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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM), uma doenca que desperta o interesse de muitos profissionais da saude,
€ uma patologia crbnica que nos ultimos anos tornou-se motivo de preocupacdo para a saude
publica. A doenca divide-se em diabetes tipo 1 e tipo 2, a qual causa uma disfuncdo na fisiologia
da insulina/glicose. Essa desregulacdo causa alteragcdes significativas em alguns eventos
bioldgicos, dentre eles, o processo de cicatrizacdo. O surgimento de uma lesdo em uma pessoa
normal desencadeia uma cascata de reacdes celulares e bioquimicas com objetivo de reparar o
tecido lesionado. Em pacientes portadores de diabetes o reparo é mais lento. VVarios mecanismos
sdo descritos como fatores importantes no retardo do processo de cicatrizacdo em diabéticos, entre
eles, a producéo excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), diminuicdo do Oxido Nitrico
(NO), diminuicdo da reposta aos Fatores de Crescimento (GFs) e das proteinas da via de
sinalizacdo da insulina. A busca por formas terapéuticas que possam auxiliar o processo de reparo
tecidual apresenta uma grande demanda, devido o indice de pessoas portadoras de diabetes estar
aumentando aos longos dos anos. Sendo assim visa-se, encontrar alternativas farmacologicas para
este aspecto, no presente estudo foi realizada a caracterizacao do efeito farmacologico da aplicacdo
topica do extrato cetbnico da semente Pentaclethra macroloba (Pracaxi), no processo de
regeneracdo tecidual em animais diabéticos. Para avaliacdo do efeito cicatrizante foi criada uma
ferida cutanea excisional com punch de biopsia nos animais diabéticos e posteriormente foram
tratados por aplicacdo tdpica do extrato para avaliacdo do potencial cicatrizante da semente. O
efeito do tratamento foi avaliado mediante alguns aspectos, tais como: a contracdo da ferida,
reepitelizacdo, quantidade de células inflamatérias, organizacdo tecidual e formacédo de colageno
na matriz extracelular. Os resultados encontrados demonstram que o extrato de pracaxi apresentou
efeito cicatrizante em camundongos diabéticos, estimulando a reestruturacdo tecidual apds lesbes
cutaneas. Desta forma, o pracaxi torna-se uma possivel alternativa para o tratamento de lesbes
teciduais em diabéticos devido estimular a cascata de cicatrizagcdo promovendo a melhor formagéo

da matriz extracelular.

Palavras-chave: Diabetes, Feridas, Pentaclethara macroloba, Cicatrizacéo.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM), a disease that attracts the interest of many health professionals, is a
chronic pathology that has become a public health concern in recent years. The disease is
divided into diabetes type 1 and type 2 , which causes a dysfunction in insulin / glucose
physiology. This deregulation causes significant alterations in some biological events, among
them, the cicatrization process. The emergence of injury in to a normal person triggers a
cascade of cellular and biochemical reactions Aiming to repair the injured tissue. In patients
with diabetes, the repair is slower. Several mechanisms are described as important factors in
the delay of the healing process in diabetics, among them, excessive production of reactive
oxygen species (ROS), reduction of nitric oxide (NO), reduction of the response to growth
factors (GFs) And proteins the insulin signaling pathway . The search for therapeutic forms
that can help the tissue repair process is in great demand, Because the rate of people with
diabetes is increasing over the years. Thus, it is aimed to find pharmacological alternatives for
this aspect, in the present study the characterization of the pharmacological effect of the topical
application of the ketone extract of the seed Pentaclethra macroloba (Pracaxi) on the tissue
regeneration process in diabetic animals was performed. To evaluate the healing effect, an
excisional cutaneous wound with biopsy punch was created in diabetic animals and were
subsequently treated by topical application of the extract to evaluate the healing potential of the
seed. The effect of the treatment was evaluated by some aspects, such as: wound contraction,
Reepithelialization, quantity of inflammatory cells, tissue organization and formation of
collagen in the extracellular matrix. The results showed that the pracaxi extract presented a
healing effect in diabetic mice, stimulating the tissue reconstruction after skin lesions. In this
way, the pracaxi becomes a possible alternative for the treatment of tissue lesions in diabetics
because it stimulates the healing cascade promoting the best formation of the extracellular

matrix.

Key words: Diabetes, Tissue Injury, Pracaxi, cicatrization
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1. INTRODUCAO

O diabetes é uma doenga cronica, metabolica caracterizada por niveis elevados de
glicose no sangue, o que leva ao longo do tempo a serios danos ao coracgao, vasos sanguineos,
olhos, rins e nervos. Existem basicamente dois tipos de diabetes, classificados como tipo 1 e
tipo 2, sendo este Gltimo mais comum, acometendo geralmente adultos, e ocorre quando o corpo
se torna resistente a insulina ou ndo produz insulina suficiente. J& o Diabetes tipo 1, também
conhecido como diabetes juvenil ou diabetes insulino-dependente, € uma condicdo crénica em
gue o pancreas deixa de exercer a sua fisiologia normal e assim acaba por produzir pouca ou
nenhuma insulina. Para as pessoas que vivem com diabetes, 0 acesso a um tratamento acessivel,
incluindo a insulina, é fundamental para a sua sobrevivéncia e também para evitar o
desenvolvimento de outras patologias. Existe um objetivo global acordado para travar o
aumento da diabetes e da obesidade até 2025 (OMS, 2016). Devido ao aumento progressivo
dos indices de diabéticos e, consequentemente, as complicaces causadas pela mesma, busca-
se formas de estudar essa patologia.

Experimentalmente o diabetes pode ser induzido por compostos quimicos, entre eles,
destaca-se a aloxana e a estreptozotocina (SZKUDELSKI, 2001). A aloxana (2,4,5,6 —
tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracila) como agente diabetogénico foi descrito inicialmente
através do estudo correlacionando os efeitos da sua administragdo em coelhos quanto aos danos
necréticos causados nas ilhotas do pancreas (DUNN; SHEEHAN; McLETHIE, 1943). Desde
entdo, a diabetes induzida por aloxana tem sido comumente utilizada como modelo
experimental para diversos estudos, dos quais destacam-se as pesquisas relacionadas a
cicatrizagdo (KAZEMI-DARABADI et al., 2014; PESSOA et al., 2016), pois dentre as
principais dificuldades ocasionadas pelo diabetes pode se destacar as complicagcbes em
processos de cicatrizacdo de lesdes teciduais (CASSETTARI et al., 2014).

O processo de cicatrizagdo normal pode ser dividido em trés etapas: inflamatoria;
proliferativa e remodelamento. A fase inflamatéria tem inicio imediato apés a lesdo; a
proliferativa é responsavel pela reconstituicdo epidérmica através da matriz extracelular que
possui como constituinte principal os fibroblastos, ocorrendo a chamada reepitelizagdo; e na
fase de remodelamento ocorre deposicéo de tecido neoformado, que contribui para maturagéo
de tecido cicatricial. Sendo assim, fazem-se necessarias outras intervengdes para o auxilio do
processo de cicatrizacdo que pode estar comprometido, devido a processos infecciosos no leito
da lesdo, ou alteracdes dos eventos celulares da cicatrizacdo relacionadas a diabetes (GUIRRO
etal., 2015).
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As lesbes em diabéticos apresentam dificuldade de revascularizacdo (angiogénese) e
baixa expressdo de fatores de crescimento que sdo cruciais para restauracdo da homeostasia
tecidual, prejudicando a cicatrizagcdo. Estas complicacbes podem evoluir para consequéncias
graves, como a formacéao de feridas de dificil resolucdo, podendo levar até perda de funcao
tecidual (ANDRADE et al., 2013).

Como alternativas para intervencdo terapéutica no tratamento de lesdes teciduais em
diabéticos, destacam-se as plantas medicinais e as suas preparacfes (como por exemplo,
extratos) sendo que 0s compostos ativos presentes em algumas delas tém sido utilizados para
acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas. Como alternativas no tratamento de lesdes,
algumas das estratégias mais utilizadas sdo aquelas que atuam na investigacdo de plantas
medicinais como fonte de possiveis tratamentos, a etnofarmacoldgica, representa uma
ferramenta de grande valor, e consiste em combinar informacdes adquiridas junto a usuarios da
flora medicinal, com estudos quimicos e farmacol6gicos (ELISABETSKY, 2003).

A etnofarmacologia foi fundamental, representando uma pré-triagem, sobre a
aplicabilidade farmacoldgica do uso terapéutico da semente da Pentaclethra macroloba,
popularmente conhecido como Pracaxi. Apesar de toda importancia atribuida a plantas, o seu
potencial é ainda pouco explorado, pois apenas recentemente estas se tornaram objeto de estudo
cientifico. Como exemplo, podemos citar a utilizacdo do 6éleo de pracaxi como alternativa
terapéutica em um estudo de caso para um paciente com Ulcera diabética, o qual demonstrou a
utilidade cicatrizante no tratamento (SIMMONS; BANOV; BANQV, 2015). Diante dos relatos
da literatura e a partir de conhecimentos etnofarmacoldgicos sobre o potencial cicatrizante e
anti-inflamatorio da semente, busca-se avaliar e descrever a composi¢cdo quimica da semente,
verificar a atuagdo na reparacdo tecidual e o seu mecanismo de cicatrizagdo em animais

diabéticos.
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2. JUSTIFICATIVA

O Diabetes e suas complicagfes trazem grande perda econdmica para as pessoas
afetadas pela doenca e suas familias, além de causar problemas significativos para os sistemas
de saude e economias nacionais através de custos meédicos e hospitalares. Com base nas
estimativas de custos de uma recente revisdo sistematica, estima-se que o custo anual direto
com o diabetes para 0 mundo seja superior a 827 bilhdes de dolares. Os principais fatores de
custo séo o atendimento hospitalar e ambulatorial. Um fator contribuinte € o aumento dos custos
gerados devido a complicacbes posteriores, como por exemplo a pré-disposicdo para
desenvolver-se quadros infecciosos (OMS, 2016).

No Brasil, o relatério produzido pela Federagdo Internacional de Diabetes estimou a
existéncia de 12 milhdes de adultos vivendo com diabetes até 2015. Tais dados sdo motivos de
alerta para a satde publica, pois o diabetes é uma patologia que acarreta diversas complicacdes,
entre elas, o comprometimento da capacidade regenerativa dos tecidos ocasionando maior
dificuldade na cicatrizagio de ferimentos (IDF, 2014).

Anualmente, um milhdo de pessoas com diabetes mellitus (DM) perdem uma parte da
perna em todo o mundo, traduzindo-se em trés amputacGes por minuto, indice que chega a ser
assustador. Tal fato ocorre devido a dificuldade de controle neurovascular, resultando em
alteracdo de fluxo capilar, oxigenacdo, filtracdo de fluidos e resposta inflamatoria, o que torna
0s pacientes diabéticos mais suscetiveis a lesdes teciduais irreversiveis. Além disso, pacientes
diabéticos que sofrem traumas ou ferimentos teciduais possuem cicatrizacdo prejudicada
devido apresentar alteracdo no processo de inflamacdo aguda, angiogénese anormal,
desequilibrio dos componentes da matriz extracelular e da remodelagdo tecidual (BREM &
TOMIC-CANIC, 2007).

A incidéncia anual de Ulceras em pacientes com diabetes mellitus (DM) esta entre 2 e
4% dos casos. Estima-se que esse percentual seja mais alto em paises com baixa situacéo
socioecondmica ou em paises em desenvolvimento, como por exemplo o Brasil. Desta forma
alternativas terapéuticas eficientes devem ser pesquisadas para atuar no tratamento dessas
lesBes e reduzir os danos causados. Atualmente entre as os farmacos utilizados no tratamento
de lesBes encontram-se: Dersani® (Saniplan), Curatec® AGE (LM Farma), Repitelin®
(Biolab), Dermosan® (Sunny Day), AGE Cremer 0leo® (Cremer), AGE Derm® (Helianto
FarmaucéuticalLtda), OASIS Wound Matrix ®, Primoderm® (LC produtos Naturais com
Caléndula) Supriderm® (LC produtos Naturais com Caléndula) (FERREIRA et al., 2011,
SMANIOTTO et al., 2012).
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O Brasil detém a maior flora mundial onde se encontram varias espécies que podem
ser bioativas farmacologicamente. E de conhecimento cientifico que inGmeros farmacos de
origem vegetal possuem atuacao terapéutica significativa, entretanto ainda se faz necessario o
aumento do acervo de novos farmacos com propriedades terapéuticas, em especial, as de origem
vegetal (fitoterapicos), visto que, apresentam menor efeitos colaterais, maior disponibilidade
de matéria-prima e ser recomendado pela Organiza¢do Mundial de Saude por considera-la uma
pratica da medicina tradicional (SIMON, 2001). Logo os fitoterapicos podem oferecer um
espectro maior de possibilidades de novas formulacGes terapéuticas, inclusive no que se diz
respeito ao tratamento de pacientes diabéticos, visto que essa patologia tem como caracteristica

um processo de cicatrizagdo anormal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PANCREAS: ESTRUTURA, FUNCAO E SINTESE DE INSULINA

O péncreas é um 6rgao em forma de V e representa uma glandula acessoria da digestéo,
pesando em torno de 250g no homem, alongada, de localizacao retroperitoneal e transversa na
parede posterior do abdome, posterior ao estdbmago, entre o duodeno a direita e 0 baco a
esquerda. No 6rgdo reconhecem-se trés partes: Uma cabeca emoldurada pelo duodeno;
extremidade direita, dilatada, a, um corpo, disposto transversalmente; e uma cauda,
extremidade esquerda, afilada, que continua diretamente o corpo e se situa préximo ao bago
(DANGELDO, 2007).

O péncreas € uma glandula mista, ou seja, com uma por¢do endocrina e outra exocrina.
A porcédo enddcrina e representada pelas ilhotas pancreéticas (ou de Langerhans), que tem a
funcdo de secretar horménios para a corrente sanguinea. Foram identificados quatro tipos de
células: Células a (alfa), que secretam glucagon; células B (beta), que secretam insulina e
amilina; células 6 (delta), que secretam somatostatina; e células PP, que secretam o polipeptidio
pancreético, e uma porcao exocrina, composta por células serosas, que tem a funcao de produzir
enzimas digestivas a serem secretadas, pelos acinos pancreéaticos, no duodeno (GUYTON &
HALL, 2011).

Figura 1. Anatomia fisioldgica do pancreas
Ilhotas de Langerhans

Acinos
Pancreaticos

Célula delta

Célula beta

Hemacias

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Versdo Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016 (Adaptado de GUYTON & HALL, 2011).
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As inter-relagdes estreitas presentes nas ilhotas de Langerhans possibilitam a
comunicacgéo intercelular e o controle direto de secre¢do de alguns hormonios por outros
horménios. Como por exemplo, a insulina inibe a secrecdo de glucagon, a amilina inibe a
secrecdo de glucagon e a somatostatina inibe tanto a secrecao de insulina como de glucagon
(GUYTON & HALL, 2011).

A insulina é um hormonio essencial para a manutengdo de homeostase de glicose e do
crescimento e diferenciacdo celular. Logo ap6s uma refeicdo rica em carboidratos a insulina
inicia seu efeito sobre o metabolismo. A glicose absorvida para 0 sangue causa secrecao rapida
de insulina, que por sua vez, causa a pronta captacdo, armazenamento e utilizagdo da glicose
por quase todos os tecidos do organismo, especialmente os musculos, figado e tecido adiposo
(SILVA, 2011).

A insulina humana é uma proteina pequena, formada por duas cadeias de 21 e 30
aminoacidos, ligadas por meio de duas ligacdes de dissulfeto. A molécula pré-insulina é
quebrada no complexo de golgi das células beta pancreéticas, local de sintese da insulina, para
formar o peptideo conector (peptideo C) e insulina. Sendo assim armazenados em granulos
secretores (GUYTON & HALL, 2011).

A secre¢do insulinica basal é constante, no entanto, alguns estimulos vindos de
nutrientes, neurotransmissores e hormoénios podem aumentar ou diminuir esses niveis; além de
farmacos e agentes tdxicos. A insulina possui alguns efeitos elucidados como promover a
captacdo e metabolismo da glicose nos musculos; a captagdo, 0 armazenamento e a utilizacéo
da glicose hepaética; sintese e armazenamento das gorduras, entre outros (FARIA, 2007; SILVA,
2011). A liberagdo de insulina ¢ mediada pelo estimulo de glicose, regulada pelas células 3
pancredticas. O aumento de glicose provoca alteracdo nos niveis glicémicos no sangue, esse
aumento representa o sinal para iniciacdo da secrecdo de insulina. O transporte da glicose para
o interior das células do organismo ocorre por meio de proteinas transmembrana homologas,
sendo denominadas GLUT (Transportadores de glicose — Glucose transporter) (MANOLESCU
et al., 2007; MUECKLER; THORENS, 2013).

O GLUT apresenta inumeras isoformas ao longo dos tecidos. A GLUT-1 foi a primeira
isoforma identificada, que trabalha por difusdo facilitada e esta presente no cérebro, rins,
eritrocitos e colon; estando presente também, apesar de ser em menor quantidade, no tecido
adiposo e muscular (MUECKLER, 1995; SILVA, 2011). O GLUT-2 esta presente de forma
predominante no figado e nas células beta pancredticas e esta envolvido na liberag&o de insulina
regulado por glicose. As células beta possuem um grande numero de transportadores de glicose

(GLUT-2), permitindo o influxo de glicose por difusdo facilitada proporcionalmente a
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concentracdo plasmatica na faixa fisiologica (THORENS et al.,1990). Carpinelli et al., (1980)
demonstraram que a estimulacdo da secrecdo de insulina estd diretamente relacionada ao
aumento desse evento de entrada de glicose, a qual é metabolizada (Figura 2) (MUECKLER,
1994; GUYTON & HALL, 2011; MUECKLER; THORENS, 2013).

Figura 2. Processo de entrada de glicose nas células
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Versdo Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016

O comprometimento das ilhotas pancreaticas resulta na incapacidade de secretar
insulina ou quando a insulina secretada apresenta acédo deficiente nos tecidos, fato que promove
anormalidades fisioldgicas como: hiperglicemia (acumulo de glicose no sangue), glicosUria
(glicose presente na urina), polidria (mic¢do frequente), polidipsia (sede excessiva), polifagia
(fome excessiva) e perda de peso, desenvolvendo patologias incluidas a funcao da insulina no
metabolismo, como: a diabetes, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (OLIVEIRA, 2012;
AIRES, 2012).

3.2 CLASSIFICACAO DO DIABETES MELLITUS

A classificacédo atual do Diabetes mellitus foi proposta pela Associagdo Americana de
Diabetes (American Diabetes Association — ADA) em 1997, e se baseia na etiologia da doenca,
ndo na sua forma de tratamento. Desta forma, os termos anteriormente denominados Diabetes
insulinodependente (IDDM) e Diabetes ndo insulinodependente (NIDDM), foram substituidos

pela denominagéo diabetes tipo 1 e diabetes tipo 2.
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3.2.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

O diabetes tipo 1 (DM1) é causado por deficiéncia absoluta da insulina, causada
comumente por agressdo quimica, viral ou processo autoimune ou, bem mais raramente,
idiopatica das células B pancreaticas. Neste tipo de diabetes, ocorre destruicdo, mediada pelas
células T, ou seja, anticorpos produzidos contra antigenos virais acabam lesionando as células
B devido ao mimetismo molecular. A hiperglicemia permanente ocorre quando mais de 90%
das células secretoras de insulina das ilhotas pancreaticas séo destruidas, dessa forma deixa de
liberar a insulina e fazer a captagéo da glicose, como representado na figura 3 (MATTHEWS
& MATTHEWS, 2011).

Figura 3. Fisiopatologia do Diabetes Mellitus tipo 1
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Verséo Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016

O desenvolvimento do DM1 é dividido em quatro fases: Pré-clinica, com
suscetibilidade genética e autoimunidade contra a célula B, inicio clinico do diabetes, remissao
transitoria e estabelecimento associado a complicagdes agudas e cronicas. Os pacientes com
DM1 apresentam sintomas graves, hiperglicemia acentuada e tem tendéncia a cetoacidose,
condicgéo grave que pode resultar em coma ou até mesmo a morte e acontece quando 0s niveis
de acucar (glicose) no sangue do paciente diabético encontram-se elevados. Esse quadro clinico
¢ a maxima expressao da deficiéncia insulinica. No DM1 os pacientes apresentam indice de
massa corporal (IMC) normal, no entanto a obesidade ndo se exclui do diagndstico (ADA,
2012).
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O diagndstico do DM1 tem como manifestacdo inicial a cetoacidose diabética (CAD),
de 30% a 65% dos pacientes. A CAD é uma complicacdo aguda caracterizada por
hiperglicemia, acidose metabdlica, desidratacdo e cetose, no periodo de deficiéncia profunda
de insulina. Sendo geralmente causados por condicdes infecciosas ou omissdo da administracdo
de insulina (DIB, 2008; VILAR, 2013).

As principais causas para alteracdes metabdlicas encontradas na CAD séo: A perda do
transporte de glicose para dentro dos tecidos periféricos, como musculo e gordura, ja que este
transporte € mediado pela insulina, aumento da gliconeogénese e glicogenolise hepética e
prejudicando a quebra de gordura, proteinas e glicogénio. A hiperglicemia permanente se
estabelece quando uma porcentagem de 90% das ilhotas sdo destruidas (PASQUALOTTO et
al., 2012; SILVA & NOGUEIRA, 2015).

As caracteristicas principais no organismo de pacientes com DML1: glicose sanguinea
aumentada; o aumento da utilizacdo dos lipideos como fonte de energia e para formacao de
colesterol pelo figado; e deplecdo das proteinas do organismo, fazendo-se necessario o devido
tratamento, pois tal anormalidade metabo6lica promove o consumo dos tecidos corporais e
levando o individuo a morte (GUYTON & HALL, 2011).

3.2.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

O diabetes tipo 2 caracteriza-se pela incapacidade de utilizar a insulina corretamente,
afetando assim a forma como o corpo metaboliza a glicose, fazendo assim com quer ela se

acumule no sangue. Esse mecanismo pode ser observado na figura 4.

Figura 4. Fisiopatologia do Diabetes Mellitus tipo 2
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Versdo Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016
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Os mecanismos fisiopatoldgicos que promovem a hiperglicemia severa no paciente
com DM2 ocorrem devido a resisténcia periférica a acéo insulinica nos adipocitos; secrecédo
deficiente de insulina pelo pancreas; aumento da producdo hepatica de glicose resultante da
resisténcia insulinica no figado, entre outros motivos, como representado na figura 5
(CARLSSON et al., 2004; ADA, 2012).

Figura 5. Patogénese do Diabetes mellitus tipo 2
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Vers&o Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016.

O DM2, diferentemente do DM1, esté relacionado com o aumento da concentragdo de
insulina plasmatica devido a sensibilizacdo reduzida dos tecidos-alvos quanto a atividade
metabolica da insulina, promovendo assim a resisténcia insulinica. O processo de
dessensibilizacdo atinge diversos eventos celulares, como o armazenamento de carboidratos,

dessa forma aumenta a glicose sanguinea que ira estimular a secrecéo de insulina. No entanto
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em estagios mais avancados de DM2 as células beta pancreéticas tornam-se incapazes de suprir
a demanda de insulina necesséria para evitar a hiperglicemia (GUYTON & HALL, 2011).

A incidéncia do DM2 representa um percentual de 90% de todos os casos de diabetes,
caracterizando-se por ocorrer majoritariamente em individuos com mais de 40 anos, estando
relacionado com habitos alimentares irregulares e com a obesidade. Além disso pacientes
portadores de DM2 apresentam sindrome metabdlica, implicando em riscos cardiovasculares
elevados (LAAKSONEN et al., 2004).

A sindrome metabdlica (SM) eleva em torno de 5 vezes a incidéncia de DM2, para
diminuir os riscos pessoas mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenca devem adotar
habitos mais regulares e saudaveis para minimizar esse risco (LAWS et al., 2012).

Pesquisas apontam fatores que elevam o risco de desenvolver diabetes tipo 2:
Obesidade, historico familiar com pré-disposicdo para o diabetes, idade, intolerancia a glicose,
hipertensdo e tabagismo. Além disso também pode-se mencionar fatores como substancias
nocivas para manutencdo da homeostasia da captacdo de glicose pelas células (ECKEL;
GRUNDY; ZIMMET, 2005).

3.2.3 Mecanismo de acdo da Aloxana

A aloxana (2,4,5,6 — tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracila) como agente diabetogénico
foi descrita inicialmente através do estudo dos efeitos da sua administracdo em coelhos quanto
aos danos necroticos causados nas ilhotas do pancreas (DUNN; SHEEHAN; McLETHIE,
1943). Desde entdo, a diabetes induzida por aloxana tem sido comumente utilizada como
modelo experimental para diversos estudos (KAZEMI-DARABADI et al., 2014; PESSOA et
al., 2016).

O mecanismo de acdo da aloxana foi intensamente estudado in vitro e in vivo,
buscando dessa forma deixa-lo muito bem caracterizado. Pesquisas demonstraram que a droga
provoca um aumento subito na secrecdo de insulina, na presenca ou auséncia de glicose
(SZKUDELSKI, 2001).

Essa droga possui citotoxicidade especifica para as células B do pancreas, causando
danos aos vasos sanguineos das ilhotas pancreaticas, provocando a morte das células e quadro
clinico de diabetes mellitus tipo 1 como representado na figura 6 (SZKUDELSKI, 2001,
LENZEN, 2008).

A seletividade da aloxana pelas células B do pancreas promove efeitos patologicos,

pelo fato de atuar inibindo seletivamente a secre¢édo de insulina induzida pela glicose devido a
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capacidade de inibir de maneira especifica a glicocinase, a qual representa o sensor de glicose
da célula beta, o aumento do influxo de célcio citosolico acelera a destruicdo das células, € a
formacéo das espécies reativas de oxigénio (ROS) em uma reacdo ciclica com o produto de
reducdo da droga, o acido dialurico, induz necrose seletiva de células beta, como demonstrado
na Figura 6. Tais efeitos podem ser atribuidos as propriedades quimicas especificas da aloxana,
estruturalmente tdo semelhante a glicose que o transportador de glicose GLUT2 na membrana
plasmatica da célula beta aceita e transporta a droga para o citosol (GORUS; MALAISSE;
PIPELEERS, 1982; LENZEN, 2008).

Figura 6. Efeito citotoxico da aloxana nas células beta pancreéaticas
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Vers&o Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016.
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A descricdo do mecanismo e o potencial da droga na inducdo de diabetes tipo 1
representa uma excelente alternativa como modelo experimental no estudo de danos e
complicacdes promovidas por tal patologia. Dentre as diversas complicacfes que o diabetes
apresenta pode-se destacar as relacionadas com o processo de cicatrizacdo de lesdes
(CASSETTARI et al., 2014; KAZEMI-DARABADI et al., 2014; PESSOA et al., 2016).

3.3 CICATRIZACAO

As feridas sdo eventos que podem afetar a fisiologia da pele, em especial aquelas que
acometem a camada dérmica. Assim, lesdes teciduais sdo eventos que afetam a fisiologia da
pele e a sua estrutura, acarretando com isso VArios processos na busca de cura dessas lesdes.
Sendo o processo de cicatrizacdo uma coordenada cascata de eventos celulares e moleculares
que visam a recuperacdo da area lesionada (ISAAC et al., 2010).

A cascata de cicatrizacdo possui uma sequéncia coordenada de eventos, 0s quais
apresentam classificacGes didaticas que sdo utilizadas para facilitar o entendimento de um
processo totalmente dinamico e com fases tdo interdependentes como a cicatrizagdo
(MANDELBAUM ;DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003; MALLEFET & DWECK, 2008).

O processo de cicatrizacdo (Figura 7) é dividido de forma diferente entre alguns
autores, alguns consideram: inicialmente um processo de inflamacgdo, seguido por um de
proliferacéo e finalizando com o reparo em um estagio de remodelacdo (ISAAC, 2010; JANIS;
HARRISON, 2014).

Figura 7. Cascata de Cicatrizagdo
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Versdo Livre - https://mindthegraph.com/)
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3.3.1 Inflamacéo

A inflamacéo caracteriza-se por ser uma reacdo de defesa contra agentes nocivos, entre
eles microrganismos e celulas do proprio organismo que estejam danificadas, promovendo a
ocorréncia de fatores bioldgicos como respostas vasculares e reagdes sistémicas buscando a
estabilizacdo da homeostasia dos tecidos. Se ndo houvesse a inflamagéo, as infecgOes iriam
desenvolver-se de forma descontrolada, impossibilitando que sucedesse a cicatrizacdo e dessa
forma os processos destrutivos em 0Orgdos seriam permanentes até a perda total de funcéo.
Existem cinco sinais classicos do processo inflamatério, chamados de Sinais Cardinais, 0s quais
caracterizam os eventos biolégicos que ocorrem e sdo eles: edema, calor, rubor, dor e perda da
funcdo (POBER & SESSA, 2007).

Cada sinal citado anteriormente apresenta caracteristicas especificas como o edema
que é causado principalmente pela fase exsudativa (fluido inflamatério extravascular)
proveniente do aumento de liquido e de células. O calor apresenta-se na fase vascular, onde ha
hiperemia arterial (que é o aumento do volume sanguineo no local) e, consequentemente,
aumento da temperatura da regido. O rubor caracteriza-se pela vermelhiddo do local, decorrente
da hiperemia. A dor é originada por mecanismos mais complexos que incluem compressdo das
fibras nervosas locais devido ao edema, agressao direta as fibras nervosas e a¢ao farmacolégica
sobre as terminagdes nervosas, envolvendo diretamente outras fases da inflamagdo (por
exemplo, vascular e exsudativa). Por fim, a perda de funcdo é decorrente do prolongamento
excessivo do processo inflamatorio atingindo diretamente a execucdo das atividades e funcoes
dos tecidos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Figura 8. Processo Inflamatério
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Uma funcédo primordial da resposta inflamatoria é levar leucdcitos a regido agredida,
pois muitos deles desempenham papel importante na defesa, fagocitando ou produzindo
substancias que destroem microrganismos e tecidos necroticos, que inativam ou degradam
antigenos. As células circulantes como neutréfilos, mondcitos, linfocitos e eosinéfilos chegam
ao sitio da agressdo pela corrente sanguinea, atravessando a parede dos vasos e migrando em
direcdo ao local de agressdo de forma macica durante as primeiras 24 horas de lesdo atraidas
pelas numerosas citocinas inflamatdrias produzidas, pelas plaquetas ativadas, pelas células
endoteliais, bem como pelos produtos de degradacdo dos agentes patogénicos da lesdo
(LAMANO, 2008; RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

Esses mediadores quimicos provocam dilatacdo das arteriolas e aumento de
permeabilidade dos capilares e vénulas, o que permite um maior fluxo de sangue para a area
agredida, bem como a exsudacdo (extravasamento) de liquido, proteinas e células de defesa
para o espaco intersticial. Com a exsudacéo liquida ocorre a formacdo do edema inflamatorio,
0 sangue torna-se gradativamente mais viscoso, pelo aumento da concentracdo de hemaécias, e
a corrente circulatdria dos pequenos vasos torna-se cada vez mais vagarosa, culminando com a
estase sanguinea (pequenos vasos dilatados e repletos de hemacias). Ao mesmo tempo, ocorre
a migracdo dos leucdcitos através da parede vascular para o espaco intersticial, (chamada de
transmigracdo, diapedese ou emigracdo leucocitéria) constituindo a fase inicial (aguda) de
qualquer tipo de resposta inflamatéria, e sdo denominados de fen6menos vasculares-
exsudativos permitindo o recrutamento e deslocamento das células circulantes de defesa citadas
anteriormente (ROSS & ODLAND, 1998; LAMANO, 2008; KIM et al., 2008).

O recrutamento e a ativacdo de células inflamatdrias, seja inflamagdo aguda ou
crbnica, sdo uma consequéncia de muitos sinais que ocorrem no local da ferida e alguns dos
primeiros destes incluem fatores liberados pela desgranulacdo de plaquetas, as quais Induzidas
pela trombina, liberam varios fatores de crescimento, como o derivado de plaquetas (PDGF), o
de crescimento transformante-p (TGF-B), o de crescimento epidérmico (EGF), o de crescimento
transformante-o. (TGF-a) e o fator de crescimento de células endoteliais (VEGF), alem de
glicoproteinas adesivas como a fibronectina e trombospondina, que sdo importantes
constituintes da matriz extracelular proviséria (DEPPERMANN et al., 2015).

Na fase inflamatdria da cicatrizacdo de feridas ocorre a ativacdo de substancias
vasoativas tais como serotonina, bradicinina, prostaglandinas e histamina. Estas substancias
aumentam a permeabilidade do endotélio dentro do local da lesdo e aumentam a perfusdo de
liquido intersticial para esta area. A maior permeabilidade facilita a infiltracdo pelas células

imunes e de reparacdo favorecendo os eventos descritos anteriormente, enquanto que a
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circulacdo aumentada eleva a distribuicdo de oxigénio no tecido. Como consequéncia, a
temperatura no local de lesdo aumentada, o microambiente quente e imido criado dentro da
ferida é essencial para a proxima fase de cura. No final do estagio de inflamacé&o da cicatrizacédo
de feridas, os macrofagos produzem varios fatores de crescimento, tais como o PDGF, o TGF-
B, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o VEGF, que se destacam como as principais
citocinas necessarias para estimular a formacéo do tecido de granulacdo e criar o ambiente
perfeito para a proxima fase de proliferacdo e reparo celular (STRODTBECK, 2001,
MENDONCA; EMING et al., 2007; MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009).

3.3.2 Proliferagédo

A proliferacdo €é responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente dito.
Compreende: reepitelizacdo, que se inicia horas apés a lesdo. A fibroplasia e a angiogénese
compdem a formacdo do tecido de granulacdo responsavel pela ocupacédo do tecido lesionado.
Os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular necessaria ao crescimento celular
enguanto 0s NOVOS Vasos sanguineos carreiam oXigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo
celular local. Com a progressdo da fase proliferativa, a matriz provisoria é substituida pelo
tecido de granulacdo recém-formado. A epitelizacdo da ferida representa o estagio final da fase
proliferativa (WALDROP; DOUGHTY, 2001; ENOCH; LEAPER, 2007).

A formacao da matriz extracelular fornece um substrato para a adesdo celular e regula
criticamente o crescimento, movimento e diferenciacdo das células dentro dele. A matriz
extracelular consiste em proteinas estruturais (colageno e elastina) e uma matriz intersticial
composta de glicoproteinas adesivas proteoglicano e glicosaminoglicano (ECKES et al., 2010;
REINKE; SORG, 2012).

O aumento da permeabilidade microvascular caracteristico do processo inflamatorio,
representa a primeira etapa desse processo proliferativo, apresentando-se como etapa
importante, que permite, através dos fatores celulares como, por exemplo, liberacéo de citocinas
e elementos celulares, a formagdo da matriz extracelular provisoria necessaria a migragdo e
proliferacdo das células endoteliais (WALDROP; DOUGHTY, 2000; DELAVARY et al.,
2011).

O crescimento dos vasos sanguineos & um componente essencial da reparagao tecidual,
uma vez que os vasos suprem as células no local da ferida com nutricdo e oxigénio. A
angiogénese ¢ etapa fundamental do processo de cicatrizagdo, na qual novos vasos sanguineos

sdo formados a partir de vasos preexistentes. Os novos vasos participam da formacéo do tecido
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de granulacdo provisorio e suprem de nutrientes e de oxigénio o tecido em crescimento. De
forma diferencial, a vasculogénese refere-se aos primeiros estadios do desenvolvimento
vascular, durante o qual as células precursoras do endotélio vascular sofrem mobilizacdo de
progenitores endoteliais derivados de medula 6ssea (EMING et al., 2007).

Um dos principais componentes celulares da fase proliferativa séo os fibroblastos,
sendo a migragdo dos mesmos induzida pelo PDGF e TGF-f liberados pelos macrofagos. Os
fibroblastos quando chegam ao leito da ferida, proliferam e produzem proteinas matriciais como
fibronectina e, posteriormente, coldgeno e proteoglicanos. Estes componentes ajudam a
construir a nova matriz extracelular, que ird4 suportar o crescimento adicional das células
essenciais para o processo de reparacdo. Existe uma interacdo crucial entre os fibroblastos e a
matriz extracelular que ajuda a regular a sintese adicional dos componentes e a remodelacéo
tecidual (BELDON, 2010).

O processo de reepitelizacdo do tecido lesionado é acelerado pela contracéo do tecido
conjuntivo subjacente, devido a aproximacao das margens da ferida. Este processo de contragdo
é realizado por miofibroblastos, ativados por TGF- e PDGF, sendo assim um importante aliado
da cicatrizacdo das feridas, principalmente nas abertas pois os miofibroblastos produzem
quantidades maiores de componentes da matriz extracelular. Porém, se ocorre de forma
incorreta e desordenada causa defeitos cicatriciais devido a diferenciacdo dos fibroblastos em
miofibroblastos, estimulados pelos fatores de crescimento citados anteriormente (FRANK et
al., 1995; DELAVARY etal., 2011).

3.3.3 Remodelacéo

A fase final da cicatrizacdo de feridas é a remodela¢do ou maturacdo do tecido de
granulacdo em tecido conjuntivo maduro ou cicatriz. A ferida também desenvolve a sua
resisténcia final durante esta fase de cicatrizagdo. A maturacéo da ferida tem inicio durante a 3?
semana e caracteriza-se por um aumento da resisténcia, sem aumento descontrolado na
quantidade de colageno, caracterizando-se por um equilibrio de producéo e destruicéo das fibras
de colageno neste periodo, por acdo da colagenase. O desequilibrio desta relacdo favorece o
aparecimento de cicatrizes hipertroficas e queloides (STRODTBECK, 2001; YOUNG,;
MCNAUGHT, 2011).

Por fim, o processo de remodelagdo, como ja citado, tem como constituinte principal
as fibras de coladgeno que irdo se depositar no local (figura 9). Esta etapa constitui-se da
mudanca do tipo de colageno que a compde e de sua disposi¢do, sendo que a reparacdo pode
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ocorrer por primeira ou segunda intencdo. O colageno tipo I1l, inicialmente mais abundante que
o0 tipo I, vai sendo degradado mais ativamente com o decorrer do tempo, enquanto que o
colageno 1 vai tendo sua producdo aumentada pelos fibroblastos, sendo responsavel pelo
aumento da forca de tenséo e diminui¢do do tamanho da cicatriz, atingindo assim a restauragédo
tecidual local (SINGER & CLARK, 1999; BROUGHTON et al., 2006).

Figura 9. Fase de Remodelacdo

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Verséo Livre - https://mindthegraph.com/)

Sdo vaérios os fatores que podem interferir no processo de cicatrizagdo das feridas, em
especial nos eventos bioldgicos que a compdem, fatores como a idade avancada, o estado
nutricional do paciente, as alteracGes vasculares, sdo alguns exemplos de complica¢bes que
podem alterar diretamente o0 processo de cicatrizacdo. Porém o diabetes mellitus representa um
fator que altera de forma drastica o processo de restauracao tecidual, interferindo em todas as

etapas e trazendo serias complicagOes para 0s pacientes.

3.4 CICATRIZACAO E DIABETES

O processo de cicatrizagédo de feridas ocorre de forma dificultada quando o paciente €
diabético. Feridas em diabéticos apresentam inibicao da revascularizagao e baixa expressdo de
fatores de crescimento em relacéo a lesdo em ndo-diabéticos, com prejuizo a cicatrizacdo. Estas
complicacdes podem evoluir para consequéncias graves, como a formacao de feridas de dificil

resolucéo, podendo levar até perda de funcéo tecidual (ANDRADE et al., 2013).
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Estudos apontam diversas alteragdes fisioldgicas no processo de cicatrizagdo
relacionadas diretamente com o diabetes, entre elas destaca-se os da tabela 1. Os diversos
fatores descritos na literatura caracterizam causas que promovem o desequilibrio dos
componentes da matriz extracelular e da remodelacdo tecidual (BREM & TOMIC-CANIC,
2007).

Tabela 1. Alterag6es fisioldgicas no processo de cicatrizagdo em diabéticos.

Alterac0es fisiologicas no processo de cicatrizacdo de pacientes diabéticos
Excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas de um sistema de defesa
antioxidante desbalanceado incluindo superdxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidases
Reducdo na producdo de fatores de crescimento
Retardo da resposta angiogénica (formagdo de novos vasos)

Funcdo de macrofagos fica comprometida
Altera a acumulacéo de colageno
Quantidade de tecido de granulagdo

Migracdo e proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos
Fonte: Fonte: GALIANO et al., 2004; GALKOWSKA et al., 2006; EO et al., 2016

A cicatrizacao prejudicada no diabetes é caracterizada por uma inflamacgéo aguda e
uma angiogénese anormal, como observa-se na figura 10 as dificuldades de formagé&o de novos
sanguineos (angiogénese) em diabéticos. A cicatrizacdo adequada de uma ferida necessita de
uma resposta inflamatdria regulada, enquanto que as feridas diabéticas tém respostas
inflamatdrias prolongadas. As feridas no DM1 demonstram uma expressdo aumentada de
citocinas inflamatdrias incluindo o fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucinas (IL)-1 e
IL-6 e diminuigdo da IL-10 conduzindo a lesdo para uma fase inflamatéria prolongada. Esta
inflamacéo desregulada e prolongada leva ao desenvolvimento de ambientes de feridas crénicas

e, eventualmente, lesbes que nao cicatrizam (PARK et al., 2016).
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Fiﬂa 10. Dificuldade de cicatrizacdo em diabéticos

Ativagdo prejudicada

eNO§ =————— | N0§ ———— (PE

S Miofibroblastos €2 CPE - Células Progentoras de Endotélio =% Fibroblastos <. ‘Macibhagos

Coldgeno >33

< Fibronectina | @ " Queratindcitos
Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Verséo Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016.

Essas lesdes cronicas, como as Ulceras nos pés (pé diabético), levam a alta morbidade
e aumento dos custos de tratamento. Além disso, as Ulceras do pé compreendem mais de 50%
dos casos de amputacdo entre os diabéticos (ROMANA-SOUZA et al., 2009). O estresse
oxidativo aumentado é uma das principais causas de complicacdes nas feridas em diabéticos,
causando cicatrizacao tardia. A reducdo da inflamacdo persistente e eliminacdo de radicais
livres pela introducdo de um agente anti-inflamatério e antioxidante no tratamento de feridas
poderia ser uma estratégia importante para melhorar a cicatrizacéo de feridas diabéticas (KANT
etal., 2014).

Fatores associados a angiogénese e ao processo de vasculogénese sdo vitais para a
cicatrizagdo de feridas, uma vez que desempenham um papel necessario no fornecimento de
oxigénio, nutrientes e outros mediadores no local da ferida. Sendo assim, tornam-se alvos
terapéuticos para melhorar a cicatrizagdo de feridas danificadas na diabetes através da ativacao
destes fatores, restabelecendo a neovasculogénese e melhorando a cicatrizacdo (KANT et al.,
2015).



34

As plantas medicinais, as suas preparagfes (como por exemplo, extratos) e 0s
compostos ativos presentes em algumas delas tém sido utilizados para acelerar o processo de
cicatrizacao de feridas. Como estratégia na investigacdo de plantas medicinais, a abordagem
etnofarmacoldgica consiste em combinar informacdes adquiridas junto a usuarios da flora
medicinal (comunidades tradicionais), com estudos quimicos e farmacoldgicos
(ELISABETSKY, 2003).

3.5 ETNOFARMACOLOGIA

A etnofarmacologia é uma ciéncia que procura entender 0 universo dos recursos
naturais, tais como as plantas, os animais e 0s minerais, utilizados como drogas sob a otica de
grupos humanos, definida como exploracdo cientifica interdisciplinar dos agentes
biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados pelo homem (BRUHN &
HOLMSTEDT, 1982).

As plantas medicinais sdo utilizadas com fins terapéuticos hd muitos anos e
representam a maior fonte de substancias de interesse farmacéutico. A Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) classifica planta medicinal como uma espécie vegetal que, administrada ao
ser humano, exerca acdo farmacoldgica. A valorizacdo do etnoconhecimento em relagdo as
propriedades terapéuticas das plantas e o conhecimento popular tém-se apresentado como fonte
de conhecimento técnico-cientifico. A acumulacdo de informacbes sobre o uso de recursos
naturais por populacbes tradicionais tem oferecido, aos pesquisadores, modelos de uso
sustentavel desses mesmos recursos e direcionamentos para 0s principios farmacol6gicos das
espécies (LEITAO et al., 2014).

Neste contexto, o uso tradicional pode ser encarado como uma pré-triagem quanto a
propriedade terapéutica. Considerando que a inser¢do de novas moléculas biologicamente
ativas ocorre a partir, em muitos casos, de um conhecimento pré-existente, o método
etnofarmacoldgico permite a formulacdo de hipoteses quanto a atividade farmacoldgica e a
substancia ativa responsavel pelas agdes terapéuticas relatadas (ELISABETSKY, 2003).

Tal conhecimento etnofarmacolégico foi fundamental para a obtengéo de informacdes
prévias, representando uma pré-triagem, sobre a aplicabilidade farmacoldgica do uso
terapéutico da Pentaclethra macroloba.
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3.6 Pentaclethra macroloba

A Pentaclethra macroloba conhecida popularmente como Pracaxi, € uma espécie
pertencente a familia das fabaceaes sendo uma arvore de tamanho médio de 25 metros de altura
que cresce de preferéncia em terrenos Umidos, na beira de rios e ilhas do baixo Amazonas
(LORENZI, 2002). Além disso, cresce preferencialmente em clima tropical chuvoso, florando
no periodo seco e frutificando no periodo chuvoso, mais especificamente a alta estacdo de
producgédo ocorre nos meses de fevereiro e margo, produzindo favas onde se encontram as
sementes como demonstrado na figura 11A (PESCE, 2009). A fava de Pracaxi € constituida por
dois cotilédones achatados, um pouco ovais, e com um lado pontiagudo. A fava reveste a
semente (figura 11B), que possui uma massa pouco consistente, além de apresenta consisténcia
oleosa e cor branca (CALDAS, 2010).

Figura 11. Arvore de Pracaxi (Pentaclethra macroloba): A. Arvore de pracaxi com as favas;
B- Sementes de Pracaxi

Fonte: http://www.amazonoil.com.br/produtos/oleos/pracachy.htm

Pentaclethra macroloba apresenta estudos que relatam algumas de suas atividades
farmacoldgicas, como por exemplo a atividade inseticida de suas sementes (CHUN et al.,
1994). Posteriormente a atividade larvicida das sementes de Pentaclethra macroloba, foi
confirmando, neste caso, a atividade inseticida apresentada pelas sementes encontrada foi sobre
0 Aedes aegypti (SANTIAGO et al., 2005).

Esta arvore amazo6nica possui um alto poder terapéutico, por exemplo, funcionando

como planta medicinal contra picadas de cobras devido as suas atividades anti-hemorrégicas,
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antinucleoliticas e outras propriedades antiofidicas do extrato aquoso (SILVA et al., 2005).
Alem disso, saponinas triterpenoides isolados da Pentaclethra macroloba como novos
inibidores de veneno de serpente foram propostas como agentes terapéuticos no tratamento de
envenenamentos por picada de cobra (SILVA et al., 2007).

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais amazonicas, entre elas o pracaxi,
foram avaliadas recentemente. O pracaxi demonstrou capacidade de inibir o crescimento de
Klebsiella ozaenae, uma bactéria bacilar, gram-negativa, que esta relacionada com pneumonias
e infeccBes no trato urinario e Acinetobacter baumannii espécie de bactéria aerdbia gram-
negativa que provoca infecgdes oportunistas, afetando mais frequentemente as vias respiratorias
e o trato urinario, podendo causar pneumonias severas e infecgdes urinarias (OLIVEIRA et al.,
2013). No entanto, o Oleo de Pracaxi teve a atividade antimicrobiana avaliada contra
Staphylococcus aureus (espécie gram-positivos) e foi demonstrado que ndo conseguiu inibir o
crescimento das cepas (GUIMARAES et al., 2016).

Portanto é de suma importancia pesquisas que fornecam comprovacdes da eficacia da
utilizacdo de plantas medicinais, tal como o Pentaclethra macroloba, visando as suas aplicacdes

na area médica, em especial, no que se refere ao tratamento de feridas em pacientes diabéticos.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo do efeito farmacologico da aplicacdo topica do extrato cetdnico da
semente Pentaclethra macroloba (Pracaxi), no processo de regeneracdo tecidual em animais

diabéticos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacdo da composi¢do quimica do extrato cetbnico da semente de pracaxi;
2. Padronizacdo dose-efeito do extrato do Pracaxi;
3. Avaliar o mecanismo de cicatrizacdo dos animais diabéticos tratados com extrato

cetdbnico em modelo in vivo de lesdes excisionais em camundongos suicos;

4. Avaliar a atividade anti-inflamatéria nos animais diabéticos tratados com o extrato
cetdnico em modelo in vivo de lesbes excisionais em camundongos;

5. Analisar as caracteristicas histologicas da cicatrizacdo dos animais diabéticos apés
administragdo do extrato cetonico em modelo in vivo de lesdes excisionais em camundongos;
6. Analisar as caracteristicas da formacdo da matriz extracelular na cicatrizacdo dos
animais diabéticos ap6s administracdo do extrato ceténico em modelo in vivo de lesdes

excisionais em camundongos.
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5. METODOLOGIA
5.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

A planta medicinal foi coletada na llha do Marajo e depositadas no herbario do Museu
Paraense Emilio Goeldi, Belém-PA, para identificacdo botanica. Apds a limpeza e secagem do
material vegetal, as partes utilizadas (semente) em bom estado de pureza foram trituradas e
pesadas para posterior extracdo, todo o fluxograma das etapas esta representado na Figura 12.

A extracdo ocorreu por meio do solvente propanona (cetona) e o produto obtido, ap6s
as devidas etapas de preparagéo, foi realizada a caracterizacdo do extrato, em especial, quanto
as acidos graxos saturados e insaturados que compdem a semente de pracaxi. Sendo que todo o

processo de extracdo foi realizado no laboratério de Neuroinflamacéo (ICB/UFPA).

Figura 12. Fluxograma do processo da extracdo e caracterizacdo da semente de Pracaxi
Coleta do Material

o

Limpeza e Secagem
das Sementes

Trituracdo das
amostras

, Extrac@o por Solvente 1
propanona

( Extrato da Semente de ]
Pracaxi

L

Caracterizagao do
Extrato

Fonte: Proprio autor.
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5.1.1 Preparagéo do Extrato da Semente de Pracaxi (ESP)

As sementes beneficiadas foram trituradas e pesadas (150g) em seguida transferidas
para dois erlenmeyer de 1000 mL, a reducdo do tamanho da semente é fundamental por
aumentar o contato com o solvente. O extrato foi produzido com o solvente (propanona), onde
foi adicionado 200mL em cada recipiente, o qual ficou em agitacdo continua por trés dias
consecutivos. Apos esse periodo de agitacdo a solucgéo foi filtrada e resfriada a 4°C (devido ao
fato de que a propanona solubiliza o éleo e o precipita-o a baixa temperatura), por fim foi
realizada uma nova filtracdo com papel filtro qualitativo para produgéo final do extrato (Figura
13).

Figura 13. Processo de Extracdo a frio do Extrato da Semente de Pracaxi

Agitagao por 3 dias Filtragdo Simples Extragdoa frio 4°C 2° Filtragdo Simples  Extrato Finalizado

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Verséo Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016 (Adaptado de Caldas, 2010).

A escolha da propanona como solvente nesta extracdo se deve ao fato de sua rapida
volatizacdo, ndo deixar odor impregnante a substancia isolada e proporcionar maior rendimento
em gordura (CALDAS, 2010).

5.1.2 Caracterizagdo Quimica do Extrato

5.1.2.1 Esterificacdo da amostra para analise cromatografica

A caracterizagdo quimica dos &cidos graxos que compdem o extrato foi realizada por

andlise cromatogréfica no Laboratorio de Pesquisa e Andlise de Combustiveis
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(LAPAC/UFPA). O extrato oleico produzido foi esterificado pelo método oficial AOCS Ce 2-
66, este método transforma os triglicerideos em éster metilico (derivados preferenciais para as
analises de cromatografia gasosa), permitindo assim determinar a composicdo dos acidos
graxos do extrato (VISENTAINE; FRANCO, 2006).

5.1.2.2 Cromatografia Gasosa (CG)

A cromatografia gasosa analisou os ésteres metilicos dos &cidos graxos usando um
cromatdgrafo gas-liquido, com detector de ionizacdo de chama, acoplado a um integrador
processador, que produziu um cromatograma com picos correspondentes a cada componente
de acidos graxos constituinte da amostra do extrato, além de avaliar os respectivos tempos de
retencdo e percentuais relativos. A identificacdo foi feita pela comparacdo com os padrbes dos
ésteres de acidos graxos. A CG permite a separacao dos componentes e, posteriormente, a sua
quantificacdo e identificacdo dos ésteres metilicos saturados e insaturados (RIBEIRO, 2005).

A composicdo dos acidos graxos do extrato oleico da semente de pracaxi foi
determinada pelo método de CG oficial AOCS Ce 1-62, Cromatdgrafo VARIAN CP 3800 com
detector de ionizacdo de chama FID. As condic¢des de analise foram: Coluna CP WAX 52 CB
(25 m X 0,25mm); DF: 1um; temperatura do injetor 200°C; temperatura do detector 250°C; gas
de arraste hélio com fluxo de 1,0 mL/min.

5.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS CAMUNDONGOS SUICOS

Foram utilizados camundongos Suicos albinos, machos adultos com seis a oito
semanas de vida até o dia inicial do experimento; foram mantidos em caixas a temperatura
ambiente; agua e comida ad libidum e ciclo de claro/escuro de 12 horas. Todos 0s
procedimentos realizados durante o periodo experimental foram conduzidos de acordo com o
guia de cuidados animais para laboratorio do comité de ética da UFPA (Protocolo — n°04/2017

Anexo A). Animais provenientes do Biotério da Universidade Federal do Para.
5.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em diferentes grupos de estudo (n=5

animais/grupo) para inducédo de diabetes e avaliagdo do processo de cicatrizagéo totalizando um

ndmero total de 35 animais.
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* Grupo [: Animais sem lesdo e ndo diabéticos (n = 5);

* Grupo II: Animais sem lesdo e diabéticos (n = 5);

* Grupo III: Animais com lesdao e nao diabéticos (n = 5);

* Grupo IV: Animais com lesdo, diabéticos e administracao topica de 6leo mineral (n
=5);

* Grupo V: Animais com lesdo, diabéticos e administragdo topica de Dersani® como
cicatrizante padréo (n = 5);

» Grupo VI: Animais com lesdo, diabéticos e administra¢ao topica do ESP na dose de
5mg/kg (n =5);

* Grupo VII: Animais com lesdo, diabéticos e administragdo topica do ESP na dose de
10mg/kg (n=5); e

Os animais foram submetidos ao protocolo experimental que consistia no seguinte
cronograma, antes do inicio do periodo experimental, denominado dia zero , os animais foram
deixados em jejum até o dia seguinte, no primeiro dia de experimento foi realizada a medicéo
da glicemia acompanhada da aplicacdo do farmaco Aloxano, no quarto dia era feito a
verificacdo do nivel glicémico para confirmar o desenvolvimento do diabetes nos animais dos
grupos 11, 1V, V, VI e VII, os animais eram considerados diabéticos quando o valor glicémico
estivesse acima de 300 mg\dl, nos demais grupos nao foram administrados aloxano. No quinto
dia de experimento era realizada a lesdo pelo método de punch, no dia seguinte era iniciado o
tratamento com os respectivos componentes de cada grupo (6leo mineral\ Dersani \ Pracaxi 5
mg\ Pracaxi 10 mg), sendo a reposta da lesdo ao tratamento registrado com fotos a cada trés
dias, com periodos intercalares de medicao da glicemia (12° e 19° dias de experimento). No
vigésimo dia era realizada a Gltima fotografia, seguida do sacrificio dos animais por perfusao e
posterior retirada do tecido e pancreas. No 21° dia eram feitas as analises de contracdo das
lesbes com o auxilio do programa Image J. Nos 22° e 25° dias foram realizados os
histopatoldgicos do pancreas e tecidos, respectivamente. No restante dos dias eram realizadas

as analises estatisticas (Figura 14).
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Figura 14: Cronograma experimental
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5.4 MODELO DE INDUCAO DE DIABETES VIA ADMINISTRACAO DE ALOXANO

A inducdo do diabetes ocorreu por administracdo de aloxana monohidratada
intraperitonial (i.p) em camundongos Suicos albinos machos (20-25g), como ilustrado na figura
15A, na dose de 150 mg/kg (LENZEN, 2008). Os animais foram expostos a um jejum de 24h
antes da aplicacdo da aloxana (2% diluida em solucéo salina). Os camundongos, que apds dois
dias da administracdo, apresentaram niveis de glicose no sangue acima de 300mg/dL na
medicdo com o glicosimetro (On Call Plus), medicdo representada na figura 15B, foram
selecionados para os experimentos e divididos nos grupos experimentais. A curva temporal da
medicéo de glicemia esta representada esquematicamente da figura 15C (SZKUDELSKI, 2001,
BANK et al., 2016).

Dias
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Figura 15. Procedimentos experimentais para inducéo de Diabetes Tipo 1. Inducdo via aloxana:
A- Administracdo intraperitoneal de aloxana 150mg/kg; B- Medicéo da glicemia dos animais;
C — Linha experimental com os respectivos dias de medicéo da glicemia

>\ —

Aloxana 150 mg/kg (1.p) MG
MG
MG = Medi¢ao da Glicemia C

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando as plataformas Mind The Graph (Versdo Livre - https://mindthegraph.com/)
e Microsoft Office Power Point 2016.

5.5 MODELO DE LESAO EXCISIONAL COM PUNCH (6mm) — LESAO TECIDUAL

Os animais foram previamente anestesiados com a associacdo de 20mg/mL de
Ketamina e 4mg/mL de Xilazina. Apds anestesia foi feito a tricotomia do local de formacéo da
lesdo (figura 16A), e a assepsia era realizada com alcool iodado. Em seguida foram realizadas
as excisdes cirurgicas na pele com o auxilio de um Punch (6mm) (figura 16B). O modelo de
lesdo cutanea ja é descrito em diversos artigos como modelo experimental de cicatrizagdo
(OTRANTO et al., 2010; PARK et al., 2016; SHEN et al., 2017).

Ap0s a formacao das lesbes, no dia seguinte foi realizado o tratamento de forma topica
sobre os animais, sendo o tratamento realizado diariamente de acordo com 0s respectivos

grupos citados anteriormente.



44

Figura 16. Exciséo no dorso. A inducéo da lesdo excisional: A- Retirada do pelo da regido do
dorso do animal; B- Inducéo da lesdo com punch de biopsia (6mm)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Mind The Graph (Verséo Livre - https://mindthegraph.com/)

5.6 CONTRACAO DO FERIMENTO E REEPITELIZACAO

As lesbes foram fotografadas para avaliacdo qualitativa nos dias 0, 3,6, 9, 12 e 15,
levando em consideracdo como dia zero a aplicacdo do modelo de lesdo excisional com punch,
para avaliar a contracdo dos ferimentos frente ao tratamento tépico. Para tanto, os camundongos
foram previamente anestesiados com dose minima de anestésico, e foram posicionados em
decubito ventral ao lado de uma régua milimetrada. As fotos foram usadas para avaliar a curva
temporal da contracdo da ferida (Sony Z3 Compact 21,5 mega pixels, Japan) e apds serem
transferidas para o computador foram analisadas com o software ImageJ para a quantificagdo
da area. Este programa permitiu delimitar e quantificar a reducéo da area de lesdo (Figura 16),
sendo a contragdo expressa em porcentagem determinada pela equacdo representada na figura
17A. A area calculada pelo delineamento da lesdo no software ImageJ estd demonstrada na
ilustracéo da figura 17B (OTRANTO et al., 2010; LATIF et al., 2015; SHEN et al., 2017).
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Figura 17. Avaliacdo da contracdo de Lesdo: A- Formula da area de contragdo em
porcentagem; B- Calculo da area pelo software ImageJ
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Fonte: Proprio Autor utilizando o Software ImageJ.

5.7 HISTOPATOLOGICO DO PANCREAS — HEMATOXILINA E EOSINA

Os animais foram anestesiados com uma solugdo de ketamina (20mg/ml) e Xilazina
(4mg/ml) para coleta dos 6rgéos, foi aberta a caixa toracica dos animais, e 0 coracao foi exposto
para que fosse feita a perfusdo pelo ventriculo esquerdo, que era iniciada com solugéo salina
fisiologica (NaCl 0,9%) até o clareamento dos 6rgdos (cerca de 300 ml) e, a seguir, era utilizado
paraformoaldeido tamponado a 4% pH 7,4, cerca de 100 ml. Apo6s a perfusdo, foi feita a coleta
do pancreas, as amostras do 6rgdo foram fixadas em formalina tamponada 10% por 24 horas e,
em seguida, acondicionadas em etanol a 70%. Os fragmentos foram processados e incluidos em
parafina em seguida cortados em microtomo rotativo. Para analise histopatoldgica, foram
considerados os aspectos morfolégicos observados em coloracdo de hematoxilina e eosina
(HE). A analise morfométrica foi realizada em sistema computadorizado de imagem (LIMA et
al., 2001; JELODAR et al., 2007; KHATUNE et al., 2016).
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5.8 HEMATOXILINA E EOSINA (HE) - PELE

A coloracdo de hematoxilina e eosina foi utilizada para evidenciar os componentes
estruturais das amostras de tecido, como foliculo piloso, glandulas sebaceas, tecido epitelial,
tecido adiposo, musculo e infiltrado inflamatorio. Os tecidos coletados eram cortados no
microtomo (5um) e foram corados com hematoxilina e eosina seguindo o protocolo especifico:
Os cortes foram lavados com agua destilada (5min), corados com hematoxilina (10min),
lavados com agua destilada, imersos em alcool cloridrico 3 vezes, lavados com agua corrente
(5min), imersdo em alcool 70%, eosina (5min), em seguida era feito uma bateria de imerséo
(30seg) em alcool 70%, 80%, 90% e absoluto, xilol I e Il (10min) e por fim montagem da lamina

para analise microscopica.

5.9 PICROSIRIUS RED — MARCACAO DE COLAGENO

A coloracdo de Picrosirius red foi utilizada na marcacdo histolégica de colageno. Os
grupos apos o tratamento tiveram as regides das lesbes coletadas e submetidas a cortes
histoldgicos. Os tecidos foram cortados em criostato e armazenados com PBS (Phosphate
Buffered Saline) em tubos de 5mL, apds os cortes obtidos, eles foram distribuidos sobre
algumas laminas previamente gelatinizadas. A partir disto os cortes passavam pelo protocolo
de coloracéo Picrosirius red, do qual as laminas eram lavadas com agua corrente por 10°, em
seguida lavada com agua destilada e colocada em acido fosfomolibdico 0,2% aquoso por 3°,
depois corados com Sirius red 0,1% saturado em acido picrico por 90°, apds coradas as laminas
serdo lavadas com 4cido cloridrico (HCl) por 2’ e alcool 70% por 45°°, por fim eram
desidratadas em uma série de alcool 70%, 80%, 90% e 100% (3x) e em xilol (2x),
respectivamente, ap6s a desidratagdo as laminas foram postas para secar e em seguida montadas
com Entellan. Posteriormente a coloracdo, as laminas foram analisadas em microscopia de
campo claro onde foi possivel observar a marcacao das fibras de colageno (OTRANTO et al.,
2010).

5.10 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos sdo registrados em protocolos de pesquisa e posteriormente

submetidos a analise estatistica por meio do Software Prisma 5.0, considerando o < 5%. Sendo

realizada a inferéncia estatistica por meio do teste de ANOVA para comparacao dos resultados
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nos periodos estudados dentro de cada grupo e o teste de bonferroni na comparagéo entre os
grupos. Durante o experimento foi avaliado o perfil de diabetes dos animais, afim de verificar
a necessidade, ou ndo, de aumento do tamanho amostral. Os resultados produzidos foram

organizados em graficos e tabelas.
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6.1 COMPOSICAO QUIMICA DO EXTRATO CETONICO DA SEMENTE DE PRACAXI

A composicdo de &cidos graxos do extrato da semente de pracaxi apresentou como

destaque em sua composi¢do o &cido oleico com mais de 66% do total de &cidos graxos presente

na semente, seguido dos &cidos linoleico com 12% e beenico com 9,5%. A importancia de se

obter os dados das proporc¢des de acidos graxos permite direcionar a finalidade da pesquisa. As

médias dos resultados da composi¢do em percentual podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2. Composicio de Acidos Graxos

Acidos Graxos (%)
Acido Caprico C10:0 0,1775
Acido Palmitico C16:0 1,8444
Acido Esteéarico C18:0 2,3118
Acido Oleico C18:1 66,886
Acido Linoleico C18:2 12,3528
Acido Linolénico C18:3 0,1498
Acido Araquidico C20:0 0,5387
Acido Beenico C22:0 9,5206
Acido Erucato C22:1 0,2859
Acido Lignocérico C24:0 5,7735

Os dados expostos na tabela 2, estdo descritos em forma grafica. Neste caso, o grafico

1 representa 0s acidos graxos presentes do extrato da semente de pracaxi pela respectiva

porcentagem de cada um deles.



Gréfico 1. Composicdo de Acidos Graxos (%)
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Comparando os dados obtidos com os da literatura foi possivel observar que os valores

da composicdo em acidos graxos do extrato analisado no presente estudo estdo proximo aos

demonstrados por Costa et al., (2014) que estabeleceu as propor¢des de acidos graxos do 6leo

de pracaxi.

Tabela 3. Comparagéo da composicéo de Acidos Graxos da semente de pracaxi analisado neste

trabalho com o da literatura

Acidos Graxos

Resultados obtidos

* Literatura %

(%)

Acido Caprico C10:0 0,1775 -
Acido Palmitico C16:0 1,8444 1.854 + 0.03
Acido Esteérico C18:0 2,3118 -

Acido Oleico C18:1 66,886 53.550 + 0.69
Acido Linoleico C18:2 12,3528 13.050 + 0.07

Acido Linolénico C18:3 0,1498 0.134 +0.01

Acido Araquidico C20:0 0,5387 1.053 + 0.06
Acido Beenico C22:0 9,5206 16.136 + 0.52
Acido Erucato C22:1 0,2859 -

Acido Lignocérico C24:0 5,7735 10.448 + 0.47

*COSTA et al., 2014
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6.2 EFICIENCIA DO MODELO DE INDUCAO DE DIABETES VIA ADMINISTRACAO
DE ALOXANA

A inducdo do diabetes realizada pela administracdo intraperitonial (i.p) de aloxana
monoidratada em camundongos Suigos albinos machos (20-25g), na dose de 150 mg/kg,
promoveu um quadro de diabetes permanente ao longo de todo o periodo experimental. Esse
quadro de diabetes caracterizado pela perpetuacdo do nivel glicémico em valores bastante
elevados como representado no grafico 2, demonstrou assim, a elevacdo da glicose sanguinea

dos animais.

Gréfico 2. Niveis Glicémicos dos grupos ao longo dos experimentos (***< 0,001)
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Dos 25 animais induzidos a diabetes via aloxana, 2 (dois) ndo ficaram diabéticos, 1
(um) morreu na fase de hipoglicemia e 7 (sete) morreram na fase de hiperglicemia. Os demais,
no caso 0s 15 (Quinze) foram divididos nos grupos experimentais, representando um indice de

67% de éxito na inducdo do diabetes nos animais.
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6.2.1 Histopatoldgico do Pancreas — Hematoxilina e Eosina

Para confirmacédo do potencial diabético da aloxana os fragmentos de pancreas foram
processados e incluidos em parafina, em seguida foram cortados em micrétomo rotativo. Para
analise histoldgica, foram considerados os aspectos morfoldgicos observados em coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE).

Neste estudo buscamos avaliar as lesGes causadas nas ilhotas através da coloragdo de
HE, onde foram avaliados o grupo normal (sem inducdo de diabetes) destacado na figura 18A
e 0 grupo de diabéticos (Inducdo de diabetes por aloxana) representando na figura 18B.
Podemos observar na Figura 18B, pela indicacdo das setas, a presenca de regides lesionadas
nas ilhotas, fato que corrobora o resultado exposto anteriormente (Grafico 2), estando assim
diretamente relacionado com o quadro de diabetes permanente através dessas lesbes
pancreaticas irreversiveis, pois assim o pancreas deixa de produzir insulina. Validando assim o

aloxana como agente diabetogénico.

Figura 18. Histopatologico do pancreas: A- Grupo normal (sem inducéo de diabetes); B- Grupo
de diabéticos (Inducdo de diabete
WY (AR

6.3 CONTRACAO DO FERIMENTO E REEPITELIZACAO DA LESAO

As avaliagdes qualitativas das lesdes, foram realizados nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 pos-

operacgdo por uma camara digital (Sony Z3 Compact 21,5 mega pixels, Japan). A partir das
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imagens obtidas foram observadas caracteristicas no grupo tratado com Pracaxi 5mg e 10mg,
em comparagao com o grupo controle ndo diabético, controle diabético e com o grupo tratado
com Dersani®. Adicionalmente, foi observado as lesdes em camundongos suicos tratados com
extrato de pracaxi. A avaliacdo bruta da ferida revelou que a aplicacao tdpica do pracaxi 10mg
diminuiu o tamanho da ferida, de forma semelhante aos animais ndo diabéticos (Figura 19) com
aumento percentual significativo nas porcentagens da contracdo da ferida, como representado
no gréafico 3, demonstrando resultados positivos quando comparamos 0s grupos de controle ndo

diabético e pracaxi 10mg com 0s demais grupos.

Figura 19. A imagens representativas das feridas de grupos de controle nao diabético, Controle
diabético e tratados com Dersani® e com Pracaxi 5mg e 10mg tratados em dias diferentes.
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Grafico 3. Contracdo da ferida (%) nos grupos controle ndo diabético, controle diabético e
tratados com Dersani®, Pracaxi 5mg e 10mg em funcdo do tempo (***< 0,001/ ###<0,001)
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***n<000,1 — Diferenca estatistica significativa do grupo controle ndo diabético em relacdo aos
demais grupos
### <000,1 — Diferenca estatistica significativa do grupo controle diabético em relacdo aos
demais grupos

Apo6s quinze dias de tratamento das lesbes, a porcentagem de area de ferida
reepitelizada foi maior no grupo de controle ndo diabético e no tratado com pracaxi 10mg do
que nos grupos de controle diabético, Dersani® e Pracaxi (p <0,001, para ambos) (Gréfico 4).
A reepitelizacdo é o acontecimento terminal no processo de reparo. Quando o tecido conjuntivo

acaba de preencher o defeito.
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Graéfico 4. Reepitelizacao (%) nos grupos controle ndo diabético, Controle diabético e tratados
com Dersani®, Pracaxi 5 e 10mg/kg ap6s 15 dias de tratamento
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***n<000,1 — Diferenca estatistica significativa do grupo controle ndo diabético em relacdo aos
demais grupos
### <000,1 — Diferenca estatistica significativa do grupo controle diabético em relacdo aos
demais grupos

6.4 COLORACAO DE HEMATOXILINA E EOSINA (HE) — PELE

A figura 20 representa as seccOes de feridas na pele que ilustram a coloragdo com HE
(nas objetivas de 10x, 20x e 40x, respectivamente) os grupos Pele normal sem lesdo (Fig. 20
A-C), controle ndo diabético (Fig. 20 D-F), controle diabético (Fig. 20 G-I), Dersani® (Fig. 20
J-M), Pracaxi 5mg (Fig.20 N-P) e Pracaxi 10mg (Fig.20 O-S) apés 15 dias de tratamento na
ferida.

No grupo da pele normal sem lesdo (Fig. 20 A-C), observa-se a organizagéo tecidual
da pele em suas camadas. No grupo controle ndo diabético (Fig. 20 D-F) observa-se uma
reducdo significativa de infiltrado celular e também uma restruturacdo da pele. Fato que
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também foi evidente no grupo tratado com Pracaxi 10mg (Fig.20 O-S) em compara¢do com 0s
demais grupos.

Nas secc¢des de feridas do grupo de controle diabético houve uma coloragcdo marcada
pela predominancia de células inflamatorias e poucos fibroblastos (Fig. 20 G-I), além de
demonstram uma lenta maturacdo do tecido de granulagdo. As feridas tratadas com Dersani®
(Fig. 20 J-M) apresentaram um tecido de granulagdo com alto indice de infiltrados celulares,
que foi coberto por deposicdo de colageno, porém de forma desorganizada. De maneira
semelhante o Pracaxi 5mg (Fig.20 N-P) foi coberto por deposicao de colageno, porém por fibras
desorganizadas, no entanto diferentemente do Dersani®, o pracaxi 5mg apresentou expressao
de infiltrado celular reduzido.

A avaliacdo histopatoldgica da pele demonstrou que as seccBes de feridas do grupo
tratado com Pracaxi 10mg apresentou uma matriz extracelular compacta (ECM) coberta por

uma camada epitelial espessa representando a maturidade da ferida.
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Figura 20: Seccdes de pele oriundas de amostras de tecido de camundongos representativos de
cada grupo experimental. (A) Pele normal sem lesdo na objetiva de 10x; (B) Pele normal sem
lesdo na objetiva de 20x; (C) Pele normal sem lesdo na objetiva de 40x. Nas imagens A, Be C
e possivel observar os componentes estruturais das amostras de tecido, como foliculo piloso,
glandulas sebaceas, tecido epitelial, tecido adiposo, musculo e infiltrado inflamatdrio. Nas
amostras dos animais do grupo controle ndo diabético representado pelas imagens (D), (E) e
(F) com as objetivas de 10x, 20x e 40x respectivamente e possivel observar uma restruturacdo
tecidual e um nimero expressivo de infiltrado celular. As amostras dos animais pertencentes ao
grupo controle diabético representados pelas imagens (G) 10x, (H) 20x e (I) 40x apresentam
uma restruturacio tecidual desorganizada e tardia. Ja nos animais tratados com Dersani®
representados pelas imagens (J), (L) e (M) com as objetivas de 10x, 20x e 40x respectivamente
e observado uma organizacéo tecidual desregulada e com alto indice de infiltrado celular. Nas
amostras de tecido dos animais tratados com o 0Oleo de Pracaxi (5mg) representados pelas
imagens (N) 10x, (O) 20x, (P) 40x é observado uma organizacao tecidual significativa e com
baixo indice de infiltrados celulares. Nas amostras dos animais tratados com o dleo de Pracaxi
(10mg) representados pelas imagens (Q) 10x, (R) 20x, (S) 40x e possivel observar uma
organizacéo tecidual uniforme e, com alta densidade tecidual na matriz extracelular neoformada
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6.5 EFEITO DA APLICACAO TOPICA DE PRACAXI NA SINTESE E DEPOSICAO DE
COLAGENO

As imagens representativas das seccdes coradas com picrosirius red (Fig. 21 A-P)
demonstraram que a sintese, deposi¢do e orientacdo de colageno eram melhores no grupo
tratado com Pracaxi 10mg e nos animais nao diabéticos em comparagdo com 0s outros grupos.
As imagens que representam os grupos controle nédo diabético (Fig. 21 A-C), controle diabético
(Fig. 21 D-F), Dersani® (Fig. 21 G-1), Pracaxi 5mg (Fig. 21 J-M) e Pracaxi 10mg (Fig. 21 O-
S) ap6s 15 dias de tratamento tdpico da ferida. Nas imagens do grupo controle ndo diabético
(Fig. 21 A-C) e Pracaxi 10mg (Fig. 21 O-S) é possivel observar uma expressdo significativa
das fibras de colageno, em especial no tratado com o pracaxi 10mg, que apresentou uma
densidade significativa. Em contrapartida os animais diabéticos (Fig. 21 D-F) apresentaram
uma baixa expressdo de coldgeno na composi¢do da matriz extracelular, representando uma
maturacéo tardia de coladgeno no tecido de granula¢do. Nos grupos Dersani® (Fig. 21 G-1) e
Pracaxi 5mg (Fig. 21 J-M), apresentou uma expressao de fibras de colageno, no entanto nao téo
intensa como nos grupos controle nao diabético (Fig. 21 A-C) e Pracaxi 10mg (Fig. 21 O-S).

Demonstrando assim o potencial efeito cicatrizante do pracaxi 10mg no tratamento de lesdes

em diabéticos.
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Flgura 21 Secgoes de pele orlundas de amostras de tecido de camundongos representatlvos de
cada grupo experimental. (A) Amostras dos animais pertencentes ao grupo controle ndo
diabético na objetiva de 10x; (B) Amostras dos animais pertencentes ao grupo controle nédo
diabético na objetiva de 20x; (C) Amostras dos animais pertencentes ao grupo controle nédo
diabético na objetiva de 40x. Nas imagens A, B e C a coloracdo apresenta em destaque uma
alta expressdo de fibras de colageno. Nas amostras dos animais do grupo controle diabético
representado pelas imagens (D), (E) e (F) com as objetivas de 10x, 20x e 40x respectivamente
e possivel observar uma reduzida expressdo de colageno os tecidos. As amostras dos animais
pertencentes ao grupo Dersani® representados pelas imagens (G) 10x, (H) 20x e (1) 40x
apresentam uma producdo de colageno significativa. J& nos animais tratados com Pracaxi (5
mg) representados pelas imagens (J), (L) e (M) com as objetivas de 10x, 20x e 40x
respectivamente e observado que os tecidos expressam uma quantidade expressiva de colageno.
Nas amostras de tecido dos animais tratados com o éleo de Pracaxi (10mg) representados pelas
imagens (N) 10x, (O) 20x, (P) 40x é observado que o tratamento induziu uma expressdo
significativa de colageno e uma organizacdo de matriz extracelular neoformada.
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7. DISCUSSAO

A dificuldade de cicatrizagcdo em pacientes diabéticos é um importante dado j& descrito
na literatura. Em estudos etnofarmacoldgicos realizados na ilha do Marajd, por nosso grupo
observamos que a semente de pracaxi apresenta atividade anti-hemorragica e cicatrizante
(dados ndo publicados). Visando, encontrar alternativas farmacologicas para este aspecto
caracteristico do diabetes o presente estudo, verificou a atua¢do do extrato de pracaxi em reparo
de lesdes cutaneas em camundongos diabéticos. Para tanto, foi criada uma ferida cutanea
excisional com punch de biopsia e os animais foram tratados por aplicacdo tdpica do extrato
para avaliacdo do potencial cicatrizante da semente. O efeito do tratamento foi avaliado
mediante alguns aspectos, tais como: a contracdo da ferida, reepitelizacdo, quantidade de
células inflamatdrias, organizacédo tecidual e formacdo de coldgeno na matriz extracelular. A
partir dos resultados encontrados observamos que o extrato de pracaxi apresentou efeito
cicatrizante em camundongos diabéticos, estimulando a reestruturacdo tecidual apds lesdes
cutaneas. Desta forma, o pracaxi torna-se uma possivel alternativa para o tratamento de lesGes
teciduais.

Lesdes cutaneas em pacientes com diabetes tendem a ter um processo de cicatrizacéo
com menor eficiéncia devido a dificuldades de controle neurovascular, filtracdo de fluidos e
resposta inflamatdria (Tabela 1), resultando em pacientes mais suscetiveis a lesées. Atualmente
os produtos disponiveis ndo possuem acao especifica e comprovada para as lesdes de pacientes
diabéticos, dificultado o controle da lesdo. Portanto, tomamos como imprescindivel discutir a
compreensdo dos efeitos e a forma de atuacdo do pracaxi para ser utilizado como um possivel
cicatrizante de lesdes teciduais em pacientes diabéticos.

Ja é amplamente aceito que o diabetes estd associado com espécies reativas de
oxigénio, que contribuem para lesdo das células pancreaticas e dessa forma promove a
disfuncdo na homeostasia do 6rgédo. Esta disfuncdo esta associada com o potencial de indugéo
de diabetes tipo 1 pela aloxana, que promove lesdes necréticas nas ilhotas pancreéaticas
(TAKEMOTO et al.,, 2015). Esse potencial diabetogénico foi padronizado em nosso
experimento pela elevagéo do nivel glicémico dos animais como apresentado no gréfico 2 e as
lesGes das ilhotas foram confirmadas pelo histopatoldgico do pancreas como observado na
figura 18 para confirmacdo do quadro de diabetes tipo 1 permanente devido a necrose das
regibes produtoras de insulina (figura 18B), corroborando com o ja descrito na literatura
(SZKUDELSKI, 2001; BANK et al., 2016).
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O perfil fitoquimico do extrato de pracaxi (Tabela 2), revelou que o extrato testado
possui uma grande quantidade de &cidos graxos poliinsaturados, como Acido Oleico (C18:1),
Acido Linoleico (C18:2) e Acido Linolénico (C18:3). As analises corroboram com os dados
presentes na literatura quanto a caracterizacdo do 6leo de pracaxi, como podemos observar na
tabela 3 os valores da composi¢do de &cidos graxos do extrato analisado no presente estudo
estdo proximo aos demonstrados por Costa et al., (2014) que estabeleceu as proporcGes de
acidos graxos do 0leo de pracaxi. Estudos na literatura com algumas espécies, como a Cucurbita
pepo L., rica em acidos graxos poliinsaturados apresentou grande potencial no processo de
cicatrizacdo (BARDAA et al., 2016). Este achado evidencia a utilizagéo de &cidos graxos, como
principal constituinte de cicatrizantes farmacologicos.

A cicatrizacdo de feridas cutaneas é um processo complexo, que consiste em uma
progressdo ordenada de inflamacédo, angiogénese, deposicdo de colageno, reepitelizacdo e
remodelagem de tecidos (MARTIN, 1997). No entanto, esse evento pode ser comprometido por
algumas patologias, como o diabetes. O Diabetes mellitus associa-se com a hiperglicemia e
prejuizos na cicatrizacdo de feridas em mecanismos que envolvem exacerbacdo e cronificacéo
da resposta inflamatoria, levando a uma inflamacgédo crénica (WICKS et al., 2014). A fase
inflamatoria da cicatrizacdo de feridas em diabetes apresenta acimulo e persisténcia de células
inflamatorias na area da lesdo, resultando em producdo exacerbada de mediadores pro-
inflamatérios que causam danos ao tecido circundante e prejudicam a resolucdo da ferida
(RODRIGUES et al., 2016). Devido as dificuldades de reparo tecidual no diabetes, estudos tém
demonstrado que é benéfico para a cicatrizacdo, terapias como o0s acidos graxos que melhoram
a angiogénese, atuam como anti-inflamatérios e antioxidante nos tecidos lesionados (WANG
etal., 2015).

Estudos anteriores ja demonstravam que as aplicacGes topicas de 6leos ricos em acidos
graxos representam uma alternativa de grande valor na melhora de alguns parametros da
cicatrizacdo de feridas, reducdo de processos inflamatorios, estimulacdo da fibra do tecido
conjuntivo e aceleracdo do fechamento de feridas (OTRANTO et al., 2010). Esta perspectiva
foi o ponto norteador para o estudo do pracaxi quanto seu perfil cicatrizante, pois 0 mesmo
como descrito nos resultados possui um elevado teor de &cidos graxos como apresentando
anteriormente no Grafico 1. Dando énfase na composicéo, destaca-se a presenga significativa
dos acidos Oleico (C18:1), Linoleico (C18:2) e Linolénico (C18:3).

A modulagdo das propriedades cutaneas tem sido demonstrada e os &cidos graxos
apresentam mecanismos que atuam na angiogénese e na cicatrizagcdo de feridas envolvendo

multiplos caminhos. Os diversos acidos graxos apresentam atividades funcionais diretas na
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cascata de cicatrizacdo, o acido Linoleico (um dos principais constituintes do pracaxi) é
caracterizado como um precursor do &cido araquiddnico, que atua no estagio inicial do processo
de cicatrizacdo, nas células inflamatorias, como neutrofilos e macréfagos, responsaveis por
liberarem uma grande quantidade de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) atuando de maneira
importante na cascata inflamatdria (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) e além disso
foi descrito como potente agente angiogénico em animais diabéticos (RODRIGUES et al.,
2016), sendo a angiogénese um dos eventos mais importantes no processo de reparo de leses
teciduais, a fim de restaurar a perfusao vascular para fornecer nutricdo e oxigénio para o tecido
de reparagdo (ZHANG et al., 2010).

Conforme a analise histolgica dos animais tratados com o Pracaxi (Figura 20), as
lesGes tratadas apresentaram uma reducdo nos indices de células inflamatérias no tecido
demonstrando a importancia de um controle no processo de migracdo de células inflamatorias.
Estes dados, corroboram com os dados da literatura que descrevem que o recrutamento
descontrolado de macrdfagos € prejudicial para as lesbes, principalmente quando ocorre
predominancia do subtipo M1 de macrofagos pré-inflamatorios na area danificada. Devido a
permanéncia dos macrofagos M1 no tecido da ferida aumenta a producdo de mediadores
inflamatorios e bloqueia a resolugdo da inflamacdo, j& os macréfagos do tipo M2 sédo
fundamentais na restauracdo da homeostasia tecidual. Na literatura foi demonstrando a
capacidade do &cido oleico de aumentar a formacdo de macréfagos M2 (WANG et al., 2015).
Ou seja, 0 extrato de pracaxi pode estar atuando subtipos de macréfagos.

O processo prolongado de inflamacdo em diabéticos leva a formacao de edema, perda
funcional e aumenta a taxa de infeccGes da ferida. No entanto, na figura 20 a analise histoldgica
dos animais tratados com o Pracaxi, demonstraram uma rapida cicatrizacdo com baixo indice
de células inflamatdrias em bidpsia cutanea realizadas com Hematoxilina e Eosina ap0s 15 dias
de aplicacéo topica (Figura 20 — Q, R, S), fato semelhante com os animais ndo diabéticos do
estudo (Figura 20 — D, E, F). Relacionando essa atividade do pracaxi com o perfil fitoquimico
que revelou que o extrato da semente testada & rico em quantidade de &cidos graxos
poliinsaturados, como acido linoleico e acido linolénico. O &cido linoleico, precursor do &cido
araquidénico e o &cido oleico fundamental na formagdo de macréfagos M2 reduziram
significativa a presenca de infiltrado celulares (RODRIGUES et al., 2012).

Na resposta inflamatoria, varias citocinas sdo secretadas por macrofagos e outras
células, como resultado da ativagdo do receptor de reconhecimento de padrdes (PRR) por
microrganismos. O TNF- o € uma das primeiras citocinas a ser segregada durante a inflamacéo

e provoca varias reacdes no organismo, incluindo a ativacao leucocitaria e a migracdo para o
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sitio inflamatdrio, além disso, desempenha um papel critico na fase proliferativa da cicatrizagdo
de feridas. O TNF-a também induz a angiogénese através da produgdo aumentada de VEGF. O
aumento da producio de TNF-a ¢ VEGF em animais diabéticos tratados com Acido Linoleico
explica o nimero aumentado de novos vasos e melhora da cicatrizacdo, conforme o apresentado
na Figura 19, que demonstra a aceleracdo na contracdo da lesdo representando a ativacéo
coordenada de toda cascata de cicatrizagéo e onde possivelmente a fase proliferativa pode estar
sendo acelerada pelo aumento dos niveis de fatores de crescimento. Com isso, estudos
descrevem que aumento dos niveis de VEGF e o nimero de novos vasos formados apds
tratamento com Acido Linoleico suportam a proposicio de que este acido graxo possui a
capacidade de acelerar a angiogénese dessas lesdes cutaneas (MAGDALON et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2016).

A avaliacdo de area da lesdo (Grafico 3) e o histopatologico pela coloragcdo de
picrosirius red (Figura 21) demonstram que a angiogénese, a reepitelizacdo e a producédo de
fibras de colageno de feridas diabéticas excisionais séo significativamente menores (Figura 21
—D, E, F) do que as de lesdes tratadas com pracaxi (Figura 21 — N, O, P). Na fase proliferativa,
os fibroblastos proliferam para o leito da lesdo, subsequentemente migram para uma area da
ferida e depois depositam-se e organizam a Matriz Extracelular. Em feridas diabéticas, a
formacao de tecido de granulagdo é gravemente prejudicada devido a reducdo da proliferacédo
de fibroblastos e niveis mais baixos de deposicdo de coldgeno que consequentemente
prejudicam a contracdo da ferida. (KAZEMI-DARABADI | et al., 2013).

Conforme o resultado exposto no grafico 3, a contracdo da lesdo apresentada esta
correlacionada com as fases iniciais da formacéo de tecido de granulagdo ap0s a lesdo, devido
os fibroblastos locais comecarem a mover-se da derme, a transformacéo inicial de fibroblastos
em miofibroblastos parece depender das alteracdes mecanicas que ocorrem na ferida
comparado com a pele normal, em particular o aumento da rigidez. Além disso, a contragédo da
lesdo e 0 aumento da forca cicatricial ocorre pela aproximacéo das bordas da ferida pela atuacédo
dos miofibroblastos que sintetizam o colageno da matriz extracelular. O resultado da contragédo
da les@o corrobora com o descrito na literatura, quanto a atividade do fator de crescimento
derivado de plaguetas na estimulacdo da motilidade. Além disso, 0 desenvolvimento de a-SM
actina sintetizando miofibroblastos diferenciados é essencialmente devido a a¢do do fator de
crescimento transformante-p1 (TGF B1) sendo assim, os fibroblastos se diferenciam em
miofibroblastos, contribuindo na contracdo das bordas da ferida (PIALLAT et al., 2016). Os
miofibroblastos sdo ativados em resposta a lesdo tecidual com a tarefa primaria de reparar a

matriz extracelular perdida ou danificada. Porém a desregulacéo do processo normal de reparo
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pode levar & ativacdo persistente de miofibroblastos, por exemplo, causado por inflamagé&o
cronica (HINZ, 2016).

Conforme o gréfico 4, a reepitelizacéo da lesdo representa a restauracédo da integridade
da matriz extracelular, caracterizado pelo equilibrio da formacdo de colageno na matriz
neoformada. Esse equilibrio foi observado na reepitelizacdo pds tratamento com pracaxi e
confirmado no resultado exposto (Figura 21 - N, O, P) demonstrando a alta expresséo de
colageno como principal componente da matriz cicatricial. Os dados corroboram com o
descrito na literatura, onde € descrito o papel da IL-1p na inibicdo da producéo de colageno tipo
| e regulacdo da metaloproteinase-1, que degrada as fibras coladgenas. O coladgeno é o principal
componente da matriz extracelular e desempenha um papel importante na remodelacdo da
cicatrizacdo de feridas (RODRIGUES et al.,, 2016). Considerando estas importantes
caracteristicas, podemos presumir que as lesdes com elevada proliferacdo de fibroblastos e
angiogénese apresentam eficiente reparo tecidual. A concentracdo de protease é aumentada em
feridas diabéticas, estas enzimas degradam as proteinas dos tecidos e interrompem a formacéo
de novas matrizes extracelulares (ECM) (KANT et al., 2015). A reducdo da formacdo do
colageno leva a formacao ineficiente da matriz cicatricial, como observamos nos camundongos
que eram diabéticos (Figura 21 - D, E, F) e que ndo receberam tratamento com o extrato de
pracaxi (Figura 21 - A, B, C).

Recentemente foi realizado um estudo em séries de casos (21 pacientes com varias
feridas cirargicas, traumaticas ou queimaduras) avaliando a eficacia dos acidos graxos do
pracaxi inseridos em uma base de silicone para aplicacdo topica como terapia para o tratamento
de feridas. Apresentando o potencial terapéutico da planta (BANOV; BANOV; BASSANI,
2014). Além deste, foi realizado um estudo de caso que avaliou o perfil de cicatrizacdo de uma
base topica de silicone anidro contendo &cidos graxos a partir do éleo de pracaxi em um paciente
com uma Ulcera diabética, o qual demonstrou a utilidade no tratamento deste paciente com
Ulceras diabéticas (SIMMONS; BANOV; BANOV, 2015). Ambos os estudos demonstraram
que houve aceleracéo no processo de cicatrizacdo das feridas tratadas, no entanto os respectivos
artigos ndo descreveram a forma de atuacéo do 6leo e os mecanismos que ele atua no processo
de cicatrizacao.

Em resumo, a administracdo topica do extrato de pracaxi em lesdes cutaneas em
animais diabéticos promoveu uma resposta inflamatéria reduzida (reducdo do infiltrado
celular), uma reepitelizagdo significativa e uma elevada expressdo de coldgeno na matriz

extracelular, possivelmente devido a composi¢do dos acidos graxos da semente. Observou-se
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que os efeitos pos tratamento com o extrato se caracterizam principalmente pela acelera¢do do
processo de cicatrizacdo em ratos diabéticos.
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8. CONCLUSAO

o A caracterizacdo da composicdo quimica do extrato cetbnico da semente de pracaxi
demonstrou alto teor de &cidos graxos em sua composicdo, principalmente os Acidos graxos
Oleico (C18:1), Linoleico (C18:2) e Linolénico (C18:3);

o A padronizacdo dose-efeito do extrato de Pracaxi de 5mg/kg e 10mg/kg, demonstrou

um melhor potencial cicatrizante da dose de 10mg por aplicacéo topica;

o O tratamento topico com o extrato de pracaxi acelerou a contracao da lesdo dos animais
diabéticos;
o A reepitelizacdo da lesdo dos animais diabéticos ocorreu de forma significativa nos

animais tratados com o extrato de pracaxi;

o A atividade anti-inflamatdria do pracaxi nos animais diabéticos tratados em modelo in
vivo de lesdes excisionais em camundongos suicos apresentou reducdo dos infiltrados celulares;
o As caracteristicas histoldgicas da cicatrizacdo dos animais diabéticos tratados com
pracaxi demonstrou melhor organizacdo estrutural da pele nos camundongos tratados com
pracaxi;

o As caracteristicas histologicas da cicatrizacdo dos animais diabéticos tratados com
pracaxi demonstrou melhor sintese de colageno na matriz extracelular neoformada;

o O tratamento com pracaxi 10mg apresentou potencial cicatrizante em lesfes excisionais
em camundongos diabéticos, demonstrando melhor formacao da matriz extracelular resultado

semelhante aos animais ndo diabéticos do estudo.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO PARA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS

PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO ANIMAIS

Protocolo n° 04/2017

Titulo do Projeto de Pesquisa: Potencial cicatrizante do extrato ceténico
Pentaclethara macroloba no processo de reparo de lesdes excisionais na pele de
camundongos diabéticos

Pesquisador Responsavel: Anderson Bentes de Lima
Instituicdo: Universidade do Estado do Para

Data do Parecer: 06/04/2017

PARECER

O Comité de Etica no Uso de Animais da UEPA apreciou o protocolo em
tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794, sendo
respeitados os Principios Eticos da Experimentagio Animal do CONCEA. O referido
projeto utiliza 40 camundongos pertencentes a espécie Mus musculus, com 60 dias e
peso de 30g a 40g, para fins de pesquisa, tratando-se de animais pertencentes ao filo
Chordata subfilo Vertebrata, do sexo masculino, originarios da Secao de Criacao e
Producao de Animais de Laboratério (SACPA) do Instituto Evandro Chagas. Desse
modo, ap6s as avali¢des o CEUA-UEPA, manifesta-se pela sua aprovacao.

O projeto serd desenvolvido no periodo de 03/2017 a 03/2018.

Parecer: APROVADO

Liberado para o inicio da pesquisa sendo obrigatoria a entrega neste CEUA do relatério
semestral e a conclusao ao final da pesquisa. Comunicar por escrito, toda e qualquer

modifica¢do no projeto.

Belém, 06 de abril de 2017.

Prof. Dr. Anderson Bentes de Lima
Coord. do CEUA/CCBS/UEPA



