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RESUMO

O aumento das doengas cronicas e de estimativas que apontam para 300 milhdes de
pessoas com Diabetes Mellitus, no mundo até o ano de 2025, indicam um cenario com
elevada prevaléncia de feridas, portanto, é imprescindivel o melhoramento dos
protocolos de tratamento das lesdes cutaneas com distdrbios patolégicos como esse. O
objetivo desta pesquisa foi descrever a atividade cicatrizante a toxicidade do extrato
aquoso de Psidium guajava em ratos diabéticos. Os tratamentos foram tépico e oral em
4 grupos de animais para os teste de cicatrizagdo (com lesdes cutaneas) e toxicidade
respectivamente: (I) ratos ndo diabéticos tratados com extrato (0,2 g/mL); Il) ratos ndo
diabéticos sem tratamento; I11) ratos diabéticos tratados com extrato (0,2 g/mL) e 1V)
ratos diabéticos sem tratamento nos testes de cicatrizacdo. (I) ratos tratados com agua;
(1) ratos tratados com 100, 200 e 400 mg/Kg para os testes de toxicidade. Foram
realizadas as avaliagdes histolégica, morfométrica, histoquimica e imunohistoquimica
para 0 estudo da cicatrizacdo e histopatoldgica, histoquimica, bioquimica e
morfométrica para o de toxicidade. Observou-se queratinizacdo significativa,
estatisticamente, nos grupos de animais I, 1l e I1l apenas. Nos animais tratados com o
extrato foi verificado a presenca de numerosos macrofagos e células gigantes. Nas
lesbes dos animais diabéticos sem tratamento o teor de colagenos foi menor e a taxa de
cicatrizacdo, na avaliacdo ao 14° dia, foi elevada nos animais tratados com o extrato,
guando comparados aos outros animais. Os niveis séricos das enzimas alanina ALT,
AST, ureia, creatinina e albumina foram elevados nos animais tratados com 400 mg/Kg.
No figado dos animais tratados com 400 mg/Kg foi verificada a presenca de congestdo
de veia porta, centrolobular e nos capilares sinusoides. J& nos rins, com 0 mesmo
tratamento, foram observadas a presenca de areas com glomerulonefrite proliferativa. A
morfometria do figado revelou reducéo significativa do parénquima lobular e aumento
no parénquima néo lobular dos animais tratados com 400 mg/kg assim como aumento
significativo do didmetro e volume do glomérulo, além do didmetro e volume da
capsula de Bowman nos rins dos animais tratados com a mesma dosagem. Na avalia¢do
bioguimica para o glicogénio houve reducdo significativa no figado dos animais do
grupo tratado com 400 mg/kg em relagdo aos demais, 0 que mostra maior prejuizo com
uso dessa dosagem, ndo ocorrendo alteragdes significativas para as demais e permitindo
assim, a indicagdo do extrato bruto de P. guajava como recurso fitoterapico promissor.

Palavra-chave: Psidium guajava, goiaba, cicatrizacdo, diabetes, ratos.



ABSTRACT

The increase of chronic diseases and estimates indicate that 300 million people will
have diabetes in the world by the year 2025. This leads to a scenario with a high wound
prevalence, being therefore essencial to improve the protocols for the treatment of skin
lesions with pathological disturbances like these. The goal of this research is to describe
the healing activity and toxicity of the aqueous extract of Psidium guajava in diabetic
rats. The treatments were topical and oral in 4 groups of animals for the test of
cicatrization (cutaneous lesions) and toxicity respectively: (I) non diabetic rats treated
with the extract (0.2 g/mL); (1) non diabetic rat without treatment; (111) diabetic rats
treated with the extract (0.2 g/mL) and (1V) diabetic rats without treatment, for the
cicatrization tests. And, (I) rats treated with water; (II) rats treated with 100, 200 and
400 mg/KG, for the toxicity tests. It was performed histological, morphometric,
histochemical and immunohistochemical tests for the cicatrization study, and
histopathological, histochemical, biochemical and morphometric tests for the toxicity
study. It was observed statistically significant keratinization in the animal groups I, Il
and Il only. In the animals treated with the extract it was found the presence of
numerous macrophages and giant cells. In the lesions of diabetic animals without
treatment the concentration of collagen was smaller, and the rate of healing was higher
by the 14 th day for the animals treated with the extract when compared to the other
animals. The serum levels of enzymes Alanine ALT, AST, urea, creatinine and albumin
were elevated in the animals treated with 400 mg/Kg. In the liver of the animals treated
with 400 mg/Kg we evidenced a congestion of the portal vein, centrilobular and
sinusoid capillaries. In the kidneys, with the same treatment, we observed the presence
of areas with proliferative glomerulonephritis. The liver morphometry revealed a
significant reduction of the lobular parenchyma and increase of the non lobular
parenchyma in the animals treated with 400 mg/Kg as well as a significant glomerulus
increase in diameter and volume , besides the diameter and volume of the Bowman
capsules in the kidneys of animals treated with the same dosage. In the biochemical
evaluation for glycogen there was a significant reduction in the liver of animals treated
with 400 mg/Kg in relation to the others, which represents greater disadvantage with the
use of such dosage, fact which does not occur in significant number for the other
dosages, allowing therefore the recommendation of the crude extract of P. guajava as a
promising phytotherapic asset.

Keywords: Psidium guajava, guava, cicatrization, diabetes, rats.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A pele é um 6rgdo que compreende diversos tipos celulares, caracterizada por
diferentes tecidos com composi¢do complexa e estrutura propria. E o maior érgdo do
corpo humano com érea aproximada de 1,5 a 2 m? que reveste o organismo em sua
totalidade, promovendo funcdo de defesa e adaptando-se as variacbes do meio
ambiente. Além de defesa exerce fungdes essenciais a vida, dentre elas,
termorregulacdo, vigilancia imunolégica, sensibilidade e protecdo contra agressdes
exogenas (fisicas, quimicas ou bioldgicas) e contra a perda de agua e de proteinas para o
meio externo (CESTARI, 2012).

O mecanismo fundamental da pele ¢ a manutencdo constante do equilibrio ou
homeostasia, com propriedades biomecanicas e intrinsecas, que garantem sua
integridade como o0s mecanismos de cicatrizacgdo (MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009; HUSSAIN et al., 2013).

H& muitos fatores que podem afetar a cicatrizacdo, que interferem em uma ou
mais fases deste processo, causando, assim, uma reparagdo inadequada do tecido
(LEAL; CARVALHO, 2014). Em individuos saudaveis o reparo tecidual € um processo
complexo de eventos celulares e bioquimicos, gradativo e sistémico caracterizado em
cinco etapas fundamentais: inflamagéo, reepitelizacéo, angiogénese, formacéo de tecido
de granulacdo e deposicdo de matriz intersticial (TAGLIARI et al.,, 2019). Em
individuos portadores de patologias como o diabetes mellitus (DM) o processo
cicatricial € prejudicado. Em feridas diabéticas se verifica a disfuncéo das células T, a
diminuicdo na quimiotaxia, fagocitose leucocitaria diminuida, a disfuncdo dos
fibroblastos e das células epidérmicas. Estes defeitos sdo responsaveis pela inadequada
remocao bacteriana e reparacdo demorada ou deficiente das feridas em pessoas com
diabetes (LEAL; CARVALHO, 2014).

A patologia apresenta repercussdes sistémicas em longo prazo e as suas
complicacbes podem ser classificadas em agudas e cronicas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013). Em relagfo as complicagbes cronicas, destaca-se o aparecimento de
nefropatias, retinopatias, neuropatias e vasculopatias, sendo as duas Ultimas as
principais responsaveis pelo aparecimento de feridas em membros inferiores e nos pés
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). As Ulceras venosas cronicas sao
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as mais frequentes e mais de 70% delas ndo cicatrizam mesmo com terapia tépica
adequada e terapia compressiva, levando ao seu reaparecimento (STONE et al., 2017).

Em virtude do aumento das doengas crénicas, como a DM, que contribuem para
elevar a prevaléncia de feridas de dificil cicatrizacdo, € imprescindivel o melhoramento
dos protocolos de tratamento das lesGes cutaneas com disturbios patoldgicos como o
diabetes. Nesse sentido, uma alternativa é o uso de plantas medicinais, com importancia
para a saude dos seres vivos, pois, elas sdo a base da maioria dos tratamentos
ministrados ao redor do mundo (SILVA et al., 2015).

Vaérios estudos demostraram o potencial bioldgico de Psidium guajava como
recurso alternativo em pesquisas de atividade antimicrobiana, antioxidante,
antineoplasico, anti-helmintico e efeito cicatrizante (ANURAG et al., 2010;
ANDRADE et al., 2019; GUPTA et al., 2019, PIZA et al., 2019; ZHU et al., 2019).
Essa Gltima atividade é frequentemente atribuida a presenca de compostos fenolicos
como o grupo dos taninos e flavondides (FERNANDES et al., 2010).

P. guajava € uma planta da familia das Myrtaceae e conhecida popularmente por
goiabeira (VASQUEZ et a., 2019). Os compostos fendlicos, presentes no vegetal, s&o
produtos arométicos do seu metabolismo secundério e devido a sua funcionalidade
sobre a saude humana, o interesse por alimentos de origem vegetal, fontes destes
compostos, tem crescido anualmente.

Ainda assim, a errdnea ideia de que os fitoterapicos, por serem de origem
natural, estdo isentos de efeitos toxicos ou adversos, e que o uso medicinal tradicional
valida a eficiéncia destes medicamentos, é que se faz necessario a investigacao
toxicoldgica dessas formulacdes (CUNHA et al., 2009).

O figado é um oOrgdo importante, que cumpre diversas funcdes, dentre elas
detoxificacdo sanguinea ap0Os exposicdo a certos agentes farmacoldgicos. Varios
métodos sdo utilizados para apontar danos neste 6érgdo, a deteccdo dos niveis das
aminotransferase aspartato (AST) e aminotransferase alanina (ALT), enzimas
localizadas nos hepatdcitos, e que sdo liberadas no sangue quando ha o rompimento da
membrana das células hepaticas indicam danos hepaticos (UBOH et al., 2010; ROSA et
al., 2019).

Os rins tambem sdo essenciais nos mecanismos de detoxificagdo mantendo a
homeostase do organismo. Estd propenso a lesbes devido as doengas cronicas e
exposicao a drogas, toxicos ambientais e outros xenobioticos como os extratos vegetais.

O provavel mecanismo para essa lesdo esta associado a indugdo do estresse oxidativo,
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devido ao aumento das espécies reativas de oxigénio em dosagens altas (BRUNIERA et
al., 2014; UDEMEZUE et al., 2014)

Em virtude dos aspectos relacionados ao potencial fitoterapico de P. guajava e a

preocupacdo, decorrente dos fatores de risco, causados pela ineficiente cicatrizacdo de

lesBes crbnicas é que se buscou descrever a a¢do cicatrizante do extrato aquoso de P.

guajava em ratos diabéticos e ndo diabéticos para avaliar a toxicidade hepética e renal.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade cicatrizante do extrato aquoso das folhas de P. guajava em

lesbes cutaneas de ratos diabéticos e a toxicidade hepatica e renal em ratos nao

diabéticos.

2.2 Especificos

Obter o extrato aquoso das folhas de P. guajava;

Analisar histologica, morfométrica, histoquimica e
imunohistoquimicamente o processo de cicatrizacdo em ratos diabéticos;
Avaliar os efeitos do extrato sobre a morfometria e histopatologia nos rins e
figado de ratos ndo diabéticos;

Analisar os niveis sericos de creatinina, uréia, albumina e das transaminases
ALT e AST de ratos ndo diabéticos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas de Psidium guajava L.

A espécie Psidium guajava é provavelmente uma planta que teve sua origem

entre 0 México e o Peru e que se propagou por toda a América do Sul, Europa, Asia e
Africa (UDEMEZUE et al., 2014). Pertence a familia das Myrtaceae com mais de 130

géneros e 3.600 espécies, distribuidas nos tropicos e subtropicos, principalmente nas
Américas, Asia e Australia (HAIDA et al., 2011).
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O género Psidium consiste em aproximadamente 150 espécies sendo P. guajava
a mais conhecida e distribuida em todo 0 mundo (SOUZA et al., 2015; Barbosa, 2016).
A goiabeira € um arbusto ou arvore esgalhada, podendo atingir 8 m de altura, com casca
fina, lisa e irregular. As folhas s@o opostas, pecioladas, a lamina é ovalada com nervuras
pinadas e proeminentes, com 5 a 15 cm de comprimento. As flores sdo vistosas com
pétalas esbranquigadas de até 2 cm de comprimento e estames numerosos. O fruto é
uma baga, que consiste de casca, polpa carnuda e sementes pequenas, brancas e duras
distribuidas desuniformemente na regido central da polpa (Figura 1). Comumente possui
5 centimetros de diametro e de 4 a 12 centimetros de comprimento, sendo o seu formato
redondo ou oval. O fruto apresenta aroma peculiar semelhante a casca de lim&o, porém
menos acentuado. A polpa com sabor de doce a azedo apresenta coloracdo de quase
branca a rosa escuro/vermelha, ja a casca apresenta sabor de amargo a doce e textura
aspera (POMMER; MURAKAMI, 2009; ARSHIYA, 2013).

Figura 1. Planta Psidium guajava (A), floracdo (B), fruto variedade Paluma (C).

Fonte: Plants of Theworl. Disponivel em: http://plantsoftheworldonline.org/.

O conhecimento das caracteristicas nutricionais da goiaba ainda é limitado. A
goiaba é uma fruta rica em vitaminas como acido ascorbico (teor no minimo quatro ou
cinco vezes superior ao da laranja), vitamina A, E, do complexo B (acido pantoténico e
niacina), além de ser fonte de minerais como calcio, fésforo, e ferro, selénio, cobre e
magnésio, e fibras (ROBERTO, 2012).
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3.1.1 Potencial econdémico

A goiabeira apresenta excelentes condi¢cdes para exploragdo em escala
comercial, em funcdo de seus frutos atingirem bons precos no mercado e serem muito
apreciados pelas suas caracteristicas tanto para o0 consumo de mesa como para a
fabricacdo de produtos industrializados (OLIVEIRA et al., 2012). A produtividade
mundial da goiaba alcangca em torno de 500 mil toneladas por ano, com grande
distribuicdo e importancia no comercio internacional e na economia interna de mais de
50 paises das areas tropicais e subtropicais, sendo produzida, principalmente, em paises
da América Latina destacando-se o Brasil, a Colémbia, o México e a Venezuela
(MELO, 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

No Brasil, a goiaba se destaca dentre as frutas tropicais, sendo uma das mais
cultivadas, colocando o pais na terceira posicdo de maior produtor mundial no ano de
2015, atras apenas da India e China (NASCIMENTO; ARAUJO, 2010; SEBRAE,
2015). O volume de producdo de goiaba no Brasil € de cerca de 316 mil toneladas,
plantada em uma area de aproximadamente 15 mil ha (RAMOS et al., 2011). E devido
as condicgdes climaticas e do solo brasileiro serem favoraveis ao cultivo da goiabeira,
além do otimo valor nutricional, a tendéncia de melhorar o desenvolvimento da
producdo agricola e, consequentemente, aumentar a producdo da fruta, leva a expansdo
da atividade industrial e aumento do potencial de exportacdo (SANTOS, 2011).

Sua importancia se deve mais a fatores como bom valor nutricional, boa
aceitacdo da fruta in natura, diversidade na aplicacdo em produtos alimenticios (suco,
néctar, polpa, compota, desidratados, xarope e sorvete) e excelente adaptagdo em climas
adversos (ARSHIYA, 2013).

Dentre as cultivares mais plantadas, a variedade Paluma, de coloracdo vermelha
na polpa, apresenta caracteristicas excepcionais para o processamento industrial e o
consumo in natura, além de ser muito produtiva e vigorosa. Por isso, nos ultimos anos
tém apresentado um aumento nas areas destinadas ao plantio, onde a maioria dos frutos
produzidos sdo voltados a industrializagdo. Além disso, houve um aumento no interesse
por frutas tropicais e seus sucos pelos paises europeus e pelos Estados Unidos, o que

impulsionou o comércio da goiaba (OLIVEIRA et al., 2012).

3.1.2 Uso terapéutico
Desde o século passado, os produtos naturais tém sido a maior fonte de

diversidade quimica para o desenvolvimento de produtos na industria farmacéutica.
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Historicamente, estas empresas utilizavam extratos de plantas para produzir
formulacBes farmacéuticas, porém com o0s avangos decorrentes da descoberta dos
antibioticos, em meados do século XX, estas formulacdes passaram a ser compostas de
substancias mais purificadas (FIRN; JONES, 2003).

O uso medicinal das plantas continua a desempenhar um importante papel no
sistema de satde, em todo o mundo, com o apoio de programas oficiais, e seu uso em
diferentes culturas ja foi extensivamente documentado para o tratamento de doencas
comuns. H& um grande numero de espécies vegetais nativas que sdo consideradas
terapéuticas, porém muitas ndo possuem avaliacdo cientifica (PEREIRA et al., 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da popula¢do mundial
buscam nas plantas fins terapéuticos, seja por motivo de pobreza ou precariedade no
sistema de salde (CARVALHO et al., 2014) e cerca de 85% da medicina tradicional
envolve o uso de extratos de plantas (AZEVEDO; SILVA, 2006). Desde 1977, a OMS
incentiva o estudo de plantas medicinais, a fim de avaliar os beneficios da utilizagdo de
medicamentos fitoterapicos e de conhecer os riscos de seu uso indevido (YUNES;
CALIXTO, 2001).

Segundo alguns autores as folhas, cascas, flores e sementes da goiabeira estéo
associadas a diversas aplicagdes medicinais como hipertensdo, diabetes, anti-
inflamatdrio, anticancerigeno (BARBALHO et al., 2012), antibacteriano, analgésico
(LOZOYA et al., 2002), ulcera, distlrbios gastrointestinais (GUTIERREZ, et al., 2008),
tosse, hemorragias, antioxidante (MELO, 2010), tratamentos gastrointestinais,
antialérgica, anticarcinogénico (BARBALHO et al., 2012 ), cicatrizante
(FERNANDES et al., 2010; OKOMOTO, 2010) entre outras. A tabela 1 detalha o uso
medicinal de diferentes partes de P. guajava.

Anas et al., (2008) e Milyani et al., (2012), relataram propriedades
antibacterianas de extratos aquosos e organicos de folhas de goiabeira, pelo efeito
inibitério do crescimento de isolados clinicos de cepas resistentes (Staphylococcus
aureus) a antibioticos. Nair e Chanda (2007) e Nisha et al., (2011), também avaliaram a
inibicdo de crescimento de microrganismo (bactérias gram-positivas, gram-negativas e
fungos) pelo extrato aquoso das folhas de P. guajava e mostraram o0 seu potencial
antimicrobiano. A mesma atividade foi comprovada por Bezerra et al., (2016) que
avaliaram o efeito das folhas de goiabeira em diferentes cepas bacterianas, concluindo
que a acdo sinérgica entre o extrato das folhas e varios antibioticos aumentaram sua

atividade antibacteriana.
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Metwally et al., (2010), associaram a atividade antimicrobiana contra algumas

bactérias e fungos com cinco flavonoides isolados das folhas de P. guajava. Este efeito

também estava relacionado a concentracao de taninos nas folhas (MAILOA et al., 2014)

e ao teor de 4cido galico e catequina (ARAUJO et al., 2014). Essa atividade, contra

patdgenos bacterianos e fungicos, também foi atribuida ao &cido betulinico e ao lupeol
(GHOSH et al., 2010).

Tabela 1. Uso medicinal de diferentes partes de Psidium guajava (goiabeira). Fonte:

SILVA, 2015.

Tipo de Adciio Referincias
risidun
Tratamentos  respiratarios,  hipertensdo,  Barbalho etal., 2012
obesidade, diabete, anticspasmodico, anti-
inflamatorio, sedative  para & tosse,
anticancerigenas
Faollias Antibactenal, analgésico, Lowova et al., 2002
Tratamento de aftas Mailow et al., 2003
Tratamento de gastroentente e disenteria Lozoya et al, 2002; Gutserrez Mitchell,
Solis, 200%; Barbalho et al., 2012
Tratamento para diarreias Lowoya et al., 2002; Guttérres Mitchell,
Solis, 2008; Barbalhe ot al, 2002;
Kumar, 2012; Mailoa etal., 2003
Tratamento de dor reumatics, Oleers e dor  Guiierres, Mitchell, Solis, 2008;
de dente Kumar, 2012
Trataments malana, inflamagics nos nns,
dores  menstruais,  tosses,  alergias,
hemorragia uterina
Atvidade antioxidante Melo, 2010
Tratamento  de  leveorréia, de  cdlern  Okamoto, 2010
asiatica ¢ de dlcerns externas;
Atvidade antifimgica Gutierrex Mitchell,  Solis, 200¥;
Richard, Joshua, Philips, 2003
Atividade antibacteriana Rahim et al, 2000, Richard, Joshua,
Philips, 2013
Trataments  de  dirréia,  distirbios Guiorérres,  Muachell,  Sohis,  200%;
Cascas gastrointestinans Okamoto, 2010; Barbalho ot al., 2002;
Richard, Joshua, Philips, 2003
Dores de dente, resfmiados ¢ inchago Richurd, Joshua, Philips, 2013
Problemas  respiatorios,  hipertenséo,  Barbalho et al., 2002
obesidade, diabete, antiespasmodico, anti-
inflamatorio,  sedative  para & tosse,
anticancerigenas Kumar, 2012
Cicatrizagio de feridas
Atividade antioxidante Hassimotto, Genovese, Lajolo, 2005;
Melo et al, 2008; Mascimento, Aratjo,
Melo, 2000
Tratamentos gastrointestinais, antalérgica, Barbalho etal., 2012
anticarcinogenicn, antighcémico
Sementes Antimicrobiana Pelegnni et al., 2008; Castro-Vargas ot

Atividade antioxidante

al., 2010; Barbalho et al., 2012
Guo ot al., 2003; Castro-Vargas ot al.,
2000 Melo, 2010
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Kawakami et al., (2009), avaliaram a atividade antiproliferativa do extrato de
folnha de goiaba em coOlon humano da linha celular de adenocarcinoma
(COLO320DMA). Esses autores descobriram que o0 extrato depreciava a taxa de
proliferacdo de células cancerigenas devido a presenca de quercetina e glicosideos.

O extrato aquoso de folhas de goiabeira em brotamento apresentou efeito
antitumoral contra células epiteliais da prostata humana (PZ-HPV-7) e carcinoma (DU-
145), tendo em vista o coeficientes da taxa de morte celular, bem como atividades anti-
angiogénese e anti-migracao, respectivamente (CHEN et al., 2009; PENG et al., 2011)

Mais recentemente, diferentes extratos de P. guajava foram testados em trés
linhas celulares de cancer (cancer cervical — HelLa, cancer de mama — MDA-MB-231), e
osteossarcoma (MG-63). Os extratos ndo mostraram atividade antiproliferativa contra as
células HeLa, porém, exibiram atividade contra MDA-MB-231 e MG-63 (SUL AIN et
al., 2012).

O fruto de P. guajava da variedade Paluma é fonte de licopeno, um elemento
predominante no plasma e nos tecidos humanos, sendo encontrado em um numero
limitado de alimentos de cor vermelha como tomate, melancia, mamao e pitanga. E um
dos mais potentes antioxidantes, sendo sugerido na prevencdo de canceres e da
formacéo de placas de gorduras nos vasos sanguineos (KIMIYO et al., 2015).

Além das propriedades ja mencionadas, o0 extrato aquoso desse vegetal também
apresentou atividade hipoglicémica em diversas pesquisas (FRODE; MEDEIROS,
2008; IHA et al., 2008; DEGUCHI, 2010). Outras pesquisas relataram também o efeito
de diferentes extratos na cicatrizacdo. Okamoto (2010), realizou um estudo com um
extrato glicélico de P. guajava para atividades antimicrobianas e cicatrizante de feridas
cutaneas em ratos e conseguiu observar, em analise histoldgica das lesdes, diferencas
qualitativas, evidencias de fibroplasia e proliferacdo vascular nos grupos tratados com o
extrato, o que ndo foi observado nos grupos controle. Fernandes et al., (2010),
investigou o efeito cicatrizante in vivo pela avaliacdo clinica e histolégica de lesdes
traumaticas na mucosa oral de ratos tratados com o extrato da planta e descobriu que o

extrato de goiaba causou cicatrizacdo acelerada a partir do terceiro dia de tratamento.

3.1.3 Compostos fitoquimicos
Conhecida por apresentar grande gquantidade de vitamina C (acido ascérbico), a
goiaba vermelha possui niveis dessa vitamina de 6 a 7 vezes superiores aos das frutas

citricas (ABREU et al., 2012), possui quantidades razoaveis de vitaminas A e do
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complexo B, além de sais minerais, como caélcio, fosforo e ferro (SILVA et al., 2010).
Possui ainda na sua constituicdo fitoquimicos como taninos, flavonoides, Oleos
essenciais, alcoois sesquiterpenoides e acidos triterpenoides (CHENG; SHEN; WU,
2009; IHA et al., 2008). As sementes sdo ricas em fibras, principalmente celulose e
lignina (SANTQOS, 2011).

Silva et al., (2013) determinaram os principais metabolitos secundarios presentes
nas folhas de goiabeira e verificaram, na andlise fitoquimica preliminar, a presenca de
trés classes de metabolitos secundarios, das cinco analisadas, sendo elas: taninos
condensados, saponinas e flavonoides correspondendo aos relatos da literatura.

De acordo com Carvalho et al., (2002), as folhas de goiabeira (Psidium guajava
L.), apresentam taninos, Oleos essenciais, triterpendides e [-sitosterol em sua
constituicdo. Segundo Bermuldez-Vasquez et al., (2019), na composicdo de Oleos
essenciais (soma relativa das areas, g/100 g), em amostras de folhas de goiabeira,
coletadas nas cidades de San José e Escazu (Costa Rica), foi de 3,06 para limoneno,
3,37 para eucaliptol, 10,74 para cariofileno, 36,15 para a-selineno, 8,3 para oxido de
cariofileno, 3,77 para neointermediol, 2,23 para a-cardinol, 30,56 para 2,4-di-tert-
butilfenol na cidade de San José e de, 3,22 para limoneno, 1,17 para eucaliptol, 18,62
para cariofileno, 30,67 para o-selineno, 20,84 para 1-nonadeceno, 2,66 para
neointermediol, 7,53 para 2,4-di-tert-butilfenol, 4,89 para cariofila-4(12),8(13)-dien-5a-
ol e 2,46 para 1-octadecanol na cidade de Escazu.

Manosroi et al., (2006), em avaliacdo para atividade antiproliferativa em células
KB (cancer epidermal de boca) e em P388 (leucemia murina), sugeriram que 0S
principais 6leos flavonoides, obtidos a partir das folhas de goiabeira eram a miricetina e
apigenina. Os flavonoides representam o maior grupo dos compostos fendlicos de
plantas, estando presentes, principalmente, nas frutas, folhas, sementes e em outras
partes da planta (ROCKENBACH et al., 2008; NASCIMENTO, 2010). Oriundos da
juncdo de derivados sintetizados a partir da fenilalanina e acido acético (HUBER;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008), os flavonoides sdo constituidos por 15 atomos de
carbono arranjados em uma configuragdo C6-C3-C6 (Figura 2), resultando em uma
estrutura de baixo peso molecular (ROCKENBACH et al., 2008).

Na variedade de goiabeira com fruto branco sdo encontrados comumente 12
ug.gl de parte comestivel de quercetina e 10 pg.g na vermelha. Esses compostos

pertencem a classe de flavondides em que se analise normalmente os subgrupos
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miricetina, quercetina e kaempferol e as flavonas apigenina e luteolina (HUBER;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Figura 2. Estrutura basica dos flavonoides. Fonte: OLIVEIRA et al., 2006.

Presentes na forma de glicosideos ou agliconas, a estrutura quimica dos
flavonoides consiste em dois anéis aromaticos (anel A e B), unidos por trés carbonos
que formam um anel heterociclico (anel C). Formam uma pirona como nos flavonais,
flavonas, isoflavonas e flavanonas, que possuem um grupo carbonila na posicdo C-4 do
anel C, compreendendo as principais classes dos flavonoides como mostrado na Figura
3. O anel aromético A é oriundo do ciclo acetato/malonato, ja o anel B é oriundo da
fenilalanina por meio da via metabdlica do shikimato (ANGELO; JORGE, 2007
PRADO, 2009; ROCKENBACH et al., 2008).

Figura 3. Estrutura quimica basica dos flavonoides em A e estrutura quimica basica dos
flavonoides com grupo carbonila no C-4 em B. Fonte: HUBER; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008.

Pesquisas ja comprovaram a eficiéncia de tanino contido nas folhas de P.
guajava com atividade antibacteriana (MAILOA et al., 2013). Os taninos sao polimeros

fenolicos sollveis em agua e solventes organicos amplamente distribuidos no reino
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vegetal, podendo ser encontrado de forma variada (teor e tipo) nas raizes, no lenho, na
casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva das plantas (BATTESTIN et al.,
2008).

De peso molecular relativamente alto séo classificados em taninos hidrolisaveis
e taninos condensados de acordo com a estrutura quimica que apresentam (ANGELO;
JORGE, 2007). Os taninos hidrolisveis (Figura 4), sdao formados por eésteres
complexos, consistindo em uma cadeia de carboidrato central, normalmente a D-
glicose, na qual duas ou mais hidroxilas séo esterificadas com acido galico ou acido
hexa-hidroxidifénico (CASTEJON, 2011; OLIVEIRA; BERCHIELLI, 2007). Ja os
taninos condensados, mostrado na figura 5, sdo mais comuns na dieta humana do que 0s
taninos hidrolisaveis, em concentracdes relativamente importantes em alguns frutos
(CASTEJON, 2011). Estdo amplamente distribuidos nas folhas, flores, frutos e raizes de
plantas de grande porte e sdo oriundos da polimerizagéo de flavonoides como flavan-3-
ol (catequina) e flavan-3,4-diol (leucoantocianinas) e por conferir um conjunto de
nuances rosa, vermelha, violeta e azul as plantas (BATTESTIN et al., 2008) como as

antocianidinas também recebe 0 nome de proantocianidinas (MARTINS, 2012).

(Lm,n=0,1,2 ou 3)

Figura 4. Estrutura quimica de um tanino hidrossoltvel. Fonte: BATTESTIN et
al, 2008.

Os taninos condensados estdo envolvidos no fornecimento de adstringéncia de
frutas, sucos e vinhos (BATTESTIN et al., 2008). A sensacdo de adstringéncia
aparentemente € resultante da interacdo entre os constituintes de tanino e proteinas da
saliva e/ou o tecido da mucosa da boca (AMAROWICZ, 2007).
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Figura 5. Estrutura de um tanino condensado. Fonte: MARTINS, 2012,

3.2 Estrutura e organizacgao da pele humana

3.2.1 Sistema tegumentar

Por definicdo, a pele é 6rgdo integrante do sistema tegumentar junto com
estruturas anexas como cabelos e pelos, unhas, glandulas sudoriparas e sebaceas. E o
maior 6rgao do corpo humano representando de 10 a 16% de seu peso corporal com
aproximadamente 2 m? de extensio e ocupa lugar de destaque na interacdo dos
individuos com o meio ambiente fisico. Reveste e delimita o organismo desempenhando
funcdes de defesa contra agressdes quimicas, fisicas e bioldgicas. A pele tem como
funcdo vital a conservacdo da homeostasia, desempenhando funcdes sensoriais. E
composta de duas camadas (Figura 6): a epiderme, mais externa, constituida por um
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado e, uma camada interna de tecido
conjuntivo, a derme, onde s&o encontrados vasos e nervos (FIRMINO 2010;
GEOVANINI, 2014; ROTTA, 2008; JUNQUEIRA, 2017).

28



Paro sudoriparo

Corpiisculo Glandula
\ de Meissner sebacea

Epiderme — Camada cdrnea (queratinizada)
Terminagdo nervosa livre
Glandula sudoripara

Derme —
Misculo eretor do pélo

Hipaderme —| |
Tecido subcutaneo (adiposo)

Artéria  Veia Faliculo piloso

Figura 6. Desenho esquemético da formacdo anatdmica da pele. Fonte:
CESTARI, 2012.

3.2.2 Epiderme

A epiderme é a camada mais superficial da pele. Tem espessura irregular,
variando conforme a regido do corpo e € constituida por um epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado (EPEQ), com vérias camadas de células achatadas
justapostas e com duas funcdes basicas: o revestimento do corpo como um todo e a
secrecao de substancias, seja pelas prdprias células do epitélio ou por grupos de células
especializadas na formacdo de estruturas como as glandulas (CESTARI, 2012;
JUNQUEIRA, 2017).

O EPEQ que constitui a epiderme é caracterizado por apresentar células que
revestem as superficies, que secretam moléculas e, com pouca matriz extracelular. As
células mais abundantes desse tecido sdo 0s queratindcitos que se aderem firmemente
umas as outras gracas a juncdes intercelulares, o que lhes permite se organizarem em
folhetos de revestimento de superficies, garantindo protecdo, uma de suas fungdes mais
importes, pois, tudo que entra ou deixa 0 corpo deve atravessar um folheto epitelial. O
tecido possui ainda os melandcitos, as células de Langerhans e as de Merkel
(JUNQUEIRA, 2017).

Apresenta cinco camadas distintas: a camada basal (estrato germinativo), a
camada espinhosa, a camada granulosa, o estrato lucido e a camada cornea (Figura 7): o

estrato basal é a camada de células mais interna, em contato com a derme, sendo
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constituida por células de forma clbica que se multiplicam continuamente, dando
origem a todas as outras camadas. As células da camada basal (queratindcitos) séo
cilindricas, com citoplasma basofilo e nicleos grandes, alongados, ovais e
hipercromaticos, em continua divisdo mitdtica. Estdo dispostas lado a lado, e séo ligadas
a derme por finos prolongamentos radiculares, originando a membrana basal; A camada
espinhosa estd acima da camada basal, sendo formada por 5 a 10 camadas de células
poliédricas que véo se tornando achatadas a medida que se aproximam da superficie. As
células espinhosas estdo justapostas e unidas por juncbes intercelulares, os
desmossomas e as tight junctions (aspecto de espinhos). Os desmossomos sao estruturas
complexas que conferem a pele resisténcia a traumas mecénicos. Na camada basal, ha
apenas uma placa de aderéncia ligando a membrana plasmatica das células basais a
membrana basal denominada hemidesmossomos; a camada granulosa € constituida de 1
a 3 camadas de células losangulares, de coloragdo mais escura e estrutura granulosa,
devido aos granulos de queratohialina (precursora da eleidina e da filagrina, € um
importante componente do envelope das células corneificadas). Esta camada é rica em
lipidios e proteinas, além de outros componentes necessarios para a morte programada
das células e a formacédo da barreira superficial impermeavel a agua, como involucrina,
queratolinina, pancornulinas e loricrina; o estrato licido é a zona de células achatadas,
sem nucleo, com aspecto homogéneo e translicido, eosinofilico. Apresenta na sua
constituicdo a eleidina, substancia gelatinosa que impede a entrada e saida de agua e
que, posteriormente, vai originar a queratina. Esse estrato € muito fino, podendo mesmo
ndo existir em algumas areas. Normalmente, esta presente na pele com foliculos pilosos
ausentes, como as palmas das maos e plantar dos pés; o estrato cdrneo € a camada mais
superficial da pele. Sua espessura é varidvel de acordo com a topografia anatdmica,
sendo maior nas palmas das mdos e plantas dos pés. As células dessa camada
correspondem ao estdgio final de diferenciacdo celular. Sdo células eosinofilicas,
anucleadas, e possuem um sistema de filamentos de queratina imerso em uma matriz
continua, circundada por uma membrana celular espessada. Encontram-se achatadas e
empilhadas umas sobre as outras, descamando continuamente. (MARTINI et al., 2009;
BARRETT et al.,, 2013; ANDERSON, 2014; TORTORA; DERRICKSON, 2016;
VANPUTTE et al., 2016).
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Figura 7. Epiderme: camadas ou estratos da epiderme. Fonte: TORTORA,;
NIELSEN, 2012.

3.2.3 Derme

A derme é composta por tecido conjuntivo que apoia a epiderme e une a pele ao
tecido subcutaneo, a hipoderme (Figura 8). Sua superficie externa irregular apresenta
saliéncias, as papilas dérmicas. As papilas aumentam a area de contato da derme com a
epiderme, reforcando a unido entre essas duas camadas. A derme apresenta duas
camadas, uma superficial, a papilar, e outra mais profunda, a reticular. A camada papilar
é constituida por tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas dérmicas. Nesta camada
foram descritas fibras de colageno especiais (fibras de ancoragem) que se inserem na
membrana basal por um lado e penetram profundamente na derme por outro. Com isso
essas fibras contribuem para prender a derme a epiderme, ja a camada reticular € mais
espessa e constituida por tecido conjuntivo denso ndo modulado. As duas camadas da
derme apresentam muitas fibras do sistema elastico conferindo elasticidade a pele. Além
dos vasos sanguineos e linfaticos encontrados na derme também podem ser encontrados

foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (JUNQUEIRA, 2013).
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Figura 8. Composicdo estrutural do tegumento. Fonte: Histology. Disponivel

em: https://br.pinterest.com/utahija/histology/.

3.3 Cicatrizagdo

Todos os animais possuem mecanismos eficazes de reparo de lesdes teciduais
que garantem a o reestabelecimento do epitélio da epiderme e a substituicdo da derme
por nova matriz extracelular. A reparacdo do tecido é compreendida por um processo
dindmico que envolve mediadores solUveis, elementos sanguineos e matriz extracelular.
A capacidade de reparo dos tecidos lesados nos seres vivos € impressionante e tem
inicio apds sofrer um trauma em um processo complexo, gradativo e sistémico que pode
durar até dois anos envolvendo mecanismos de hemostasia, inflamacdo e reparacdo
GLINARDELLO et al., 2009).

De acordo com alguns autores (CAMPOS et al., 2007; CAMPOS et al., 2008;
WILGUS., 2008; SALGADO et al., 2016), A cicatrizacdo de feridas & processo
altamente dindmico que envolve sequéncia complexa de eventos celulares e
bioquimicos que variam desde uma resposta imediata ao dano celular da pele e sinais
microbianos invasivos até respostas inflamatdrias, angiogénicas e, finalmente,
fibroplasia e formagdo de cicatriz. Os fendmenos acontecem simultaneamente, se

autorregulam e interferem um no outro envolvendo trés fases dinamicas: fase
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inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelamento (CAMPOS et al., 2008;
CASTILHO et al., 2015).

3.3.1 Fase Inflamatoria

A primeira fase da hemostase comeca imediatamente ap6s o ferimento, com a
constricdo vascular e a formacdo do codgulo de fibrina. O codgulo e o tecido
circundante libertam citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento, tais como o
fator de crescimento transformador (TGF)-B, o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de
crescimento da epiderme (EGF). Apés controlo da hemorragia, as células inflamatdrias
migram para o local da ferida (quimiotaxia) e promovem a fase inflamatéria, a qual é
caracterizada pela infiltracdo sequencial de neutrofilos, macréfagos e linfocitos
(GOSAIN; DIPIETRO, 2004; BROUGHTON et al., 2006). A funcéo dos neutrofilos é
critica uma vez que tém a funcdo de eliminar os microbios invasores e 0s restos
celulares na area da ferida, embora estas células também produzam substancias como
proteases e espécies reativas de oxigénio (ROS), que causam algum dano adicional. Os
macréfagos desempenham varios papéis na cicatrizacdo de feridas. Numa fase inicial,
os macréfagos libertam citocinas que promovem a resposta inflamatéria, recrutando e
ativando leucdcitos adicionais. Estes macrofagos sdo designados por pro-inflamatorios,
ou M1, e sdo responsaveis por induzir e limpar as células em apoptose (incluindo
neutrdfilos), abrindo assim o caminho para a resolucéo da inflamacdo. Numa fase mais
adiantada da cicatrizacdo das feridas, os macr6fagos passam por uma transi¢do
fenotipica a um estado reparador que estimula os queratindcitos, os fibroblastos e a
angiogénese para promover a regeneracdo do tecido. Estes macrofagos sdo designados
de reparadores, ou M2, e promovem a transicdo para a fase proliferativa da cura da
ferida (PLOEGER et al., 2013; LEAL; CARVALHO, 2014).

Os linfécitos T migram para o local das feridas com as células inflamatdrias e
macrofagos, e essa migracdo é maxima durante a fase final proliferativa ou fase inicial
de remodelacdo. Vérios estudos sugerem que a infiltracdo tardia de células T,
juntamente com a diminuicdo da concentracdo de células T no local da ferida, se associa
a uma deficiente cura da ferida. Outros estudos descrevem que as células T CD4+
(células T-auxiliares) ttm um papel positivo na cicatrizacdo de feridas e as células
CD8+ (células T-citotdxicas) desempenham um papel inibitorio na cicatrizacdo de
feridas (PARK; BARBUL, 2004; LEAL; CARVALHO, 2014).
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Curiosamente, estudos feitos em murganhos deficientes em ambas células T e
células B, demonstraram que a formacgdo da cicatriz estd diminuida na auséncia de
linfécitos (GAWRONSKA-KOZAK et al., 2006). Alem disso, as células dendriticas da
pele regulam muitos aspetos da cicatrizacdo de feridas, incluindo a manutencdo da
integridade do tecido, a protecdo contra agentes patogénicos, e a regulacdo da
inflamacdo. Estas células sdo ativadas por queratindcitos em stress ou danificados e
produzem o fator de crescimento de fibroblastos 7 (FGF-7), o fator de crescimento dos
queratinécitos (KGF), e o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), para
suportar a proliferacdo dos queratindcitos e a sobrevivéncia das células. As células
dendriticas também geram quimiocinas e citocinas que contribuem para a iniciacdo e
regulacdo da resposta inflamatoria durante a cicatrizacdo de feridas. Esta comunicacao
entre as células dendriticas e os queratindcitos é essencial para a manutencdo de uma
pele normal e para a cicatrizagdo de feridas. Em murganhos com deficiéncia nas celulas
dendriticas verificou-se um atraso no fecho da ferida e uma diminuigdo na proliferacéo
de queratindcitos no sitio da ferida JAMESON; HAVRAN, 2007; MILLS et al., 2008).

3.3.2 Fase Proliferativa

A fase proliferativa normalmente segue e sobrepBe-se parcialmente a fase
inflamatdria, sendo caracterizada pela proliferacdo e migracdo epitelial sobre a matriz
provisoria no interior da ferida (re-epitelizacdo). Na reparacdo da derme, os tipos de
células mais proeminentes séo os fibroblastos e as células endoteliais. Estas células sdo
responsaveis pelo suporte da proliferacdo dos capilares, pela formacdo de colageno e
pela formacdo de tecido de granulacdo, no local da lesdo. Dentro do leito da ferida os
fibroblastos produzem colageno, bem como os glicosaminoglicanos e proteoglicanos
que sdo os principais componentes da matriz extracelular (ECM) (GOSAIN;
DIPIETRO, 2004; LEAL; CARVALHO, 2014).

3.3.3 Fase de Remodelamento

A Ultima fase do processo de cicatrizagdo (remodelamento) tem inicio com a
ferida preenchida por tecido de granulagdo, novos vasos e com presenca de fibras
colagenas (MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO et al., 2005). Ainda nesta fase, o
tecido continua a ser enrijecido por mais fibras colagenas obtendo aparéncia de cicatriz
(BALBINO et al.,, 2005). A ultima fase compreende a remodelacdo da matriz

extracelular e a maturacdo do novo tecido nas bordas das grandes feridas. Enquanto o
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tecido de granulagéo invade o espago mais central, a matriz extracelular das bordas se
diferencia, qualitativa e quantitativamente, daquela situada no centro (CARNEIRO;
RAMOS-E-SILVA, 2007). O colageno é responsavel pela resisténcia e integridade do
tecido e dos novos vasos dependendo do tipo e quantidade das fibras formadas. Estas
fibras sdo classificadas colageno do tipo | e 11l de acordo com o grau de maturagéo,
sendo a sua quantificacdo essencial para se comparar a reparacao tecidual. O coladgeno
tipo | € considerado a fibra madura e o colageno Il a fibra jovem (CUTTLE et al.,
2005). A quantidade de colageno produzida e a forma como as fibras estdo organizadas
determina a resisténcia do novo tecido formado (BALBINO et al., 2005). Os anexos da
pele como foliculo piloso e glandulas reaparecem no final desta fase.

Em casos particulares de feridas cutaneas ocorre dificuldade em sua cicatrizacao,
devido a estados patoldgicos associados como a diabetes, perturbagdes-imune, isquemia
e estase venosa e, em ferimentos, tais como queimadura. O diabetes prejudica
numerosos componentes de cicatrizagdo de feridas, incluindo a hemostasia, a fase
inflamatdria, a deposicdo matriz e a angiogénese. Estas deficiéncias estdo presentes em
uma ampla variedade de tecidos, incluindo os da pele (CANDIDO, 2001).

Em pacientes diabéticos o processo de cicatrizacdo € lento e precério. Grande
parte das complicacdes esta relacionada a problemas nos vasos sanguineos que, além de
conterem a glicose, levam nutrientes e recolhem toxinas dos tecidos corporais. Esses
vasos podem ser danificados pela alta glicemia, o que causa danos nos 6rgaos que
irrigam e prejudicam o processo de reparo e cicatrizacdo. Além disso, ocorre menor
sintese de colageno e lesdo no tecido conjuntivo (MENDONCA; NETTO., 2009).

Os elevados custos dos tratamentos de alteracdes relacionadas a deficiéncia
cicatricial aumentam a importancia das pesquisas em busca de medicamentos capazes
de interagir com o tecido lesado, tendo por objetivo acelerar o processo. O retardo de
cicatrizacdo, como ocorre no caso de Ulceras de pés diabéticos, constitui grave problema
mundial, tanto financeiro quanto social (MENDONCA; NETTO, 2009). As feridas
nesses pacientes sao lesbes de dificil tratamento e os métodos atuais incluem o uso de
antibidticos, enxertos de tecidos e enzimas proteoliticas, com grandes desvantagens e
efeitos colaterais indesejados (MONTES et al., 2009; MENDONGCA; NETTO, 2009).

3.4 Diabetes Mellitus
O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um distarbio crénico nao transmissivel,

com altas taxas de prevaléncia, em razéo de fatores como o aumento maior urbanizacao,
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do progressivo predominio de obesidade e sedentarismo. Calcula-se que em 2035 a
populacdo mundial com DM atingird 471 milhdes de pessoas (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). No Brasil, também se observa um aumento do
numero de pessoas diagnosticadas com DM, devendo alcancar mais de 14,3 milhdes de
pessoas no mesmo periodo (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017;
BRITO et al., 2016).

O Diabetes Mellitus do tipo 1 (DM1) é considerado uma doencga endocrina
autoimune o6rgado-especifica que resulta da destruicdo seletiva das ceélulas beta das
ilhotas pancreéticas, produtoras de insulina, pela infiltracdo progressiva de células
inflamatorias, particularmente por linfocitos T autorreativos (SOUZA, 2016).

A doenca apresenta patogenia complexa gque envolve a participacdo de varios
fatores, dentre eles a susceptibilidade imunogenética associado aos genes de
histocompatibilidade (HLA), eventos ambientais (infecgdes) e resposta autoimune
contra antigenos proprios pancreaticos, presenca de linfocitos autorreativos e/ou
autoanticorpos, provocando a destrui¢do das células  pancreaticas, desencadeando as
anormalidades metabdlicas tipicas dessa doenca (VAN BELLE; COPPIETERS; VON
HERRATH, 2011; COPPIETERS et al., 2012).

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é caracterizado pela deterioracdo da funcéo de
células beta-pancreaticas, resultando a combinacédo da resisténcia a acdo da insulina e da
resposta secretora inadequada de insulina compensatéria. E causada pela interacdo de
fatores genéticos e ambientais. Existem fatores que contribuem para o desenvolvimento
do DM2, tais como hereditariedade, idade maior ou igual a 45 anos, excesso de peso,
sedentarismo, hipertensdo arterial, doenca coronariana HDL baixo ou triglicérides
elevados, uso de medicamentos hiperglicemiantes (corticoides, betablogueadores) e DM
gestacional prévio (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

Os individuos diabéticos exibem uma deficiéncia na cicatrizacdo de feridas
agudas ja descrita na literatura. Além disso, esta populacéo esta propensa a desenvolver
Ulceras crénicas do pé diabético (DFUSs), que sdo estimadas ocorrer em 15% das pessoas
com diabetes. As DFUs sdo uma complicagéo grave da diabetes, e respondem por 84%
das amputacdes em diabéticos (BREM; TOMIC-CANIC, 2007; CAIAFA et al., 2011).

A cicatrizagdo comprometida em DFUs e em feridas cutaneas agudas diabéticos
envolve diversos mecanismos fisiopatoldgicos complexos. Pesquisas tém demonstrado
que, no soro de pacientes com diabetes tipo 2, muitas substancias pré-inflamatorias

como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 1
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(IL-1) estdo elevadas tendo sido associados com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina (BALBINO et al., 2005; CARVALHO et al., 2006; ALBA-LOUREIRO et al.,
2006; TILG; MOSCHEN, 2008). Nestas feridas os neutréfilos mostram uma reducéo
das atividades quimiotaticas e fagociticas, tornando-as mais propensas a infecdo
(CARVALHO, 2014). Também se verifica a disfuncdo das células T, a diminui¢do na
quimiotaxia, fagocitose e capacidade bactericida dos leucécitos, a disfuncdo dos
fibroblastos e das células epidérmicas. Estes defeitos sdo responsaveis pela inadequada
remocao bacteriana e reparacdo demorada ou deficiente das feridas (GARY; WOO,
2008.).

3.5 Toxicidade de plantas medicinais

O uso de plantas medicinais como tratamento por curandeiros é uma pratica
comum e, por tratar de material de origem vegetal, 0os pacientes ndo costumam acreditar
em efeitos toxicos que essas podem causar e acabam ndo buscando ajuda especializada
(BRUNING et al., 2012).

De maneira geral, os efeitos produzidos por tratamentos alternativos com
medicamentos de origem vegetal, € semelhante aos observados no uso de medicamentos
convencionais. A interacdo medicamentosa entre 0s compostos quimioterdpicos e
fitoterapicos é mais uma preocupa¢do na salde humana e 0s riscos que as plantas
medicinais podem apresentar representam, por vezes, severos efeitos colaterais
(BRUNING et al., 2012; ZENI et al., 2017).

Alguns fatores podem ser mencionados na observagdo de toxicidade durante o
tratamento com plantas medicinais. Misturas de plantas, periodo do ano em que o
vegetal foi coletado, métodos de extracdo diversos, erros de identificacdo botanica.
Outros como a contaminacao das plantas por microrganismos, micotoxinas, pesticidas,
metais pesados, substancias sintéticas, adulteracdo e a prdpria constituicdo quimica da
planta (STICKEL et al., 2005; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005).

Entre os efeitos colaterais que podem ocorrer devido ao uso de plantas
medicinais sdo relatadas diversas lesbes hepaticas. Algumas plantas tém sido
identificadas como causadoras de hepatite aguda e cronica, colestase, lesdes autoimunes
induzidas pelas plantas, lesdes vasculares, insuficiéncia hepética e cirrose (STICKEL et
al., 2005).

De acordo com Stickel et al. (2005), 21% dos pacientes que procuram clinicas

especializadas no tratamento do figado fizeram uso de preparagdes de plantas. Esse é
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6rgdo desempenha funcdo central na metabolizacdo de substancias sendo o primeiro
alvo das doencas relacionadas a medicamentos. Componentes ingeridos sdo
predominantemente biotransformados no figado por acdo de enzimas metabolizadoras,
incluindo as enzimas do citocromo P450, monooxigenases, glutationas transferases,
entre outras. A inducdo de algumas destas enzimas pode apresentar mecanismos com
uma grande variabilidade individual na susceptibilidade a danos hepéticos (STICKEL et
al., 2005).

Niveis aumentados das enzimas hepatobiliares € um dos marcadores mais
sensiveis da doenca hepética induzida por drogas (TELLI et al., 2016). Dentre as
enzimas hepaticas, 0 aumento das taxas de alanina aminotransferase (ALT) e da
aspartato-aminotransferase (AST) pode resultar de alteracfes reversiveis a irreversiveis
nas membranas hepatocelulares associadas com necrose, colestase, hipoxia,
hipoperfuséo, inflamacéo, acdo de agentes infecciosos e toxinas ou excesso de depdsitos
hepatocitarios de lipideos, cobre ou glicogénio (VASCONCELOS et al., 2007).

As enzimas AST e ALT, com papeis centrais na catalisacdo de varias reacoes,
tanto para sintese como para degradacdo de aminoacidos, estdo amplamente distribuidas
nos tecidos humanos com atividades mais elevadas de AST no tecido cardiaco, figado,
masculo esquelético e mais baixas nos rins, pancreas, baco e eritrécitos. A ALT
apresenta-se em elevados niveis no figado .Alguns disturbios hepatocelulares agudos
sdo observados com o aumento nas taxas de ALT e AST: as taxas de ALT estdo
geralmente aumentadas em relacdo a AST na hepatite tdxica; Na cirrose hepética as
taxas de AST sdo maiores que as de ALT (MOTTA, 2009).

O figado é o principal 6rgdo de producdo da albumina. A albumina é uma
molécula responsavel pelo transporte de medicamentos, nutrientes, e outros
constituintes quimicos no sangue. O aumento drastico desta proteina, ou
hiperalbuminemia, ocorre na desidratacdo. A reducdo das concentracdes plasmaticas,
entretanto, é observada em varias situacGes, como na sindrome nefrotica, pela perda
elevada do constituinte pelos rins e a diminuicdo da capacidade de sintese pelo
organismo (RHOADES; TANNER, 2005).

Para avaliacdo da funcéo renal, a creatinina sérica pode ser utilizada para estimar
o ritmo de filtracdo glomerular. A creatina perde agua espontaneamente, em condigdes
fisioldgicas, para formar a creatinina (anidrido). A creatinina livre ndo € reutilizada no
metabolismo e assim funciona como um produto dos residuos de creatina. Valores

aumentados indicam a deterioracdo da funcd@o renal e a severidade da doenga neste

38



6rgdo geralmente acompanha o nivel sérico. Os niveis de creatinina muitas vezes nao
ultrapassam os limites de referéncia até que 50 a 70% da funcdo renal esteja
comprometida (KIRSZTAINS, 2007).

As taxas de uréia no plasma sdo afetadas pela funcdo renal, pelo contetdo
protéico da dieta, pelo teor do catabolismo protéico e o estado de hidratacdo do
paciente. Os niveis de uréia funcionam como um indicativo da insuficiéncia renal
sintomatica e no estabelecimento de diagndstico na distingdo entre varias causas de
insuficiéncia renal. Os aminoacidos provenientes do catabolismo protéico séo
desaminados com a producdo da aménia. Sendo a amdnia tdxica, esta é convertida em
uréia no figado associada ao CO2 (MOTTA, 2009).
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RESUMO

A reparagdo tecidual em individuos diabéticos & um processo lento. Assim, a busca de
medicamentos que aceleraram esse processo vem aumentando, e uma das alternativas e
o0 uso de plantas medicinais. Dentre elas destaca-se a Psidium guajava L., que apresenta
em suas folhas, atividade cicatrizante em vérias enfermidades. O objetivo da pesquisa
foi  avaliar  histologicamente, = morfometricamente,  histoquimicamente e
imunohistoquimicamente a atividade cicatrizante do extrato de P. guajava, utilizando
como modelo experimental protocolos de lesGes cutaneas na regido dorsal em ratos
diabéticos. Utilizou-se o extrato aquoso das folhas na proporcdo de 0,2g/mL para
tratamento topico em 40 ratos da linhagem Wistar, divididos nos grupos ndo diabéticos
com extrato (1), ndo diabéticos sem tratamento (Il), diabéticos com extrato (Ill) e
diabéticos sem tratamento (I1V). Houve reepitelizacdo nas lesdes nos animais dos grupos
experimentais. Entretanto, s6 foi observado queratinizacdo nas lesdes dos animais dos
grupos I, 11 e Ill. A histoquimica para o colageno total e imunohistoquimica para o
coladgeno | mostraram forte marcacao nas lesGes dos animais que receberam o extrato. Ja
aos 14 dias verificou-se uma elevada taxa de cicatrizacdo nas lesdes dos animais
tratados com o extrato. A morfometria revelou aumento significativo de fibroblastos e
reducdo de macréfagos e vasos sanguineos nas lesdes dos animais tratados com extrato.
Portanto, os dados sugerem interferéncia positiva do extrato de P. guajava no

tratamento de lesdes cutaneas em ratos.

Palavras-chave: Ratos, Diabetes Mellitus, hiperglicemia, goiaba, pele.
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ABSTRACT

Tissue repair in diabetic individuals is a slow process. Thus, the search for medicines
that accelerated this process has been increasing, and one of the alternatives is the use of
medicinal plants. Among them stands out the Psidium guajava, which presents in its
leaves healing activity in various diseases. The objective of this research was to
histologically, morphometrically, histochemically and immunohistochemically evaluate
the healing activity of P. guajava extract, using as an experimental model protocols of
dorsal skin lesions in diabetic rats. Aqueous 0.2g / mL leaf extract was used for topical
treatment in 40 Wistar rats, divided into non-diabetic with extract (I), non-diabetic
untreated (I1), and diabetic with extract (111) groups and untreated diabetics (IV). There
was reepithelization of the lesions in the animals of the experimental groups. However,
keratinization was only observed in lesions of animals in groups I, Il and IIl.
Histochemistry for total collagen and immunohistochemistry for collagen, group |
showed strong marking on the lesions of the animals that received the extract. At 14
days, there was a high healing rate in the lesions of the animals treated with the extract.
The morphometry revealed significant increase of fibroblasts and reduction of
macrophages and blood vessels in the lesions of the animals treated with extract.
Therefore, the data suggest positive interference of P. guajava extract in the treatment of

skin lesions in rats.

Keywords: Rats, Diabetes Mellitus, hyperglycemia, guava, skin.
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Introducéo

O Diabetes Mellitus (DM) é uma disfuncdo metabolica, caracterizada pela
deficiéncia na secre¢do ou na acdo da insulina, resultando em um quadro fisioldgico
hiperglicémico que, com o passar do tempo pode causar danos em diversos Orgaos
como olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos. Seu desenvolvimento estd
relacionado a diversos processos patogénicos, dentre eles, a destruicdo autoimune das
células beta pancredticas que leva a perda de sua capacidade de secretar insulina.
Quando ativadas, as células imunes acessam as ilhotas de Langerhans, e os efeitos
deletérios nas células beta sdo mediados por mecanismos relacionados a uma proteina
transmembranar (CD95L), enzimas e proteinas liberadas por células citotoxicas como as
granzimas e perforinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e mediadores pro-
inflamatorias. A ativacdo da MAP-cinase e dos fatores de transcricdo STAT-1 e NFkB
sdo resultados da ligagdo de citocinas aos seus receptores nas células beta causando
comprometimento funcional, sobrecarga do reticulo endoplasmatico, e por fim,
apoptose?.

Segundo o Atlas Mundial de Diabetes® aproximamente 500 milhdes de pessoas
no mundo possuem a doenca e a estimativa para o ano de 2040 s&o de 642 milhdes. No
Brasil, estima-se que esse nimero chegue a 23,3 milhdes entre pessoas com 20 e 79
anos. Os gastos mundiais com diabetes em 2015 foram estimados entre US$ 673 e US$
1,197 bilhdo, com projecéo, para 2040, da ordem de US$ 802 a US$ 1,452 bilh&o. Para
o0 Brasil, o custo avaliado em 2015 foi de US$ 22 bilhGes, com projecdo de US$ 29
bilhdes para 2040,

Dentre as consequéncias patologicas decorrentes desta disfuncéo, destacam-se as

Ulceras diabéticas, caracterizadas por ferimento cutaneo cronico de dificil cicatrizacéo,
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geralmente lesGes dificeis de serem tratadas, com maior incidéncia em membros
inferiores tornando-a um problema mundial de satde pablica e a causa mais comum de
internacGes com 85% dos casos de amputacOes de extremidades inferiores relacionadas
com a diabetes®.

A cicatrizagdo é um processo biolégico complexo que apresenta as seguintes
fases: hemostasia e inflamagéo controlada, formagéo de tecido novo e remodelamento®.
A primeira fase envolve interagOes entre diferentes tipos celulares e matriz extracelular
com liberacdo de mediadores inflamatdrios. A segunda fase inclui reepitelizacéo,
formacdo de tecido de granulagdo e matriz extracelular, além de angiogénese. Na
terceira fase, ocorre substituicdo do colageno tipo 111 pelo I°”.

Neste sentido, os mecanismos eficientes de reparacédo tecidual, que promovem a
reepitelizacdo da epiderme e a substituicdo da derme por nova matriz extracelular séo
dificultados, uma vez que, € um processo complexo, envolvendo a organizagdo de
células e sinais quimicos gradativos e sistémicos, que podem durar até dois anos, com o
objetivo de reparar o tecido. Em diabéticos ocorre prejuizo de numerosos componentes
de cicatrizacdo de feridas, incluindo o colageno tipo I8,

A busca de medicamentos que possam acelerar esse processo cicatricial vem
aumentando e uma das alternativas € o uso de plantas medicinais, por serem muito
utilizadas desde o inicio da humanidade no tratamento de feridas. Dentre as plantas
medicinais destaca-se a Psidium guajava L., popularmente conhecida como goiabeira,
da familia das mirtadceas e de grande importancia econdbmica. Por tanto, o presente
estudo avaliou histologicamente, morfometricamente, histoquimicamente e
imunohistoquimicamente a atividade cicatrizante do extrato de P. guajava, em ratos

diabéticos com lesdes cutaneas.
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Material e Métodos

As folhas para obtengdo do extrato aquoso de P. guajava (EAPgQ) foram
coletadas no Campus Dois Irméos da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) sob latitude 8.01343714 e longitude 34.95081156. O material vegetal foi
identificado a partir da comparacdo com a exsicata n® 12715 do HST - Herbéario Sérgio
Tavares. Foram coletadas folhas em estado de maturagdo ainda jovem, livres de
parasitas e patologias para obtencdo do extrato. As folhas foram lavadas em agua
corrente e a assepsia realizada com alcool a 70%. Logo ap6s foram cortadas e deixadas
em estufa a 45°C por 5 dias. Apo6s desidratacdo as folhas foram trituradas e
solubilizadas em agua destilada esterilizada na propor¢do de 0,2g/mL. O extrato puro
foi obtido ap6s filtracdo em papel de filtro Whatman n° 1 e esterilizacdo em filtro ptfe
com membrana de 0,20pum.

Quarenta ratos Wistar machos (Rattus novergicus albinus), com idade de 60 dias
com peso médio de 250 g, foram adquiridos no Biotério da UFRPE. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos: I) ratos ndo diabéticos com lesbes cutaneas e tratados
com extrato de P. guajava; Il) ratos ndo diabéticos com lesdes cutdneas sem tratamento;
I11) ratos diabéticos com lesdes cutaneas e tratados com extrato de P. guajava e V)
ratos diabéticos com lesbes cutdneas sem tratamento. O projeto de pesquisa foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais sob a licenca 043/2019.

A inducdo ao diabetes foi realizada por administracdo por via intraperitoneal de
solucéo de estreptozotocina com jejum de 14 horas e avaliacdo de confirmacdo apos
sete dias da aplicacdo. A diluigéo da estreptozotocina foi realizada em tampéo citrato de
sodio 10 nM em pH 4,5 com aplicacdo em dose Unica de 60 mg/kg do peso animal. Os
animais saudaveis receberam doses similares de solucdo salina e ap6s 30 minutos da

administracdo todos os animais receberam racdo. Os animais com indice glicémico
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superior a 200 mg/dL foram selecionados para os grupos 11l e IV (Accu-Chek Activ Kit
Glycosimeter).

Para inducdo das feridas os animais foram anestesiados com cloridrato de
ketamina (80mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg). Apos anestesia foram colocados
sobre prancha cirargica em decubito ventral. Inicialmente foi realizada a epilagdo por
tracdo manual dos pélos do dorso com extensdo de 6 cm? Para realizagdo do
procedimento operatorio foram utilizadas I1&minas de bisturi. Foi incisado um fragmento
cutaneo de 1 cm? de didmetro na area epilada, até exposicdo da fascia muscular dorsal.
A hemostasia foi realizada por compresséo digital, utilizando-se gaze.

Os animais foram tratados diariamente com aplicacdo de 100uL do extrato no
local da ferida até completa formacdo de tecido de cicatrizagdo. Foi realizada avaliacdo
macroscopica da ferida operat6ria, observando-se a presenca ou auséncia de secre¢do
(indicativo de infecgdo), cicatriz hipertrofica, crosta, necrose e tamanho da ferida
residual, no maior e menor eixo, medidos com paquimetro digital. Foi estabelecido um
periodo de avaliacdo a cada 7 dias (7, 14 e 21 dias).

Apos indugdo das feridas os animais foram mantidos em biotério sob condigdes
controladas de luminosidade e umidade do ar, com agua e racdo ad libitum. No 21° dia
os animais foram eutanasiados mediante dose excessiva dos anestésicos de cloridrato de
xilazina, cloridrato de ketamina e tiopental sodico®, para retirada de fragmentos da area
cicatrizada. Esses foram fixados em formol a 10% tamponado e processados para
inclusdo em parafina. Os cortes foram submetidos a coloracdo pela técnica de
hematoxilina-eosina (H.E) e picrosirius, e analisados em microscépio 6ptico de luz, da
marca OLYMPUS BX-49, fotografados em fotomicroscépio OLYMPUS BX-50.

A taxa de cicatrizacdo foi calculada comparando-se a &rea da ferida nédo

cicatrizada (Arean) com a area da ferida original (Areai), aplicando-se a seguinte
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formula: Taxa de cicatrizacdo (%) = (1—{[Areai - Arean] / Areai}) x 100 (Poonawala et
al., 2005).

Para a avaliagdo morfométrica utilizou-se um microscopio Optico marca
Olympus® modelo Bx 50, adaptado com uma ocular histométrica de 10x (Karl Zeiss
Jena® modelo GF — P) dotada de um reticulo de 100 pontos. A objetiva empregada foi
de 100x. Em cada lamina foram observados cinco campos, dois campos proximos &
regido de transicdo ferida/pele normal, em lados opostos, um campo central de
fragmentos e mais dois campos da regido de transicdo ferida/pele normal, em lados
opostos do outro fragmento. Contou-se o nimero de fibroblastos, macréfagos e vasos
sanguineos'!. A quantificagdo do colageno total, colageno tipo I, taxa de cicatrizacio
das lesbes, porcentagem de fibroblastos, macréfagos e vasos sanguineos nas lesdes
cuténeas foram analisadas pelo teste ndo paramétrico, seguido pelo teste de Wilcoxon-

Mann-Whitney (P <0,05).

Resultados

A andlise histopatolégica revelou que ap6s 21 dias da indu¢do das lesbes cutaneas
e seus respectivos tratamentos, houve reepitelizacdo nas lesdes de todos os animais dos
grupos experimentais. Entretanto, s6 foi observado queratinizacdo nas lesdes dos
animais dos grupos G I, 1l e Ill (Figura 1 A, C, E e G). O tecido conjuntivo subjacente
apresentou-se com caracteristicas histologicas normais nas lesdes dos animais tratados
com o extrato de P. guajava, sem a presenca de células do processo inflamatorio e
tecido de granulacdo. Porém nas lesdes dos animais que ndo receberam o extrato,
verificou-se a presenca de numerosos macrofagos e células gigantes de corpos estranhos

(FiguralB, D, Fe H).
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A histoquimica pelo picrosirius para o colageno total mostrou marcagdo positiva
em todas as lesdes (Figura 2 A-D). Contudo, na quantificacdo em pixels verificou-se
menor teor de colageno nas lesdes dos animais diabéticos sem tratamento com o extrato
de P. guajava (Figura 2 E). Com relagdo & imunohistoquimica para o colageno tipo I
observou-se forte marcacdo nas lesdes dos animais dos grupos que receberam o extrato
de P. guajava, quando comparados aos demais grupos, principalmente em relacdo aos
animais do grupo diabético sem tratamento, o que foi confirmado pela sua quantificacéo
em pixels (Figura 3 A-E).

A andlise da taxa de cicatrizagdo ndo mostrou diferencgas significativas entre os
tratamentos aos 7 dias. Porém, aos 14 dias verificou-se uma elevada taxa de cicatrizacao
nas lesdes dos animais tratados com o extrato de P. guajava, diferindo
significativamente dos demais tratamentos (Figura 4).

A morfometria revelou que nas lesdes tratadas com extrato de P. guajava houve
aumento significativo de fibroblastos e de vasos sanguineos, além de reducdo de
macrdfagos quando comparadas as lesdes dos animais sadios ou diabéticos néo tratados

com extrato (Figura 5).

Discussao

Em nosso experimento observou-se reepitelizacdo total apenas nas lesbes dos
animais ndo diabéticos tratados ou ndo com o extrato e diabéticos que receberam
extrato, uma vez que nas lesbes dos animais diabéticos sem tratamento ndo foi
evidenciado queratinizacdo. Isso sugere que em animais sadios o extrato tem pouca ou
nenhuma influéncia no processo de reepitelizagdo na cicatrizacdo de feridas. Porém, em
se tratando de animais diabéticos o extrato de P. guajava parece promover a

reepitelizacdo normal.
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Segundo a literatura os fatores TGFP (Fator de Transformador de Crescimento
Beta), VEGF (Fator de Crescimento Vascular Epidermal), HGF (Fator de Crescimento
Hepatico), GRO-a (Oncogene a Relacionado ao Crescimento), TNF (Fator de Necrose
Tumoral), IGF-1 (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina) estdo envolvidos no
processo de reepitelizacdo atuando na proliferacdo das ceélulas epiteliais e
queratinocitos? 13,

Blakytny et al.!*, Perez Gutierrez at al.'® e Teoh et al.® relataram a diminuigéo de
TGEp, IGF e VEGF nos queratinocitos de feridas cronicas em pacientes diabéticos
dificultando a reepitelizacdo deste tipo de lesdo. Assim, podemos inferir que o extrato
de P. guajava pode de alguma forma regular esses fatores promovendo a reepitelizagéo
total das lesBes em individuos diabéticos. De fato, a eficiéncia dos fitoterapicos no
processo de cicatrizagdo esta relacionada, principalmente, a presenca de flavondides,
taninos e saponinas'’, compostos estes encontrados nas folhas de P. guajaval®2°,

A taxa de cicatrizagdo mostrou-se bastante elevada aos 14 dias nas lesdes dos
animais tratados com o extrato de P. guajava, demonstrando um processo de
cicatrizacdo bastante rapido. Isso pode ser explicado pela acdo dos flavonoides, taninos
e saponinas 0s quais inibem a ciclo-oxigenase (COX)-2, 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS), além de reduzir a ativacdo do complemento, diminuindo assim a presenca de
células inflamatorias e consequentemente a resposta inflamatoria®!-22,

A analise do colageno nas lesdes revelou aumento do colageno total nos animais
que receberam extrato de P. guajava, e com predominio do colageno tipo I. Os
flavonoides foram relacionados ao aumento da sintese de colageno, por diminuir a sua
degradagio?®. McDonald et al.?*, Scatterfield et al.?® e De Souza et al.?® afirmaram que é
possivel que os flavanoides atuem potencialmente como inibidores da colagenase.

Considerando os aspectos clinicos, a fase mais importante da cicatrizacdo é a deposicado
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de colageno na ferida, que facilita a difusdo de oxigénio, aumenta a drenagem linfatica e
reduz a superproducdo de radicais livres de oxigénio, reduzindo o tempo de
cicatrizagio?’.

O aumento significativo de fibroblastos e de vasos sanguineos nas lesdes tratadas
com extrato de P. guajava, pode estar relacionada a agdo angiogénica dos flavonoides
por estimular a expressdo do VEGF?%°, Na condigdo diabética a insuficiéncia vascular
pode produzir uma hipoxia tecidual e disfungdo dos fibroblastos®. Assim, o nivel
adequado de oxigénio é crucial para uma melhor cicatrizacdo da ferida®, pois a
formacdo de novos vasos acelera a sintese de coldgeno, aumenta o suprimento de
oxigénio e outros nutrientes no local da lesdo®?2, A presenca de macréfagos e células
gigantes de corpos estranhos nas lesdes dos animais diabéticos sem tratamento sugere
ainda processo inflamatério, Okamoto®, Paton®*, relataram que na fase inflamatéria da

cicatrizagdo os neutrofilos sdo gradativamente substituidos pelos macrofagos.

Diante do exposto, podemos concluir que o extrato hidroalcolico da folha de P.
guajava tem a capacidade de acelerar a cicatrizacdo de feridas em animais diabéticos,
provavelmente pala atividade de seus flavanoides. Entretanto, sdo necessarios mais
estudos no sentido de identificar esses flavonoides para conhecermos o verdadeiro o

potencial farmacoldgico dessa planta.
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Figuras

.a? ’v

s N

Figura 1: Fotomicrografia de lesdes cutaneas avaliadas apds 21 dias apos a indugédo e
respectivos tratamentos. A-B-GI;C-D-GILE-F-GIllleG—-H-G V. Seta
longa — epitélio; Seta curta — queratina; Tc - tecido conjuntivo; Ponta de seta — célula
gigante de corpos estranhos. H.E.
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Figura 2: Histoquimica pelo picrosirius nas lesdes cutaneas avaliadas apos 21 dias apds
a inducdo e respectivos tratamentos. A) G I; B) G II; C) G Ill e D) G IV. E)
Quantificacdo do colageno total em pixels. Verificar reducdo significativa no grupo G
IV. Médias com a mesma letra sdo estatisticamente insignificantes pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney com P <0,05.
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Figura 3: Imunohistoquimica para colageno tipo | nas lesdes cutaneas avaliadas ap6s
21 dias apos a inducdo e respectivos tratamentos. A) G I; B) G 1I; C) G Il e D) G IV. E)
Quantificacdo em pixels. Verificar reducdo significativa nos grupos G Il e IV. Médias
com mesma letra sdo estatisticamente insignificantes pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney com P <0,05.
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Figura 4: Médias do percentual da taxa de cicatrizacdo das lesGes tratadas ou ndo com
extrato de P. guajava ap6s 14 dias. Medias com mesma letra sdo estatisticamente

insignificantes pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney com P <0,05.
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Figura 5: Médias do percentual de fibroblastos, macréfagos e vasos sanguineos nas
lesbGes cutaneas dos animais dos grupos experimentais aos 21 dias. Médias com mesma
letra sdo estatisticamente insignificantes pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney com P
<0,05.
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RESUMO

Os produtos de origem natural desempenham um importante papel no desenvolvimento
de novas drogas quimioterapicas, sobretudo os de origem vegetal, como as folhas da
goiabeira, utilizada pela populagdo sob a forma de ché ou extratos para aplicacdo em
feridas e infeccBes. No entanto, pouco se sabe sobre possiveis efeitos toxicos desses
produtos vegetais a nivel hepatico e renal, a fim de garantir a seguridade no seu uso
terapéutico. Avaliou-se efeitos toxicoldgicos de varias dosagens (100, 200 e 400
mg/kg), por 21 dias, do extrato aquoso de P. guajava sobre os biomarcadores hepatico
(AST e ALT) e renal (ureia, creatinina e albumina), além da histopatologia e
morfometria desses Orgdos em 40 ratos. Os niveis séricos das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia, creatinina e albumina
sofreram alteracdos significativas caracterizadas pelo aumento na dosagem de 400
mg/Kg do extrato de P. guajava em todos os periodos analisados. Essa dosagem
promoveu congestdo de veia porta, centrolobular e nos capilares sinuséides, reducdo do
parénquima lobular e aumento do ndo lobular no figado, aléem de glomerulonefrite
proliferativa nos rins, e aumento significativo do didmetro e volume do glomérulo e do
diametro e volume da capsula de Bowman. Assim, doses elevadas do extrato aquoso de

P. guajava, por um periodo longo, podem levar a uma insuficiencia hepatica e renal.

Palavras-chave: Bioquimica, toxicidade, histopatologia hepética e renal, goiabeira,

ratos.
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ABSTRACT

Products of natural origin play an important role in the development of new
chemotherapeutic drugs, especially those of plant origin, such as guava leaves, used by
the population in the form of tea or extracts for use in wounds and infections. However,
little is known about the possible toxic effects of these plant products on the liver and
kidneys, in order to ensure safety in their therapeutic use. Toxicological effects of
various dosages (100, 200 and 400 mg / kg) were evaluated, for 21 days, of the aqueous
extract of P. guajava on the liver (AST and ALT) and renal (urea, creatinine and
albumin) biomarkers, in addition to histopathology and morphometry of these organs in
rats. Serum levels of the enzymes alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), urea, creatinine and albumin underwent significant changes
characterized by an increase in the dosage of 400 mg / kg of P. guajava extract in all
periods analyzed. This dosage promoted congestion of the portal vein, centrilobular and
sinusoidal capillaries, reduced lobular parenchyma and increased non-lobular
parenchyma in the liver, in addition to proliferative glomerulonephritis in the kidneys,
and a significant increase in the diameter and volume of the glomerulus and the
diameter and volume of the Bowman capsule. Thus, high doses of the aqueous extract

of P. guajava, for a long period, can lead to liver and kidney failure.

Keywords: Biochemistry, toxicity, hepatic and renal histopathology, guava, rats
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Introducéo

O isolamento e identificacdo de compostos de origem natural tém propiciado o
aumento no nimero de novas formulagbes quimicas bioativas para diversas indicagdes
terapéuticas. Nessa busca por novos agentes bioativos foram desenvolvidos métodos de
selecdo biologica que permitem testar em laboratério milhares de substancias em
organismos especificos em curto espago de tempol. A contribuicdo dos produtos
naturais para o desenvolvimento de novas drogas quimioterdpicas é claramente
evidente, e ainda ha um campo vasto de estudos a serem realizados nesta area de
pesquisaZ.

Muitas plantas sdo comumente utilizadas pela populacéo, vérias delas usadas
como chas, ou mesmo pelo consumo dos frutos, tanto para a alimentacdo, quanto para o
suposto combate a algumas doengas e sintomas®. A espécie Psidium guajava L. é uma
delas. Conhecida popularmente como goiabeira, pertence a Familia das Myrtaceae com
cerca de 130 géneros e mais de 3800 espécies. E nativa da América Central, mas
amplamente distribuida e cultivada em diversos paises tropicais e seus frutos compde a
dieta de milhdes de pessoas nestas regides*>.

O uso histérico da espécie P. guajava na medicina natural levou muitos
pesquisadores modernos a estudar o efeito de extratos da goiaba no tratamento de
diferentes patologias®. As praticas etnomedicinais incluem a trituracdo das folhas e a
aplicacio do extrato em feridas, furtinculos e infecces’. Outras pesquisas mostram que
a utilizacdo no tratamento de diversas doencas como diabetes, Ulceras e hipertensao,
apresentando ainda, efeito anti-inflamatdrio e analgésico®.

Mesmos com todas essas propriedades, ha relatos controversos sobre possiveis
efeitos toxicos do extrato das folhas de P. guajava, principalmente a nivel hepatico e

renal. Alguns autores relataram modificagdes nos niveis séricos dos biomarcadores
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hepéticos e renal, além de alteragBes patoldgicas em ratos®1112. pPor outro lado,
extrato das folhas de goiaba exibiram efeito hepato-protetor devido a reducéo dos niveis
séricos dos biomarcadores no quadro de lesdo hepatica aguda induzida em ratos*-4-1>-
1617 Esses autores relataram que esses efeitos podem estar relacionados a dose ou ao
tempo de exposi¢do, sendo necessarios mais estudos para uma avaliagdo mais detalhada.

Dessa forma, tendo em vista que estudos toxicoldgicos tém a finalidade de
avaliar a ideia errbnea de que produtos fitoterdpicos, por serem naturais, sdo isentos de
efeitos toxicos ou adversos, e que o uso popular de plantas medicinais serve como
validacdo da eficacia destes medicamentos!®%%, avaliou-se efeitos toxicoldgicos de
varias dosagens do extrato aquoso de P. guajava sobre os biomarcadores hepatico e

renal, além da histopatologia e morfometria desses 6rgdos.

Material e Métodos

Foram coletadas folhas para obtencdo do extrato aquoso de P. guajava (EAPg) no
Campus Dois Irmédos da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) sob
latitude 8.01343714 e longitude 34.95081156. A identificacdo do material vegetal foi
realizada a partir da comparagdo com a exsicata n® 12715 do HST - Herbéario Sérgio
Tavares. As folhas foram lavadas em &gua corrente e a assepsia realizada com alcool a
70% e deixadas em estufa a 45 °C por 5 dias. Apds desidratacdo as folhas foram
trituradas e solubilizadas em agua destilada esterilizada na propor¢édo de 100, 200 e 400
mg/mL e filtrado em papel de filtro Whatman n® 1, esterilizacdo em filtro ptfe com
membrana de 0,20pum?L,

Foram utilizados quarenta ratos Wistar machos (Rattus novergicus albinus), com
idade de 60 dias e peso médio de 250 g, adquiridos no Biotério da UFRPE. Os animais

foram divididos em quatro grupos com 10 animais cada e tratados via oral: controle;
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100 mg/Kg do extrato; 200 mg/Kg do extrato e 400 mg/Kg. Os animais receberam, por
método de gavage, 1 mL do extrato e &gua destilada (controle) por um periodo de 21
dias seguindo o periodo de tempo descrito em Fernandes et al.?? com alteraces. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais institucional sob a
licenca 043/2019.

O figado e rins foram retirados apds o 21° dia de tratamento por meio de eutanasia
mediante dose excessiva dos anestésicos de cloridrato de xilazina, cloridrato de
ketamina e tiopental sodico®. Esses foram fixados em formol a 10% tamponado e
processados para inclusdo em parafina. Para analise histopatoldgica os cortes foram
submetidos a coloracdo pela técnica de hematoxilina-eosina (H.E) e analisados em
microscopio Optico de luz, da marca OLYMPUS BX-49, fotografados em
fotomicroscopio OLYMPUS BX-50. Para histoquimica os cortes foram submetidos a
técnica de coloracdo pelo PAS (figado) e Picrosirius (figado e rins). A quantificacdo em
pixels dos granulos de glicogénio e das fibras coldgenas foi realizada utilizando o
programa GIMP 2.8.

Para avaliacdo bioquimica das dosagens séricas os animais foram imobilizados em
contensor e o sangue coletado por puncdo da veia caudal lateral como uso de cateter
(24G). Apos centrifugacdo refrigerada, o soro foi acondicionado em eppendorf e
congelados a -20° até o momento das dosagens®*. As dosagens foram realizadas nos
periodos de 7, 14 e 21 dias de tratamento. A avaliacdo bioquimica da albumina,
creatina, ureia e das transaminases (ALT e AST), foram realizadas em triplicata
utilizando kits da Doles, conforme especificac6es do fabricante.

O estudo morfométrico do figado foi realizado atraves da observacgdo das laminas
em uma objetiva de 40x, utilizando um reticulo de WEIBEL com 100 pontos, acoplado

a ocular do microscépio, onde foram contados 5 campos por lamina, segundo a
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metodologia descrita por Engelman et al.?®, sendo quantificado o parénquima lobular
(hepatdcitos, sinusdides, espacos de Disse e ductos biliares) e ndo lobular (espacos
portais, veia centro-lobular e ramos da veia hepatica).

Para os rins, também se utilizou cinco laminas de cada grupo, sendo analisados
dez glomérulos em cada ldmina. As medidas foram restritas aos glomérulos que
demonstraram, num Unico corte os polos vascular e urinério. Essa disposicdo indica a
seccdo coincidente com a regido equatorial do glomérulo. Esses glomérulos, assim
selecionados ao acaso, foram utilizados para as mensuragdes. A captura da imagem foi
efetuada por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus®
Bx50. A morfometria foi realizada através de aplicativo Morfometria de Linhas,
calibrado em micrometros, associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows. Para a
obtencdo da area glomerular o cursor foi posicionado na area central deste,
estabelecendo-se, a partir dai, uma linha circular externa, coincidente com os limites do
tufo glomerular. Foi utilizada a mesma metodologia para a mensuracdo da capsula de
Bowman?2’, O volume glomerular e da capsula de Bowman, foram calculados de
acordo com os critérios preconizados por Pagtalunan et al.?® e Hoy et al.?. Para essa
estimativa, foi utilizada a equagdo 4/3nr3, destinada ao célculo do volume da esfera, na
qual “r” representa o raio. A quantificagdo dos glomérulos foi realizada utilizando-se
uma ocular de 10X contendo internamente um reticulo de WAIBEL com 25 pontos
onde foram contados seis campos, todos aleatdrios e em sentido horério, levando-se em
consideracdo apenas 0s pontos que incidiram sobre os glomérulos. Este procedimento
foi realizado utilizando a objetiva de 10X obtendo um aumento final de 100X. Foram

contados 150 pontos por animal totalizando 750 pontos por grupo.
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A andlise estatistica foi realizada no programa computacional GraphicPad Prism
5, onde os dados foram avaliados por meio de testes paramétricos de Anova One-way

com post-hoc de Tukey (P < 0,05).

Resultados

Os niveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia, creatinina e albumina sofreram alteragGes significativas
caracterizadas pelo aumento na dosagem de 400 mg/Kg do extrato de P. guajava em
todos os periodos analisados (Tabela 1).

A analise histopatoldgica do figado dos animais dos grupos controle e os que
receberam as dosagens de 100 e 200 mg/kg do extrato de P. guajava apresentou
parénquima hepatico sem alterages com corddes de hepatdcitos organizados
margeando a veia centro lobular, entremeados por capilares sinusdides. Porém, no
tratamento com 400 mg/kg do extrato verificou-se a presenca de congestdo de veia
porta, centrolobular e nos capilares sinusoides (Figura 1).

Os rins dos animais do grupo controle demonstraram estar bem preservados,
com os glomérulos e espaco subcapsular bem definidos, além de tabulos contorcidos
proximais e distais com caracteristicas normais, sem nenhuma alteracdo. Essas
caracteristicas também foram verificadas nos rins dos animais que receberam 100 e 200
mg/kg do extrato de P. guajava. Ja nos rins do tratamento com 400 mg/kg do extrato
foram observadas a presenca de areas com glomerulonefrite proliferativa, caracterizado
pelo desaparecimento do espaco subcapsular (Figura 2).

A morfometria do figado revelou reducgéo significativa do parénquima lobular e
aumento no parénguima nao lobular no figado dos animais tratados com 400 mg/kg de

extrato aquoso de P. guajava. Na analise morfométrica dos rins observou-se aumento
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significativo do diametro e volume do glomérulo, além do didmetro e volume da
capsula de Bowman nos animais tratados 400 mg/kg de extrato (Tabelas 2 e 3).

A avaliacdo histoquimica para glicogénio no figado, revelou marcacdo em todos
0s animais dos grupos experimentais. Entretanto, houve reducdo significativa no figado
dos animais do grupo tratado com 400 mg/kg de extrato em relagcdo aos demais (Figura
3). Ja na avaliacdo histoquimica para fibras colagenas tanto no figado como nos rins,

néo foi observada diferencas entre os grupos experimentais (Figuras 3 e 4).

Discussao

Os resultados mostraram que os niveis de ALT, AST e albumina ndo tiveram
diferencga estatistica significativa entre os grupos experimentais controle, 100 e 200
mg/Kg de extrato aquoso de P. guajava, sugerindo que a duracdo e a dosagem utilizadas
no nosso modelo experimental ndo foram capazes de alterar esses parametros. No
entanto, na dosagem de 400 mg/kg essas enzimas apresentaram-se bastante elevadas
sugerindo dano na fungdo hepética, pois segundo Friday et al.*® e Pratt; Kaplan®, a
andlise dessas enzimas pode ser usada para determinar a integridade dos tecidos ap6s

exposicao a certos agentes farmacolégicos.

Assim como o figado, os rins sdo 6rgdos-alvo de substancias toxicas devido as
suas fungbes essenciais nos processos de desintoxicacdo e excre¢do; sendo muito util
em estudos de toxicidade em decorréncia da sua sensibilidade a compostos toxicos®2.
Em nosso estudo, os niveis séricos de ureia e creatinina ndo sofreram alteracGes
significativas nos animais dos grupos controle, 100 e 200 mg/Kg. Entretanto, assim
como nas enzimas hepaticas, os animais que receberam dose de 400 mg/kg
apresentaram altos niveis desses marcadores renais, sugerindo um possivel mau

funcionamento renal®2.
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Estudos fotoquimicos tém demonstrado que as folhas P. guajava contém o6leo
(com componentes principais sendo a-pineno, limoneno, mentol, acetato de terpenil,
alcool isopropilico, longicicleno, cardineno e curcumeno) alcaldides, flavonoides,
taninos e saponinas em seus extratos aquosos. Esses fitoquimicos sdo conhecidos por
desempenharem varias fungdes gerais e especificas nas plantas, e pode exibir diferentes
acles bioquimicas e farmacoldgicas quando ingeridos. Essas acdes variam de efeitos
protetores celulares a toxicidade celular®®34,

Dentre os flavonoides encontrados nas folhas incluem miricetina, quercetina,
luteolina, rutina e kaempfero®. O consumo suprafisiologico de flavonoides pode
potencializar efeitos nocivos alterando suas propriedades farmacoldgicas promovendo
alteragOes nas atividades enzimaticas no organismo>-*%%, o que pode explicar os niveis
elevados dos biomarcadores hepético e renal observados com a dose de 400 mg/kg.
Dessa forma, embora haja evidéncias que flavonoides fornecam protecdo contra muitas
doencas®’, a quantidade de flavonoides ingerida pode representar um risco potencial a

saude.

As analises histopatologica e morfometrica revelaram alteragdes relevantes tanto
no figado como nos rins, apenas nos animais que receberam a dose de 400 mg/Kg do
extrato aquoso de P. guajava, sugerindo dano tecidual nesses 6rgdos. Varios estudos
indicam que a quercetina, rutina e kaempferol podem exacerbar a funcdo endotelial via
aumento da producdo de oxido nitrico levando & vasodilatacdo®%°. Isso pode ter
ocasionado & congestdo vascular no figado e rins promovendo a redugdo do parénguima

lobular e o desenvolvimento da glomerulonefrite proliferativa, respectivamente.

Com relagdo a histoquimica para o glicogénio hepético os resultados mostraram
uma reducéo significativa nos animais que receberam 400mg/Kg do extrato. Isso pode

ser explicado pelo fato de que alguns flavanoides tem acéo inibitoria nas enzimas que
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degradam carboidratos e absorvem glicose*®*!. Assim podemos inferir que como o
figado tem um papel vital na manutencdo da homeostase da glicose nos estados de
alimentacdo e jejum com uma contribuicdo importante para este Gltimo*? [24], o
aumento da producdo hepética de glicose pode ser considerado uma mudanca patoldgica
precoce®44-4,

O extrato aquoso das folhas de Psidium guajava mostrou-se seguro por via oral
em ratos, nas dosagens de 100 e 200 mg/Kg, enquanto que, a dosagem de 400 mg/Kg as

promoveu alteragcdes hepaticas e renais.
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Tabela 1. Média + desvio padrdo dos parametros bioquimicos hepatico e renal dos animais aos 7,

14 e 21 dias de tratamento com extrato aquoso de P. guajava.

Grupos Controle 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg P
7 dias
AST (UI/L) 103,79 £6,11b 104,35+ 3,21b 105,76 + 2,82b 162,33 £ 5,50a 0,0111
ALT (UI/L) 37,33+£2,08b 38,67 +1,52b 40,00 + 3,60b 115,08 +2,88a  0,0009
Uréia (mg/dL) 53,00+ 4,00b 55,13+0,57b 58,33 + 8,21b 75,33 + 1,66a 0,0307
Creatinina (mg/dL) 0,54 £0,03b 0,55+ 0,02b 0,56 +0,03b 0,76 £ 0,05a 0,0213
Albumina (mg/dL) 2,40 £ 0,10b 2,23 +£0,12b 2,30 £0,05b 2,90 £ 0,05a 0,0476
14 dias
AST (UI/L) 118,34 +5,03b 131,00+ 7,21b 138,02+1,73b 177,36 £ 9,20a 0,0003
ALT (UI/L) 32,67 +2,08b 35,00 £6,08b 38,67 +4,16b 119,06 £13,53a 0,0289
Uréia (mg/dL) 51,33+4,84b 49,67 £3,71b 51,67 £ 1,15b 78,67 + 3,21a 0,0012
Creatinina (mg/dL) 0,54 £0,03b 0,57 £0,04b 0,61 +0,06b 0,81 +0,04a 0,0018
Albumina (mg/dL) 2,45 £ 0,10b 2,46 £ 0,15b 2,56 £0,11b 3,06 £ 0,16a 0,0074
21 dias
AST (UI/L) 132,38 £3,21b 140,71 +4,17b 137,00+£1,73b 230,33 +5,77a 0,0375
ALT (UI/L) 34,67+152b 37,00+2,64b  3500+2,08b 110,75+7,17a 0,0219
Uréia (mg/dL) 51,00+550b 5809+458b 57,67+1,15b 80,00 +4,50a 0,0064
Creatinina (mg/dL) 0,57 £0,01b 0,55+ 0,01b 0,62 +£0,02b 0,87 £ 0,05a 0,0101
Albumina (mg/dL) 2,53 +0,15b 2,43 £0,09b 2,61 +0,03b 3,00 £ 0,20a 0,0069

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-

way com post hoc de Tukey (p < 0,05).
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Figura 1: Fotomicrografia do figado dos animais dos grupos experimentais. A — B:
controle; C — D: 100 mg/kg; E — F: 200 mg/kg; G — H: 400 mg/kg. Seta longa — veia
centrolobular; Seta curta — veias com congestdo; Asteriscos — congestdo da veia
centrolobular. H.E.
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controle; C — D: 100 mg/kg; E — F: 200 mg/kg; G — H: 400 mg/kg. Seta — Glomerulo

normal; Asteriscos — Glomerulonefrite proliferativa. H.E.
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Tabela 2. Média * desvio padrdo do percentual do parénquima lobular e ndo lobular do figado dos animais dos

grupos experimentais.

Grupos Controle 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg P

Parénquima Lobular 79,27+2,33a 76,17+1,98a 75,82+4,02a 62,57 + 3,88b 0,0222

Parénquima N&o Lobular 20,73 +2,43a 23,83+245a 24,18+247a 37,43+3,73b 0,0182

Medias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post
hoc de Tukey (p < 0,05).

Tabela 3. Média + desvio padrdo do didmetro do glomerular (DG), volume do glomérulo (VG) e didmetro

(DCB) e volume (VCB) da capsula de Bowman dos rins dos animais dos grupos experimentais.

Grupos Controle 100 mg/kg 200 ma/kg 400 mg/kg P

DG (um) 53,23 +2,73b 50,65 * 3,02b 52,43 + 4,14b 63,02 + 2,75a 0,0014

VG (Um®) 134222 +11356b 1322,69 + 109,300  1309,99 + 129.87b  1565,92 + 100,11a  0,0106

DCB (um) 65,74 + 3,18b 61,66 + 4,27b 59,93 + 5,79 73,13 +2,37a 0,0149
VCB (um?) 14301,65 + 14046,54 + 14284,09 + 16992,37 + 0,0117
103,68b 131,51b 112,45b 106,66a

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com
post hoc de Tukey (p < 0,05).
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EE Controle

EZ3 100 mg/kg
B3 200 mg/kg
D 400 mg/kg

Quantificagiio em pixel

Figura 3: Histoquimica do figado dos animais dos grupos experimentais. PAS: A —
controle; B - 100 mg/kg; C - 200 mg/kg; D - 400 mg/kg. Picrosirius: E — controle; F -
100 mg/kg; F - 200 mg/kg; G - 400 mg/kg. H — Quantificacdo do glicogénio em pixels.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-
way com post hoc de Tukey (p < 0,05), Seta — Notar fibras colagenas em torno dos

Vasos.
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Figura 4: Histoquimica dos rins dos animais dos grupos experimentais. A - controle; B
- 100 mg/kg; C - 200 mg/kg; D - 400 mg/kg; Quantificacdo do colageno em pixels.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-
way com post hoc de Tukey (p < 0,05), Picrosirius.
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Anexo |

ARQUIVOS BRASIEIROS DE CIENCIAS E SAUDE

FORMATO DE REFERENCIA PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS ORIGINAIS

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente com numeros arabicos, de
acordo com a ordem em que sdo mencionadas no texto com o ndmero sobrescrito
correspondente. Os autores devem fornecer as referéncias seguindo as regras das
RecomendacBes para a Conduta, Relatérios, Edicdo e Publicacdo de Trabalhos

Cientificos em Revistas Médicas (disponivel em www.icmje.org).

Todas as referéncias devem incluir DOI no enderego da Internet ( http://dx.doi.org/ ...),

sempre que disponivel.

Abaixo estdo exemplos de formatacédo de referéncia:

Artigo:
Marshall AC, Levine J, Morash D, Silva V, Lock JE, Benson CB, et al. Resultados da
eptoplastia atrial in utero em fetos com sindrome do coracdo esquerdo hipopléasico.

Prenat Diagn. 2008; 28 (11): 1023-8. http://dx.doi.org/10.1002/pd.2114.

Livro: Melzack R. O quebra-cabeca da dor. Nova York: editores da Basic Books Inc;

1973. p. 50-1.
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http://www.icmje.org/
http://dx.doi.org/10.1002/pd.2114

Capitulo de livro: Peerless SJ, Hernesniemi JA, Drake CG. Tratamento cirdrgico dos
aneurismas basilares e posteriores da artéria cerebral terminal. In: Schmideck HH, WH
doce, editores. Técnicas neurocirdrgicas operatorias. 3rd ed. Filadélfia: WB Saunders;

1995. v. 1. cap. 84. p. 1071-86.

Tese ou dissertacdo: Pimenta CA. Aspectos culturais, afetivos e terapéuticos
relacionados ao cancer de mama. Tese (Doutorado) - Escola de Enfermagem da

Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 1995. p. 109-11.

Documento em formato eletrénico: Comité Internacional de Editores de Revistas
Meédicas [Internet]. Requisitos uniformes para manuscritos submetidos a revistas
biomédicas. Disponivel em: http://www.acponline.org/journals/annals/ 01jan97 /

unifregr.htm. Citado em 15/06/2003.

FIGURAS, TABELAS E GRAFICOS

Figuras e tabelas devem ser submetidas separadamente ou no final do texto, juntamente

com suas legendas e / ou titulos.

Todas as imagens devem ser designadas como "Figuras" e numeradas em algarismos
arabicos, de acordo com a ordem em que aparecem no texto. As imagens devem ser
fornecidas em seu formato original (jpg, tif, gif, png) e em alta resolucdo (minimo de

300 dpi).
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Todas as figuras serdo publicadas em preto e branco, exceto no caso em que 0s autores
assumem a responsabilidade pelos custos adicionais da impressédo em cores. As imagens
que apresentam pacientes devem ser submetidas com o0s termos de aceitacdo da
publicacdo assinados. Tabelas e graficos devem ser numerados em algarismos romanos,

de acordo com a ordem em que aparecem no texto.

Os autores podem ser solicitados a corrigir problemas de formatagéo no texto antes de o

manuscrito ser enviado para analise pelos revisores.
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