais respectivamente.
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Figura 16 - Avaliacdo macroscépica de eritema tecidual ao redor da lesdo nos diferentes grupos
estudados. CT- Soro Fisiologico (A, D e G; tempo 7, 14 e 21 dias respectivamente),
OC- Oleo comercial (B, E, e H; tempo 7, 14 e 21 dias respectivamente) e AV- Oleo
essencial de Aroeira (C, F e |; tempo 7, 14 e 21 dias respectivamente)

Em relacéo a reepitelizagédo (Figura 17) esta ocorreu de maneira completa apés 14
dias em cinco ratos do grupo CT e em trés animais do grupo OC e AV. Quatro
animais do grupo CT, cinco do grupo OC e seis do grupo AV apresentavam
reepitelizacdo incompleta. Aos 21 dias, todos os ratos do grupo CT apresentaram
reepitelizacdo completa, assim como trés animais do grupo OC e oito animais do
grupo AV.
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Figura 17 - Avaliagcdo macroscopica quanto & presenca de reepitelizacdo completa de lesdo nos
diferentes grupos estudados. CT-A, OC - B e AV - C com 14 dias de tratamento e D, E
e F ao 21° dia de tratamento nos grupos CT, OC e AV respectivamente

Amorim e Santos (2003) utilizaram gel de aroeira consistindo de uma mistura de
extrato hidro-alcodlico de aroeira com gel de carbono para o tratamento de vaginose
bacteriana sintomatica em mulheres, Neto et al. (2006) avaliaram o efeito
cicatrizante da administragdo tépica do extrato hidro-alcodlico de aroeira em lesdes
na regido dorso costal de ratos, Ribas et al.,(2006) utilizaram extrato hidro-alcoolico
da folha de aroeira em ulceracbes na mucosa de ratos. Estes autores néo relataram
gualquer tipo de eritema referente a utilizacdo da aroeira o que difere do encontrado

nesta pesquisa.

Verificou-se que o grupo AV apresentou ao redor das lesdes uma area eritematosa,
apos a aplicacdo do 6leo os animais tentavam morder e cocavam a regiao, logo este
fato poderia ter contribuido para as alteragdes bioquimicas observadas neste grupo,
pois um dos fatores mais importantes para a liberagdo de cortisol inclui o estresse
(GUYTON & HALL, 2009). Este glicocorticéide altera o metabolismo da glicose
promovendo aumento de sua concentracdo sanguinea, age sobre o metabolismo

das proteinas promovendo sua degradacdo e mobiliza gordura de seus depdsitos.
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Em conjunto estes efeitos podem ter colaborado para o aumento da glicemia e dos
niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos. Adicionalmente, as enzimas AST e
ALT também se apresentaram alteradas no grupo AV. Sabe-se que uma maior
sintese de glicocorticoides endégenos ocasiona um aumento de duas a cinco vezes
dos niveis plasmaticos dessas enzimas. Entretanto, tal elevacdo ndo indica
necessariamente uma lesdo hepatica, uma vez que em lesdo hepatica provocada
por glicocorticoides estas enzimas podem apresentar uma elevacdo de até 40 vezes
(THRALL, 2006).

Corroborando esses dados, Armario et al., (1986) analisaram os niveis de glicose
em ratos submetidos a intensidades gradualmente aumentadas de estresse e
observaram que existia uma correlacdo positiva entre o nivel de estresse e a
glicemia. Brown & Grunberg (1995) em sua pesquisa observaram que as condi¢cbes
da gaiola afetam os niveis de estresse conforme o género; machos apresentam altos
niveis de estresse sob condicbes de restricdo e as fémeas quando alojadas
individualmente, desta forma viver sozinha parece ser a causa de estresse nas
fémeas, enquanto que os machos sdo mais afetados por um espaco restrito que
pelo numero de animais no ambiente. Na presente pesquisa este fator deve ser

considerado como um estresse para as ratas utilizadas.

Padgette et al. (1998), estabeleceram um modelo de cicatrizagdo para estudar os
mecanismos de imunossupressao no estresse induzido em ratos, e concluiram que
a funcdo do macrofago € influenciada por glicocorticéides, que reduzem a agao pro-
inflamatoria na liberagdo de citocinas e quimiocinas. Esta reducdo na inflamacgéo e
cicatrizacdo esta correlacionada com os niveis de corticosterona no soro, uma vez
gue quanto maior o nivel de corticosterona mais lenta a cicatrizacdo. Em conjunto
estes dados sugerem a homeostase neuroendécrina modula a cicatrizacdo de
feridas e a perturbacdo destes eixos por estressores exdgenos pode ter

consegUéncias significativas para a homeostase e a saude do hospedeiro.
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4.6 Avaliacdo Tecidual Microscopica

Na Tabela 2 encontram-se os resultados da avaliacao histologica referente ao 7° dia
de tratamento. O grupo CT apresentou cinco animais com inducao da cicatrizagao
por 22 intengdo, conforme demonstrado pela desunido da epiderme e crescimento do
tecido de granulacao a partir da crosta, fibroblastos, vasos neoformados e depdsito

de fibrina em reabsorcéo por neutroéfilos e/ou macrofagos.

Tabela 2- Avaliacao histologica no 7° dia tratamento nos grupos CT, OC e AV

Variaveis histolégicas Tratamentos
7 dias CT ocC AV
Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente p
Cicatrizacao por 22 intencdo 5 4 4 5 4 6 0,78
Cicatrizacdo acelerada 0 9 0 9 4 6 0,02*
Dermatite séptica 1 8 1 8 0 10 0,55
*p < 0,05

O grupo OC (Figura 18) apresentou quatro animais com cicatrizagao por 22 intencao
com persistente estimulo para formacéo de tecido de granulacdo e no grupo AV
(Figura 19) quatro animais apresentaram tecido de granulacdo com predominio de
fibroblastos e de colageno | e vasos neoformados diminuidos, sugerindo aceleracéo
da cicatrizacdo de 22 intencao e fase de remodelacdo do tecido de granulacdo. O
guadro de dermatite séptica ocorreu em um animal do CT e OC e nenhum animal do
grupo AV, o que pode estar relacionado com acdo antimicrobiana da aroeira
(MARTINEZ et al., 1996; LIMA et al., 2006).
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Figura 18 - Fotomicrografia tipica de tecido cutdneo de um animal CT apresentando proliferacéo de
tecido de granulagdo, predominando macrofagos ativados, neutréfilos e hemacias (A),
menos significativamente fibroblastos (B) e células endoteliais em proliferacdo (C).

Figura 19 - Fotomicrografia tipica de tecido cutdneo de um animal OC apresentando tecido de
granulagdo formado sob coagulo de sangue (seta), tecido conjuntivo neoformado de
grande extensdo (A), discreta infiltracdo de neutréfilos e predominio de mondcitos,
colageno, fibras elasticas, vasos neoformados e fibroblastos(B).
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Figura 20 - Fotomicrografia tipica de tecido cutaneo de um animal AV apresentando epiderme quase
que unida coberta por crosta de exsudato plasmatico com neutréfilos degenerados
(seta) e a derme unida por novo tecido conjuntivo, proliferagdo predominante de
fibroblastos (A), poucos vasos neoformados (B) e deposi¢éo de colageno

Na Tabela 3 encontram-se os resultados da avaliagédo histologica referente ao 14°
dia de tratamento. No grupo CT (Figura 21) em seis animais infere-se cicatrizagéo
por 22 intencdo com formacado de tecido de granulacdo em fase de colagenizacéo e
iniciando remodelacdo. No grupo OC (Figura 22) cinco animais apresentaram
cicatrizagdo por 22 intengdo, com unido e consolidacdo da ferida e formacéo de
escara de tecido fibroso colagenizado sobre a ferida e no grupo AV (Figura 23) sete
animais apresentaram tecido de granulagdo colagenizado depositado sobre a
epiderme aproximada e regeneracdo, sem diferencas entre 0S grupos no processo
de cicatrizacdo neste periodo. O grupo AV apresentou 10 animais sem 0 processo
de injuria ocasionado pela retirada do tecido (p<0,05) quando comparados ao grupo

OC gue apresentou trés animais.

Tabela 3- Avaliacéo histolégica no 14° dia tratamento nos grupos CT, OC e AV

Variaveis histolégicas Tratamentos
: CT ocC AV
14 dias
Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente p
Cicatrizacdo por 22 intencao 6 3 5 3 7 3 0,95
Injaria 0 9 3 5 0 10 0,03*
Processo consolidado 5 4 3 5 3 7 0,51

*n<0,05
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Figura 21 - Fotomicrografia tipica de tecido cutaneo de um animal CT no 14° dia de tratamento
apresentando tecido de granulacdo em pico de deposicdo de colageno (A), poucos
vasos neoformados(B) e fibroblastos (C)

Figura 22 - Fotomicrografia tipica de tecido cutdneo de um animal OC no 14° dia de tratamento
apresentando tecido de granulagdo com predominio de colageno (A) e menos
significativamente fibroblastos e vasos neoformados (B)
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Figura 23 - Fotomicrografia tipica de tecido cutdneo de um animal OC no 14° dia de tratamento
apresentando tecido de granulacéo colagenizado e com fibras elasticas esparsas (A)

Na Tabela 4 encontram-se os resultados da avaliacdo histologica referente ao 21°
dia de tratamento. O grupo CT apresentou oito animais com tecido de granulacdo
colagenizado pos-cicatrizacdo de 22 intencdo iniciando retracdo da ferida com
consolidagéo da ferida e um animal com retardo deste processo. No grupo OC, em
cinco animais estavam presente cicatrizacdo por 22 intengcdo e trés apresentaram
tecido de granulacdo ainda nado totalmente retraido e retardo neste processo. O
grupo AV apresentou oito animais com cicatrizacdo de 22 intencdo e tecido de
granulacdo colagenizado pos-cicatrizacdo iniciando retragdo da ferida com
consolidagdo. Quando comparado o processo de cicatrizagdo do grupo OC com AV

este apresentou (p<0,05) uma cicatrizacado mais eficaz o que se iguala o grupo CT.

No grupo AV constatou-se trés animais com dermatite séptica (p<0,05), 0os grupos
CT e OC nao apresentaram, este fato pode estar correlacionado ao fato de o grupo
AV apresentar-se estressado com o tratamento realizado. Palma et al. (2007)
relataram que os glicocorticoides atuam como moduladores do sistema imunoldgico,
sendo que tanto a sua liberacdo excessiva como sua deficiéncia estao associados a
enfermidade e qualquer distarbio resulta em desequilibrio imunolégico, a
hiperestimulagdo de (glicocorticoides a longo prazo pode resultar em

imunossupressao intensa e suscetibilidade aumentada a infecgéo.
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Tabela 4- Avaliagdo histologica no 21° dia tratamento nos grupos CT, OC e AV.

Variaveis histolégicas Tratamentos

21 dias CT ocC AV
Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente p
Cicatrizacao por 22 intencdo 1 8 3 5 2 8 0,75
Processo consolidado 8 1 5 3 8 2 0,02*
Dermatite séptica 0 9 0 8 3 7 0,04*
Cicatrizacao retardada 1 8 3 5 1 9 0,62
*p< 0,05

De acordo com, Robbins e Cotran (2004) e Mc Gavin e Zachary (2007), quando nao
h& aproximacédo e alinhamento intimo do epitélio, a cicatrizacdo € de 22 intencao, e
h& formacdo do tecido de granulacdo de crescimento alongado e desordenado,
preenchendo a area lesada e néo epitelizada da derme, proliferando da camada
subcutanea para o epitélio. No estroma de tecido conjuntivo danificado, observa-se

macroéfagos e/ou neutréfilos.

A proliferacdo endotelial € um processo fundamental no mecanismo de cicatrizagédo
e depende da presenca de macrofagos, que promovem a neo-angiogénese devido
as suas interacbes com prostagladinas e tramboxanos. Dos capilares rompidos
originam-se brotos endoteliais que proliferam rapidamente, formando corddes
solidos, entremeando-se com fibrobastos que se canalizam permitindo o fluxo
sanguineo para a lesdo (ROBBINS & COTRAN, 2004). Este processo foi igual para
o grupo CT e OC e diferenciado no grupo AV com uma menor intensidade ao 7° dia
de avaliacdo demonstrando uma aceleracdo no processo de cicatrizacdo. Este
resultado provavelmente se deve ao fato do extrato de aroeira atuar no reparo do
tecido conjuntivo, diminuindo rapidamente a intensidade do processo inflamatorio
cronico e da angiogénese e por acelerar a maturacdo do colageno (RIBAS et al.,
2006).

O processo de aceleragcao da cicatrizacdo desta pesquisa corroboram com os dados
de Ribas et al. (2006) que relataram processo de cicatrizacdo acelerado de lesdes
ulceradas induzidas na mucosa bucal de ratos tratados com extrato das folhas de
Schinus terebentifolius Raddi em relagcdo ao grupo controle, além de uma maior

proliferacdo vascular e fibroblastica. Hoffman et al. (2006) avaliaram o extrato
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hidroalcodlico de aroeira em anastomoses de célon em ratos em observaram que a

administracao intraperitoneal favoreceu a cicatrizacdo, em nivel microscopico.

Em estudo realizado por Nunes et al. (2008), a acdo cicatrizante do extrato
hidroalcodlico de Schinus terebinthifolius Raddi, injetado intraperitonialmente, foi
evidenciada pelo aumento de fibroblastos na sutura da parede abdominal de ratos e
por induzir um aumento da carga maxima de ruptura e deformacdo maxima da linha
alba na analise tensiométrica. Em conjunto estes dados indicam o potencial

cicatrizante e antiinflamatério da aroeira vermelha.

Dentre as possiveis substancias capazes de provocar estes efeitos pode-se citar os
taninos. Lima et al. (2006) relataram que altas concentracdes de taninos foram
detectadas em espécies vegetais, Como 0 angico e a aroeira. Estes taninos tém sido
associados as atividades cicatrizantes destas espécies e resultados semelhantes ja
haviam sido relatados em trabalhos anteriores com a utilizagdo de extratos de

plantas ricas em taninos.

Apesar dos estudos acima citados, outras investigacdes parecem contradizer os
efeitos benéficos da utilizacdo da aoreira vermelha em feridas. Lucena et al. (2006)
avaliaram acao cicatrizante do extrato hidroalcodlico da aroeira em bexigas de ratos
€ microscopicamente 0 grupo aroeira mostrou processo inflamatério agudo mais
severo. De acordo com o0s autores certo grau de inflamacéo é necessario, contudo
uma reacao inflamatoria intensa é prejudicial, pois pode haver comprometimento da
microcirculacdo e ainda inibir a proliferagdo celular na parede abdominal. Estes
autores relataram que macroscopicamente ndo houve diferenca em comparacao ao

grupo controle com 7 dias de tratamento.

Experimentos realizados por Santos et al. (2006) e por Branco Neto et al. (2006) nao
confirmam a atividade cicatrizante dos extratos hidroalcodlicos de aroeira. A
utilizacdo topica do extrato hidroalcodlico de aroeira em feridas abertas na regido
dorso costal de ratos retardou a reepitelizacdo das feridas da pele das cobaias
(BRANCO NETO et al., 2006). Esta divergéncia na avaliagcdo da cicatrizacdo da
aroeira pode ter sido influenciada pela época da colheita, horario e modo de

secagem atuando na composicao do material utilizado (SILVA et al., 2003).
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A reepitelizagdo, que é o recobrimento da ferida por novo epitélio e consiste tanto na
migracdo quanto na proliferacdo dos queratindcitos a partir da periferia da leséao,
também ocorre durante a fase proliferativa. Durante a fase inflamatéria a liberacéo
de fatores de crescimento por plasma, fibroblastos e macrofagos/neutrofilos ativa os
gueratinécitos localizados nas margens e no interior do leito da ferida. Dentre os
fatores de crescimento destacam-se o PDGF, que induz a proliferacdo de
fibroblastos com consequente producédo da matriz extracelular durante a contracéo
da ferida e reorganizacdo da matriz, o KGF7, que e considerado o principal
regulador da proliferacdo dos queratindcitos, assim como o TGF-B, principal
responsavel pelo estimulo inicial da migracdo das células epiteliais (SANTORO &
GUAIDINO, 2005).

A ativacao de receptores de integrinas pelos queratinocitos permite a interacdo com
uma variedade proteinas da matriz extracelular na margem e no leito da ferida. Por
outro lado, a expressao e ativacdo de metaloproteases promovem a degradacao
emodificacdo das proteinas da matriz extracelular no sitio da ferida, facilitando a
migragao celular. A propria atividade proteolitica dessas enzimas pode liberar fatores
de crescimento ligados a matriz extracelular de forma a manter constante o estimulo
a proliferacdo e migracdo dos queratinocitos, acelerando o0 processo de
reepitelizacao (SANTORO & GUAIDINO, 2005).

Robbins & Cotran (2004) descrevem que apos o pico de deposicdo de colageno,
aproximadamente aos 14 dias pos lesdo, ha remodelacdo do tecido de granulacéo
para tecido conjuntivo imaturo, por dissolugdo do colageno e reformacao de fibras de
colageno extracelular, diminuicdo da quantidade de fibroblastos e de vasos
sanguineos que entram em trombose, degeneram e sdo reabsorvidos por
macrofagos. Ribas et al. (2006) relataram encontrar maior proliferacdo fibroblastica
ao 14° e ndo encontraram diferenca histolégica entre o grupo controle e aroeira ao

21° dia de tratamento com extrato hidroalcoolico de aroeira.
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5 CONCLUSAO

Considerando os resultados e a metodologia empregada pode-se concluir que o 6leo
essencial do fruto de aroeira utilizado isoladamente no processo de cicatrizagdo por
22 intencdo em ratas Wistar induzidos ao Diabetes Melitus promoveu uma
cicatrizagdo acelerada ao 7° dia de avaliacdo histologica em comparagédo aos grupos
controles e promoveu uma protecdo contra infeccbes bacterianas, embora tenha
ocasionado eritema nos animais que receberam este tratamento. Sugere-se que a
utilizagcdo de um veiculo e/ou diluicio do mesmo possa diminuir este efeito adverso

causado pelo 6leo essencial do fruto de aroeira vermelha.
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ANEXO

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

O protocolo de experimentacdo animal esta de acordo e foi aprovado pelo Comité de
Etica de Uso de Animais-CEUA da Universidade Federal do Espirito Santo pelo
protocolo N° 30/10.



