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RESUMO

Introducdo: A Naringenina (NAR) é um flavonoide abundante em frutas citricas e representa
um composto promissor para fins terapéuticos. Tem sido muito utilizada diante da sua atividade
antioxidante, anti-inflamatdria e antitumoral. Objetivo: Avaliar os possiveis efeitos da
naringenina incorporada a membrana de gelatina contendo lipossoma (GEL/NAR) sobre a
cicatrizacdo em um modelo de feridas cutaneas abertas em roedores. Material e Métodos: Para
realizacdo dos protocolos experimentais foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre
250 - 300g. Esses foram anestesiados por via intraperitoneal (Ketamina-80 mg/kg e Xilazina-
10 mg/kg) e com punch metélico de 8 mm realizou-se a confecgdo de ferida cutanea excisional
na regido dorsal do animal. Apds o procedimento, os animais foram tratados por 7 dias, dose
Unica, com membrana de gelatina contendo lipossoma (BR), membrana de gelatina contendo
lipossoma e NAR a 1% (GEL/NAR 1%) e a 2,5% (GEL/NAR 2,5%) ou nao tratados (LP). A
avaliacdo consistiu na mensuracdo das areas das feridas e no aspecto histolégico quanto as
caracteristicas morfologicas teciduais ap0s coloracdo em hematoxilina-eosina (HE). Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animal
(CEPAJUFS - 71/2015). Resultados: GEL/NAR 1% (56,16075 + 3,653587; p<0,001) e
GEL/NAR 2,5% (58,21967 + 1,651126; p<0,001) reduziram a éarea da ferida quando
comparado ao grupo controle (37,41523 + 6,276465). Quanto a intensidade da resposta
inflamatoria, LP, BR e NAR 1% foram classificadas como moderada e GEL/NAR 2,5% como
leve. De acordo com o fenotipo inflamatério, observou-se inflamacgéo subaguda nos grupos LP
e BR em virtude do equilibrio entre neutréfilos e linfdcitos e inflamagéo crénica inespecifica
nos grupos NAR 1% e 2,5% diante do predominio de linfocitos. GEL/NAR 1% (80,000 +
15,3188; p<0,01) e GEL/NAR 2,5% (75,2857 + 17,3754; p<0,05) apresentou valores
significativos quanto a epitelizacdo em comparagdo com os grupos LP (58,6571 + 6,3892) e
BR (51,5714 + 11,0432), além disso demonstraram uma maior vascularizacdo e deposicdo de
fibroblastos. Concluséo: Neste sentido, GEL/NAR proporcionou melhoria no reparo tecidual
evidenciada pela reducdo da area da ferida e regulacdo da reacdo inflamatdria através da
reducdo de neutréfilos. Apoio Financeiro: CNPg, COPES/POSGRAP/UFS.

Palavras-chave: Cicatrizagdo de Feridas; Flavonoides; Gelatina; Lipossomas; Naringenina.



ABSTRACT

Introduction: Naringenin (NAR) is an abundant flavonoid in citrus fruits and represents a
promising compound for therapeutic purposes. It has been widely used in the face of its
antioxidant, anti-inflammatory and anti-tumor activity. Objective: To evaluate the possible
effects of naringenin incorporated into the membrane of gelatin containing liposome
(GEL/NAR) on wound healing in a model of open cutaneous wounds in rodents. Material and
Methods: Wistar male rats weighing 250-300 g were used to perform the experimental
protocols. These were anesthetized intraperitoneally (Ketamine-80 mg / kg and Xylazine-10
mg / kg) and with an 8 mm metallic punch the excisional cutaneous wound was made in the
dorsal region of the animal. After the procedure, the animals were treated for 7 days, single
dose, with gelatine membrane containing liposome (BR), gelatine membrane containing
liposome and 1% NAR (GEL/NAR 1%) and 2.5% (GEL/NAR 2.5%) or untreated (LP). The
evaluation consisted of the measurement of the wound areas and the histological aspect
regarding the tissue morphological characteristics after hematoxylin-eosin (HE) staining. The
experimental protocols were approved by the Animal Research Ethics Committee (CEPA/UFS
- 71/2015). Results: GEL/NAR 1% (56,16075 + 3,653587; p<0,001) and GEL/NAR 2,5%
(58,21967 £ 1,651126; p<0,001) reduced the area of the wound, when compared to the control
group (37,41523 + 6,276465). Regarding the intensity of the inflammatory response, LP, BR
and NAR 1% were classified as moderate and GEL/NAR 2.5% as mild. According to the
inflammatory phenotype, subacute inflammation was observed in the LP and BR groups due to
the balance between neutrophils and lymphocytes and chronic nonspecific inflammation in the
1% and 2.5% NAR groups due to the predominance of lymphocytes. GEL / NAR 1% (80,000
+ 15,3188; p<0,01) and GEL / NAR 2.5% (75,2857 = 17,3754; p<0,05)presented significant
values regarding epithelization compared to LP (58,6571 + 6,3892) and BR (51,5714 +
11,0432),in addition demonstrated a greater vascularization and deposition of fibroblasts.
Conclusion: In this sense, GEL/NAR provided improvement in the tissue repair evidenced by
reduction of the wound area and regulation of the inflammatory reaction through the reduction
of neutrophils and lymphocytes. Financial Support: CNPg, COPES/POSGRAP/UFS.

Keywords: Healing Wound; Flavonoid; Gelatine; Liposomes; Naringenin.
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1 INTRODUCAO

A pele é a principal barreira de protecdo do organismo e tem como fungdes basicas
sintetizar vitamina D com a exposi¢ao aos raios solares; impedir a perda excessiva de liquidos;
manter a temperatura corpOrea; proteger da acdo de agentes externos e participar na
termorregulacdo (ALVES, 2015).

As feridas sdo resultantes de um trauma que provoca a descontinuidade da pele. As
feridas cronicas, principalmente, constituem um grave problema de satde publica que acarreta
um grande impacto econdmico e social, consequentemente, afetando a qualidade de vida. Sabe-
se que o estado nutricional, diabetes, alteragdes cardiocirculatérias e de coagulagdo,
aterosclerose, disfuncéo renal e quadros infecciosos sistémicos estéo intrinsecamente ligados a
dificuldade do processo cicatricial (OCHOA; RAHIMI; ZIAIE, 2014; MENDONCA;
COUTINHO-NETTO, 2009; MANDELBAUM; DI SANTIS; SANT’ANNA
MANDELBAUM, 2003b).

A cicatrizacdo € um processo dinamico e complexo em resposta ao dano resultante,
envolvendo coagulacdo, inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo (KUMAR et al., 2007).

A partir da década de 1960, delineou-se que a aplicacdo de um ambiente imido na ferida
trazia consigo diversos efeitos benéficos para o processo cicatricial (MANDELBAUM; DI
SANTIS; SANT’ANNA MANDELBAUM, 2003a). Com base nesse principio, considerou-se
a utilizacdo de recursos para acelerar a cicatrizacdo e reparacdo tecidual, como filmes,
emulsdes, membranas, hidrogéis (MOHANTY et al., 2012).

Nos ultimos anos, as membranas a base de gelatina tém sido alvo de varios estudos e
identificou-se que sdo um biomaterial eficaz, tendo em vista a capacidade de promover e
acelerar a granulacdo e epitelizacio (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009). Além disso
permite uma liberacdo gradual de farmaco dentro dos tecidos alvo (NUNES et al., 2016).

O uso dessas membranas tem mostrado efeitos satisfatorios, pois sdo biodegradaveis.
Apresentam vantagens quanto a reconstrucdo tecidual prevenindo desidratacdo, acelerando a
formacdo de novos vasos, age como barreira contra microrganismos e € um metodo préatico na
manutencdo dos cuidados, ao passo que evita perdas de compostos no momento da troca do
curativo (GINDL et al., 2006; FRANCO; GONCALVES, 2008).

Durante séculos, os produtos naturais, tais como plantas medicinais e seus metabolitos
secundarios, tém sido utilizados para tratar varias doengas em todo o mundo, despertando
interesses comerciais e cientificos (L1; VEDERAS, 2009; SUNTAR et al., 2012).
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Dentre os produtos naturais, os flavonoides constituem uma familia de compostos
polifendlicos naturais e sdo constituintes normais da dieta humana devido a sua abundancia em
frutas citricas, legumes, sementes e bebidas como o café, cha e vinho tinto, bem como em ervas
medicinais (PEDRAZZA et al., 2017).

Os flavonoides atuam como antioxidantes, pois sdo capazes de combater os radicais
livres, apresentam atividade antimicrobiana e moduladora do sistema imune, apresentam ainda
atividade anti-inflamatoria, analgésica e capacidade de promover a regeneracdo de cartilagens
e 0ss0s, além de produzir vasodilatacdo (PEDRAZZA et al., 2017; KUMAR; PANDEY, 2013;
MIRA et al., 2002).

Essa classe de compostos constituem um potencial farmacéutico promissor para a
prevencdo de doencas cronicas (CHEN et al., 2007; DIXON; STEELE, 1999; LE
MARCHAND et al., 2000; STADELMANN, 2011; SZEJTLI; SZENTE, 2005).

A naringenina (NAR) é um flavonoide encontrado naturalmente nas frutas citricas. Um
dos beneficios da naringenina se deve ao fato dela ser encontrada em maior concentracéo na
casca de frutas citricas (ALAM et al., 2014). Atividade anti-inflamatoria, antioxidante,
antifibrinogénica, entre outras, ja foram descritas da NAR e sugerem que esta substancia pode
atuar modulando mediadores pré-inflamatorios do processo de cicatrizagdo. Além disso, a
incorporacdo da naringenina a um veiculo bioativo, como as membranas de gelatina, pode
potencializar os efeitos cicatrizantes. (MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014; VATANKHAH
etal., 2014; GALATI et al., 2001; GALLUZZO et al., 2008; JAYARAMAN et al., 2012; VAN
MEEUWEN et al., 2007).

Diante disso, surge entdo uma necessidade de busca de novas alternativas para a
aceleragdo do processo cicatricial. A Naringenina trata-se de um composto promissor para ser
estudado na cicatrizacdo de feridas cutaneas. Nessa perspectiva, € essencial avaliar o efeito de
novos tipos de coberturas associados a NAR em lipossomas para o tratamento de feridas

cutaneas abertas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PELE

A pele um 6rgdo complexo composto por diversos tecidos, tipos celulares e estruturas
especializadas, uma das principais funcdes € a protecdo ao organismo, em virtude que constitui
uma barreira essencial contra a penetracdo de agentes nocivos. Além disso, possui
termorreceptores nervosos que levam informacao ao centro de regulacao térmica do hipotalamo
e promove a termorregulacdo, exerce atividade metabdlica por meio da secre¢do, promove a
percepcao e sintese de vitamina D (ALVES, 2015; SAMPAIO; RIVITTI, 2014; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2012; FOLDVARI, 2000).

Essas funcdes tém a finalidade de promover e manter harmonia no corpo humano. Além
disso, é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, sendo composta por trés camadas: a
epiderme, derme e hipoderme (SAMPAIQO; RIVITTI, 2014) (Figura 1).

A epiderme, é a camada mais externa, avascular e esta disposta em quatro camadas que
estdo unidas entre si: camada basal, camada espinhosa, camada granulosa e camada cornea
(BERNE; LEVY, 2010).

A camada basal é a mais profunda da epiderme, as suas células estdo unidas entre si por
desmossomos, contém feixes de microfibrilas e é constituida pelos queratindcitos, melandcitos,
células de Merkel e células de Langerhans. Com excecdo das células de Langerhans, as células
da epiderme sofrem mitose para substituir aquelas que foram mortas (BERNE; LEVY, 2010;
SAMPAIO; RIVITTI, 2014; VAN DE GRAAFF, 2003).

A camada espinhosa localiza-se acima da camada basal, apresenta células de Malpighi,
queratindcitos  histologicamente  diferenciados e unidos por pequenos Processos
citoplasmaticos, por abundantes desmossomos e por glicoproteinas e lipoproteinas que
contribui para a resisténcia da epiderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012; BARBOSA, 2011,
BERNE; LEVY, 2010).

A camada granulosa apresenta células achatadas, seu nome é derivado devido a presenca
de granulos de querato-hialina, percussora da queratina, e granulos lamelares que evitam a
perda de &gua (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012; BERNE; LEVY, 2010; VAN DE GRAAFF,
2003).

A camada cornea é a mais superficial da epiderme, formada por células achatadas e

gueratinizadas. Frequentemente as células dessa camada sao perdidas devido ao atrito, mas sdo
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renovadas constantemente por células provenientes da camada mais profunda da epiderme
(SAMPAIO; RIVITTI, 2014; JARVIS, 2012; JUNQUEIRA, 2012).

A derme, camada de tecido conjuntivo fibroso, localizada abaixo da epiderme é suprida
por estruturas vasculares, nervosas e linfaticas, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
sudoriparas, € um tecido constituido de 95% de fibras de colageno, fibras elésticas e fibroblasto.
Além disso, apresentam diferentes células em sua estrutura, como mastocitos, macrofagos,
melanofagos, fibroblasto, fibrocitos, eosinofilos, mondcitos, linfécitos, neutrofilos e
plasmacitos. Todos esses sdo importantes para a homeostase e reparacdo da pele (BERNE;
LEVY, 2010; RIVITTI, 2014; MENDONCA; RODRIGUES, 2011).

A hipoderme composta do tecido adiposo é a camada mais profunda, est4 envolvida no
processo de reserva, isolamento térmico e protecdo do corpo. Este tecido € referido também
como tecido subcutaneo ou fascia superficial (RIVITTI, 2014; BERNE; LEVY, 2010).

Eixo co péic

Recaptor — Epiderme

de tato

Giandula
sabacea

Terminaegdo
nervosa

Terminagdes
nervosas

L Derme  MVres

Receptor
de pressdo

- Tela
subcutanea

Nervo (dor)
Glandula sudorifera

Tocido Tecide conjuntive

FIGURA 1- Pele e suas estruturas (BERNE; LEVY, 2010).
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2.2 FERIDAS

As feridas constituem um dano a pele, o qual pode ocorrer de uma simples quebra da
integridade da pele a um maior comprometimento no tecido subcutaneo, 0ssos, tenddes,
musculos, vasos e nervos (VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). Podem ser desencadeadas
através de processos patoldgicos, cirurgias, traumas (mecénico, quimico ou fisico), isquemias
e queimaduras (ARAUJO, 2010; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009; BLANES et al.,
2004).

Ha diversas formas para a classificagdo das feridas, essas podem ser definidas quanto a
causa como as feridas cirurgicas que ocorrem em resultado de uma intervencao, as traumaticas
gue sdo mediantes a acao de um agente através da perfuracdo, do corte, do frio, do calor e de
agentes quimicos, e ulcerativas em virtude da cessacdo de suprimento sanguineo em
determinada regido (EBERHARDT et al, 2015).

Quanto ao tempo de duragcdo podem ser agudas ou cronicas, as primeiras séo feridas
recentes, ja as segundas tém um tempo de duracio superior a seis meses. E importante frisar
que as feridas cronicas causam grande impacto e modifica¢do no estilo de vida dos pacientes,
pois afetam o bem-estar psicoldgico, causam disturbios de auto-imagem e negacao do estado
de saide (SILVA et al, 2017).

As feridas tém se tornado uma complicacgdo importante e um fato preocupante. Tendo
em vista que constitui um grave problema de salde publica e causa impacto econémico e social.
Os pacientes portadores de feridas crbnicas precisam do uso de curativos em periodos
prolongados, provocando um gasto financeiro relevante para a satde. Nos Estados unidos, o
gasto anual para cuidado das lesdes no Sistema de Saude é de $ 50 bilhdes, j& para o reparo da
ferida o custo esta em torno de US $ 3.349-9.358 (LIMA et al., 2016; OCHOA; RAHIMI;
ZIAIE, 2014; DORAI, 2012; POSNETT et al., 2009).

No Brasil, alguns dados ratificam que a maior parte da populacéo acometida por feridas
sdo aposentados, com idade maior que 60 anos e contém feridas cronicas, o que reflete na
oneracdo de gastos publicos e consequentemente afetando a qualidade de vida, de forma que
provoca alteracdo no bem-estar psicoldgico, negagdo do estado de saude e disturbios de auto-
imagem (LIMA et al., 2016; OCHOA; RAHIMI; ZIAIE, 2014; MENDONCA; WAIDMAN et
al., 2011; COUTINHO-NETTO, 2009).

Segundo o INSS (Instituto Nacional do Seguro Social), o problema com feridas cronicas
impactam na produtividade do Brasil, ja que € a segunda causa de afastamento no trabalho. O

Ministério da salde estimativa que cerca de 5 milhdes de brasileiros sofrem com feridas
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cronicas (ACIDADE ON, 2018). Com a implantacdo de produtos tradicionais, naturais, no
tratamento de feridas, o custo financeiro pode ser diminuido, objetivando a cicatrizacdo precoce
dessas lesdes (DORAI, 2012; POSNETT et al., 2009).

Quanto ao tipo de cicatrizacdo, subdividem-se em feridas de primeira intengdo como as
feridas cirurgicas que cicatrizam através da justaposicdo das bordas, em feridas de segunda
intencdo que as bordas ficam distantes em virtude da grande perda tecidual, o que acarreta em
um processo cicatricial mais lento. E em feridas de terceira intengdo que sao feridas as quais se
romperam ou que sdo serdo suturadas posteriormente (SILVA et al, 2017; BRUNNER&
SUDDARRTH, 2014) (Figura 2).

Existem diversos fatores que estéo interligados com a cicatrizagdo, de modo que podem
retardar esse processo, tais como hemorragias, hipovolemia, edema, corpos estranhos, déficit
de oxigénio, acimulo de secrecdo, sepse, imunossupressdo, diabetes mellitus e desnutri¢éo.
Com isso requer uma maior gama de tecnologias e recursos, a fim de proporcionar uma melhor
assisténcia ao paciente (SILVA et al, 2017; BRUNNER & SUDDARRTH, 2014).

A. PRIMEIRA INTENCAO

/

\
\

Incisdo limpa Sutura inicial Cicatriz em
fio de cabglo

B. SEGUNDA INTENGAO

Ferida com Granulagao O epitélio cresce
intervalo irregular sobre a cicatriz
C. TERCEIRA INTENGAO

Ferida Granulagao Sutura tardia
aumentada com cicatriz larga

FIGURA 2- Mecanismos de Cicatrizacdo das feridas (BRUNNER & SUDDARRTH, 2014).
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2.3 FASES DA CICATRIZACAO

O processo cicatricial envolve uma série de eventos que estdo dispostos na fase de
coagulacdo, inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo. A medida que é provocada uma les3o,
0 organismo atua envolvendo células extracelulares e acdo de mediadores a fim de obter a
reparacao tecidual (VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2016) (Figura 3).

Imediatamente, apds ocorrer a lesdo, € desencadeado o processo de hemostasia e
coagulacdo com o proposito de evitar exsanguinacdo. De forma subsequente, a cascata de
coagulacao é ativada, resultando na agregacdo de plaquetas e formacédo de coagulos, formando
um tampao rico em fibrina, fibronectina, vitronectina e trombospondina que além de causar
hemostasia evita a invasdo de microorganismos (OLIVEIRA; DIAS, 2012; VELNAR,
BAILEY, SMRKOLJ, 2009; MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

Com a ativacdo da cascata de coagulacao, as plaquetas liberam fatores de crescimento,
como Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Transforming Growth Factor-f (TGF-f),
Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth Factor-a (TGF-a) e Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). O VEGF
atua na angiogénese e na granulacao de tecidos na fase inicial da cicatrizacéo, enquanto o PDGF
é imprescindivel para a inflamacéo, granulacéo, reepitelizacdo e remodelacdo durante as trés

fases do processo de cicatrizagdo (XIE et al., 2013).

Desse modo, o0s mecanismos inflamatérios iniciam-se com a vasodilatacdo
intensificando sinais flogisticos, 0 aumento da permeabilidade vascular estimulado por
prostaglandinas e histamina e atracdo de neutréfilos e macréfagos para a ferida em resposta
celular os fatores de crescimento (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2017,
MEDEIROS; DANTAS FILHO, 2016; VELNAR, BAILEY, SMRKOLJ, 2009).

Os neutrdfilos sdo atraidos ao leito da ferida apds 24h de lesdo tém como finalidade a
destruicdo bacteriana, remogédo de tecidos e excrecdo de citocinas como Tumor Necrosis
Factor- a (TNF-a), a qual estimula macrofagos, queratinocitos, fibroblastos e expressédo de
fatores de crescimento para a angiogénese e sintese de colageno. Subsequente os neutréfilos
sdo substituidos por macro6fagos (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2017).

Os macrofagos, por sua vez, chegam a ferida entre 48h a 96h, sdo imprescindiveis no
processo de fagocitose de tecidos danificados, na atragdo de fatores quimiotaticos e producéo
de vérios fatores de crescimento importantes para a estimulacdo da producdo de tecido de
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granulacdo. Além disso, estimulam a formacgdo de fibroblastos (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2017; MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

A medida que a concentracdo local dos fatores de crescimento e citocinas se elevam, 0s
processos de regeneracdo vascular e fibroplasia se intensificam, formando um tecido rico em
elementos vasculares e celulares, denominado tecido de granulacdo que, gradativamente, vai se
alastrando e preenchendo o vazio resultante dos tecidos eliminados (CARLUCCI et al., 2007;
McDOUGALL et al., 2006; NARINE et al., 2006; TENIUS et al., 2007).

A partir do 7° dia, tém a predominancia de linfocitos no leito da ferida, os quais sdo
atraidos pela Interleukin-2 (IL-2), que agem secretando linfocinas, estimulando os macro6fagos
e fibroblastos (OLIVEIRA; DIAS, 2012; MEDEIROS; DANTAS FILHO, 2016).

Em resposta, Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Insulin-like Growth Factor 1
(IGF-1) e fator de crescimento epitelial comegam a atrair os fibroblastos, esses por sua vez vao
liberar citocinas, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Interleukin-1(IL-1),
Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-8 (IL-8), Transforming Growth Factor-o e  (TGF-a, TGF-f)
e TNF-a. Dentre esses, 0 PDGF e TGF-a agem estimulando os fibroblastos e miofibroblastos
para producdo de nova matriz extracelulara base de proteinas de hialuronano, fibronectina,
proteoglicanos e colageno tipo | e tipo Il (MEDEIROS; DANTAS FILHO, 2016;
MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009).

No processo cicatricial, a angiogénese, formacéo de novos vasos, é fundamental para a
cicatrizacio. E estimulada pelo Tumor Necrosis Factor- o (TNF-o) e impulsiona a migracdo de
ceélulas endoteliais para a formagéo de capilares. Sabe-se que VEGF, TGF-p e angiogenina sao
moléculas essenciais no processo da angiogénese (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2017; MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

A matriz de colageno tipo Il1, que foi inicialmente produzida é reabsorvida em colageno
tipo 1, sofre deposicdo no processo de remodelacdo que confere forca de tenséo a ferida. Além
disso, a partir das colagenases e proteinases as fibras que estavam dispostas paralelamente sao
degradadas e os fibroblastos comegam a depositar um novo colageno com fibras mais espessas
e resistentes (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2017; MARQUES, 2016;
MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).
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2.4 CURATIVOS

Desde a antiguidade existe a tentativa de encontrar procedimentos e meios, a fim de
acelerar o reparo tecidual. O cenario, no que diz respeito aos curativos empregados, tem
avancado e trazido consigo bons resultados, no entanto o elevado custo dos recursos, a
cronicidade da lesdo, comorbidades associadas e a diversidade de produtos com diferentes
mecanismos sdo barreiras no processo de cicatrizagdo (SILVA et al.,, 2017; SILVA;
ALMEIDA; ROCHA, 2014; MANDELBAUM; DI SANTIS; SANT’ANA MANDELBAUM,
2003b).

A partir da década de 70 e com o avango da tecnologia, as pesquisas intensificaram e
comprovaram diversas vertentes que perduram até hoje. Dentre as diversas caracteristicas
comprovadas, sabe-se que a manutencdo do ambiente imido na ferida, a facilidade de remocao
e a diminui¢do da troca do curativo, boa relagdo custo/beneficio, manutencdo das areas
periféricas secas e protegidas e a facilidade de aplicacdo contribuem para o sucesso cicatricial
(SILVA et al., 2017; MANDELBAUM; DI SANTIS; SANT’ANA MANDELBAUM, 2003b).

O curativo é um recurso com a finalidade de favorecer protecdo, umidade, preservacao

da pele e acdo no processo tecidual. Existe atualmente uma ampla variedade de curativos



22

(Figura 4) que tém o objetivo de proteger as feridas de agentes flogisticos e ressecamento na
fase de cicatrizagdo, além de manter as celulas viaveis e facilitar a liberacdo de fatores

estimulantes da proliferacdo (SMANIOTTO et al., 2012).

Mecanismo de acéo IndicagOes Desvantagem

Alginato de | Hemostasia, absorcdo de | Feridas exsudativas | Nao deve ser usado

célcio exsudatos e desbridamento | ou com em feridas simples e
autolitico. sangramento, secas.

agudas ou cronicas

Hidrogel Quimiotaxico para | Queimaduras e | Nao deve ser usado
leucocitos, favorece a | feridas com tecidos | na  presenca de
angiogénese, promove | desvitalizados. infeccéo.
desbridamento autolitico e
mantém o meio Umido
ideal.

Hidrocoloide | Absorve pequeno volume | Protegdo de | N&o deve ser usado
de exsudato e mantém o | proeminéncia 6ssea | na presenca de
meio Uumido. e feridas com lesdo | infeccdo e de grande

parcial de pele. quantidade de
exsudato e necessita
de trocas
frequentes.

Filme Mantém a umidade e o pH | Feridas secas ou | Descolam

transparente | natural da pele. com dano parcial de | gradativamente nas

tecido e | areas ja epitelizadas
queimaduras. e podem provocar
hipersensibilidade.

Acetato  de | Mantém o meio Umido e | Queimaduras e | Ruptura do curativo

celulose tem permeabilidade | areas doadoras de | em  regides de
seletiva. enxerto. articulacdo e baixo

poder de absorcao.
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Gaze ndo | Evitam  aderéncia  do | Queimaduras Alguns tipos de
aderente curativo a ferida e evitam a | superficiais,  p0s- | gaze ndo aderentes
dor durante a troca. traumas e feridas | sdo  impregnados

com formacdo de | com

tecido de | antimicrobianos,
granulacéo. que podem  ser
téxicos aos

fibroblastos.

FIGURA 4- Tipos de curativos disponiveis. Adaptado de SMANIOTTO et al., 2012 e MANDELBAUM; DI
SANTIS; SANT’ANA MANDELBAUM, 2003b.

Além desses, existem curativos derivados de biomateriais que apresentam diversas
vantagens, dentre elas, compdem a matriz natural do tecido, ou seja, sdo biocompativeis no que
se refere a toxicidade, biodegradaveis e capazes de incorporar compostos ativos como, por
exemplo, agentes antimicrobianos e fatores de crescimento, possibilitando o contato direto no
local da injdria e tem um custo menor do que esses ja preconizados no mercado (BOATENG
etal., 2012).

Existe no mercado produtos utilizados para a aceleracdo do processo cicatricial, como
os derivados de Aloe vera que representa atividade anti-inflamatoria e cicatrizante, através do
aumento de fibroblastos, estimulo na secrecdo do VEGF (FREITAS; RODRIGUES; GASPI,
2014).

Diante disso, polimeros naturais tém sido cada vez mais estudados para 0 manejo de
feridas devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, auséncia de toxicidade e baixa
antigenicidade (BAYER et al., 2012; CEN et al., 2008; CHENG et al., 2004; PATI et al., 2012).

2.5 MEMBRANA

Membranas de polimeros naturais apresentam como caracteristicas a capacidade de
reabsorcdo, biocompatibilidade e auséncia de toxidade, esses aspectos benéficos contribuem
significativamente no tratamento de feridas, pois como apresenta facilidade na aplicacdo nédo
sera necessaria uma intervengdo cirurgica para sua remocdo, evitando complicacdes pos-
operatorias e desconforto do paciente (DIAS et al., 2011; NUNES et al., 2016; OH et al., 2013).

Diante da sua pluralidade de beneficios, existem alguns estudos que vém explorando a

associacdo de polimeros com compostos bioativos no processo de reparagédo tecidual, como a
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eficacia da gelatina em traumas fisicos quando associado com &cido hialurénico (THANUSHA,
DINDA; KOUL, 2018) na cicatrizagdo de feridas em diabéticos quando incluido com ions
bioativos (LV et al., 2017) e em queimaduras quando incorporado com lipossomas e &cido
usnico (NUNES et al., 2016).

A gelatina € um polimero natural formada a partir do coldgeno que tem como
caracteristica a porosidade e liberacdo controlada de compostos ativos nos tecidos
(THANUSHA; DINDA; KOUL, 2018; DANTAS et al., 2011). Além disso, estudos reportam
sua eficacia na aceleracdo da granulacio e epitelizacdo (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al.,
2009).

Diante dessas caracteristicas, a gelatina é uma alternativa promissora, tendo em vista
que apresenta aspectos positivos e ndo tem problemas relacionados a baixa estabilidade e

resisténcia na forma como a membrana de colageno (NUNES et al., 2016).

2.6 LIPOSSOMAS

Mediante a limitacdo da biodisponibilidade de farmacos no organismo, houve um
estimulo na inovacgdo da pesquisa. Estudos com lipossomas, micelas e dendrimeros tém sido
amplamente abordados na descoberta para aplicacdo clinica e eficacia no tratamento
(LAMICHHANE, et al., 2018).

Os lipossomas séo vesiculas membranosas com uma bicamada de fosfolipidios naturais
e colesterol, biodegradaveis, biocompativeis e que fornece uma liberacdo controlada do
farmaco, permitindo a reducdo da toxidade e melhorando consequentemente a
biodisponibilidade (AKBARZADEH et al., 2013; NUNES et al., 2016).

Além disso, tem como propriedade a hidrofilicidade e lipofilicidade, ou seja, tem a
afinidade e ¢é sollvel em agua e lipideos, por isso pode ser usado como veiculo em drogas

insollveis em agua, como € o caso da Naringenina (NUNES et al., 2016).

2.7 PRODUTOS NATURAIS

O uso de produtos naturais para tratamento é uma pratica utilizada desde a antiguidade.
Com a grande diversidade da fauna e da flora brasileiras, a partir da colonizagdo do Brasil
intensificou-se a busca cientifica no manejo das plantas para tratamento de diversas doencas
(ALMEIDA; MARTINEZ; PINTO, 2017).
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Os produtos naturais sdo fontes ricas de componentes bioativos que vém demonstrando
eficacia no tratamento de algumas doencas (GEORGE; DELLAIRE; RUPASONGHE, 2016).
A sua obtencdo ocorre a partir da extracdo de plantas para possivel utilizacdo de fins
terapéuticos (OKODUWAetal., 2016).

Os extratos obtidos apresentam diversos compostos bioativos como alcaloides,
glicosideos, fenolicos, terpendides e flavondides (OKODUWA et al., 2016).

Dentre os compostos bioativos, é possivel destacar os flavondides, eles sdo compostos
polifendicos que tém sido alvo de muitas pesquisas, estdo presentes em frutas, vegetais, chas e
vinho (GEORGE; DELLAIRE; RUPASONGHE, 2016). Esses compostos apresentam diversas
atividades como anti-inflamatoria (NAPIMOGA et al., 2013), antitumoral (QINGLIN, et al.,
2017), antioxidantes e antimicrobiana (OLIVEIRA, et al., 2012).

2.8 NARINGENINA

Dentre os flavondides promissores para a industria farmacéutica, a Naringenina (NAR)
é um flavonoide abundante em frutas citricas e que representa um composto promissor para fins
terapéuticos. Estudos reportam seus efeitos anticancerigenos, antimutagénicos, anti-
inflamatdrios, antifibrinogénicos e antioxidantes (DOU et al., 2013; VAN MEEUWEN et al.,
2007; GALLUZZO et al., 2008).

Entretanto, alguns compostos naturais apresentam uma limitada aplicabilidade por conta
de sua caracteristica hidrofébica, como é o caso da Naringenina. Os lipossomas aparecem como
novo advento para melhorar as propriedades farmacoldgicas de tais compostos
(AKBARZADEH et al., 2013). A utilizagdo da NAR em lipossomas tem sido usada para
melhorar a resposta terapéutica do farmaco, promovendo melhorias na solubilidade,
biodisponiblidade, estabilidade e permitindo uma reducéo de efeitos colaterais (NUNES et al.,
2016).

Diante disso, a Naringenina quando incorporada em lipossomas apresenta um grande
potencial terapéutico, o que a torna candidata a farmaco para o tratamento de feridas cutaneas

abertas.
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3 JUSTIFICATIVA

A pele tem como funcdo promover e manter harmonia no corpo humano, quando
lesionada desencadeia respostas em virtude do comprometimento da sua funcdo basica. As
feridas cronicas, por sua vez, ttm como caracteristica um processo cicatricial demorado, o que
provoca desconforto fisico e psicoldgico ao paciente. Alem disso, o elevado custo, internacdes
prolongadas, amputacGes, absenteismo no trabalho e alteracdo no bem-estar fazem parte da
realidade de pessoas com feridas cronicas, sendo esse um grave problema de salde publica.

O uso de produtos naturais como agentes terapéuticos tém despertado o interesse de
pesquisadores em identificar e desenvolver compostos que apresentem baixo custo, menor
numero de efeitos colaterais e maior biodisponibilidade. As plantas medicinais sdo fontes ricas
de componentes bioativos que vém se demonstrando eficacia no tratamento de algumas
doengas.

O Nordeste ¢ um grande fornecedor de produtos primarios resultantes da agricultura.
Sergipe ocupa a quarta posicdo de produtor de laranja, destacando-se na exportacdo. Por sua
vez, a Naringenina é encontrada na casca da laranja. Fator esse que possibilita, viabiliza e reduz
custos para a realizagdo do estudo.

Tomando como base as caracteristicas farmacoldgicas ja descritas na literatura da NAR
associada com a necessidade de novas alternativas para a acelera¢do do processo cicatricial o
presente trabalho tem como proposta avaliar a possivel acdo cicatrizante da NAR em

lipossomas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos da naringenina em lipossomas incorporada a membranas bioativas de
gelatina (GEL/NAR) sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas em modelo animal de
ferida excisional aberta.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito de GEL/NAR sobre o processo cicatricial de feridas cutaneas
excisionais em modelo animal;
e Determinar as alteracdes morfoldgicas do processo de cicatrizacao de feridas cutaneas

excisionais induzidas pelo tratamento com GEL/NAR;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1CARACTERIZACAO DA PESQUISA

Esse estudo é de carater experimental que segue um planejamento rigoroso para
realizacdo de todos protocolos experimentais, os quais foram realizados no Laboratério de

Neurociéncias e Ensaios Farmacoldgicos (LANEF).

5.2 OBTENCAO DAS MEMBRANAS DE GELATINA

As membranas contendo gelatina e lipossomas ou gelatina contendo lipossoma e
naringenina (GEL/NAR) nas concentracfes de 1% e 2,5% foram obtidas e caracterizadas em
parceria com o Laboratorio de Ensaios Farmacéuticos e Toxicidade (LEFT), localizado na
Universidade Federal de Sergipe (UFS), sob coordenacdo do Prof. Dr. Adriano Antunes de
Sousa Araujo.

O desenvolvimento do processo envolveu a preparacdo das formulacdes farmacéuticas

e a caracterizacdo das mesmas.

5.3 ANIMAIS

Foram utilizados 80 ratos (Rattus novergicus) machos da linhagem Wistar (250-300 g)
oriundos do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de
Sergipe (DFS/UFS). Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12:00h/12:00h (claro:
6 as 18 h; escuro: 18 as 6 h), a temperatura de 25° + 1°C, com dieta balanceada com ragédo do
tipo “pallet”, acesso livre a 4gua e em gaiolas com dimensdes 41 x 34 x 16 cm, no Biotério do
Laboratorio de Neurociéncias e Ensaios Farmacoldgicos, localizado no Departamento de
Fisiologia (LANEF/DFS). Todos os protocolos experimentais propostos respeitaram 0s
critérios éticos de experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério (SBCAL) e foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da UFS (CEPA/UFS: 71/2015).
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5.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.4.1 Delineamento Experimental

Neste estudo, utilizou-se o modelo animal de feridas cutaneas abertas. Os animais
utilizados para a realizacdo dos protocolos experimentais foram distribuidos, ao acaso, em 4

grupos constituido cada um por 8 animais (Figura 5).

e GEL/BR: Constituido por animais submetidos a confeccéo da ferida e tratados com
membrana de gelatina com lipossomas;

e GEL/NAR 1%: Constituido por animais submetidos a confeccdo da ferida e tratados
com membranas bioativas de gelatina contendo lipossomas e naringenina a 1%;

e GEL/NAR 2,5%: Constituido por animais submetidos a confeccéo da ferida e tratados
com membranas bioativas de gelatina contendo lipossomas naringenina a 2,5%;

e LP: Constituido por animais submetidos a confecc¢ao da ferida e sem tratamento.

No dia da confecgéo das feridas foram aplicadas as membranas de acordo com cada

grupo, as quais permaneceram por sete dias consecutivos até a retirada da ferida.

Ratos

Wistar
250-300¢g

GEL/NAR GEL/NAR
| % 2,5%

FIGURA 5- Grupos experimentais Fonte: Acervo Pessoal.
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5.4.2 Modelo De Ferida Cutanea Excisional

Para a realizacdo do procedimento cirurgico, todos os animais foram pesados e
anestesiados (Ratos: ketamina na dose de 80 mg/kg e xilazina na dose de 10 mg/kg), por via
intraperitoneal. Apos atingir o plano anestésico, os animais foram tricotomizados na regido
dorsal e foi realizada a antissepsia com iodo-povidona topico a 10% (POVIDONE) (Figura 6).

O modelo de ferida cutdnea excisional, que mimetiza uma ferida cutanea aberta, consiste
na confeccdo de um ferimento do tegumento da regido dorso-costal do animal que envolve a
remogédo completa da epiderme e da derme com a profundidade dos planos fasciais ou gordura
subcutanea o qual permanece aberto para que possa ocorrer uma cicatrizagdo por segunda
intencdo. A técnica operatoria foi padronizada para todos os animais de cada grupo e consistiu
na excisdo total da pele e hipoderme realizada com um punch metélico para biépsia com 8 mm
de diametro (Richter) no centro da area tricotomizada. N&o foi realizada sutura nas feridas. A
hemostasia foi feita por compresséo digital com compressa de gaze. A cicatrizacdo ocorre a
partir das margens e na base da ferida pela formacgdo de um coagulo de fibrina que € invadida
por tecido de granulacéo e pela migracdo de uma lingua epidérmica ao longo da interface entre
o tecido de granulacdo e coagulo. Isso proporciona grande quantidade de tecido de granulagéo,
fundamental para a contagem dos elementos do mesmo (BARRETO et al., 2013; FREITAS et
al., 2010).

Ao final do procedimento cirargico, foi realizada a fotografia, mensuracdo da ferida
com paquimetro digiral para posterior analise e imediatamente foi realizado o tratamento topico
em dose Unica que permaneceu por 7 dias (Figura 6).

Os animais foram realocados (2 a 2) nas suas respectivas gaiolas com racdo e agua ad
libitum e foram examinados diariamente, durante 7 dias, quanto a mobilidade e as condicGes da
ferida e suas complicacdes, com registro em fichas individuais. Apds 7 dias realizou-se novas
fotografias, mensuracGes e retirou-se o tecido necessario da ferida para ser direcionado ao

processamento histologico apds eutanésica (Figura 6).
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FIGURA 6- Delineamento experimental. Fonte: Acervo pessoal.

5.3.3 Avaliacdo Macroscopica

A avaliacdo macroscopica ocorreu no 7° dia ap6s a confeccdo da ferida, posteriormente,
os animais foram pesados e entdo sacrificados com dose letal de anestésico. Apds a eutanasia,
os ratos foram colocados em mesa cirlrgica e tiveram suas feridas fotografadas com camera de
celular iphone 5S 8.0 mega pixels, com resolucdo 3264 x 2448 pixels, & distancia constante de
10 cm da mesa cirurgica. Foi realizada a medida do didmetro da ferida residual no eixo cranio-
caudal e latero-lateral com paquimetro digital (MessenO) (Figura 7). Para a determinaco das

areas das feridas, utilizou-se uma variacdo da formula A = wt.R.r, onde:

A- Area da ferida;

n- Valor matematico utilizado até a quarta casa apos a virgula (3,1415);
R-Raio maior da ferida;

r- Raio menor da ferida.

Neste experimento, R e r corresponderdo aos raios das feridas no sentido cranio-caudal

e latero-lateral, respectivamente (PRATA et al., 1988). Os didmetros obtidos foram divididos
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por 2 determinando-se, dessa maneira, os raios (BARRETO et al., 2013). Para a determinacéo
da area resultante (AR), utilizou-se a formula [(A0-At) / A0] x 100 = AR, onde: A0 — Area

inicial apos confeccdo; At — Area final medida antes da retirada da ferida e AR = Area resultante

(AGRA et al., 2013).

FIGURA 7- Foto paquimetro digital. Fonte: Acervo pessoal.
5.3.4 Analise Histoldgica

Apds os protocolos de avaliagdo macroscopica, os ratos foram eutanasiados no 7° dia
poés-operatdrio e a area residual da ferida foi retirada com margem de 1 cm de pele integra em
torno da lesdo com profundidade até a primeira camada muscular. A peca foi colocada em uma
placa de Petri e examinada em estereomicroscopio com 2x de aumento para verificacdo de
crostas, secregdes, necroses e cicatrizes hipertréficas. Cada peca foi fixada por alfinetes em
EVA e colocada em recipiente plastico com solucdo de formol tamponado (10%) por 48h para
a fixagao.

Decorrido o periodo de 48h, as pecas foram seccionadas transversalmente, clivagem, e
tratadas convenientemente para a inclusdo em parafina, seguiu-se com sec¢do em micrétomo
(5 um) e coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE) para analise histopatoldgica (Figura 8).

Ap0s coloracdo, as laminas foram avaliadas quanto a proliferagdo vascular, presenca de
células mononucleares e polimorfonucleares, proliferacdo de fibroblastos e epitelizacédo na area

de cicatrizacdo.
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FIGURA 8- Processamento histolégico. Fonte: Acervo pessoal.

5.3.4.1 Andlise Histomorfoldgica da Reacao Inflamatéria

Para avaliacdo das caracteristicas histomorfoldgicas associadas ao processo
inflamatorio/reparativo foram analisadas as secc@es histoldgicas coradas com HE, observando-
se 0s seguintes critérios: intensidade e tipo do infiltrado inflamatdrio.

A intensidade do processo inflamatorio foi observada e determinada de acordo com 0s
seguintes critérios:

e 1. Quando as células inflamatérias, independentemente de seu fenotipo,
constituiram menos de 10% da populacdo celular observada na area da ferida
cirtrgica (leve ou ausente);

e 2: Quando as células inflamatdrias, independentemente de seu fenotipo,
constituiram entre 10% e 50% da populacéo celular observada na area da ferida
cirurgica (moderada) €;

e 3: Quando as células inflamatdrias, independentemente de seu fenotipo,
constituiram mais de 50% da populacdo celular observada na area da ferida
cirurgica (severa) (BARRETO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2009).
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A tipagem da reacdo inflamatdria foi determinada considerando-se a analise quantitativa
das diferentes células inflamatorias individualmente, a saber: neutrofilos, eosindfilos,
linfdcitos, plasmdcitos e macrofagos, identificadas pela sua morfologia especifica. Desta forma,
esta analise obedeceu aos mesmos critérios de classificacdo descritos acima (1, 2 ou 3).

Apo6s a semi-quantificacdo, a reacdo inflamatoria foi categorizada de acordo com o
fendtipo inflamatorio predominante em:

e Inflamacdo aguda: Predominacao de neutrofilos e/ou eosindfilos;

e Inflamacdo subaguda: Equilibrio  entre  neutrofilos/eosindfilos e
linfocitos/plasmdcitos;

¢ Inflamacdo crénica inespecifica: Predominio de linfécitos e/ou plasmdcitos;

e Inflamacdo cronica granulomatosa: Predominacdo de macrofagos e/ou
gigantocitos (BARRETO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2009).

5.3.4.2 Determinagéo do indice de Percentual de Epitelizacio da Superficie da Ferida

O indice de reepitelizacao da superficie da ferida foi avaliado observando-se a formacao
de epitélio pavimentoso estratificado na regido correspondente a superficie da ferida cirtrgica.
Para obtencdo deste indice, foram selecionadas 04 imagens previamente fotomicrografadas de
cada secc¢ao histoldgica. Estas foram processadas em um software especifico para morfometria
(Image Tool), onde determinou-se o numero de pixels correspondente a area de extensao
ocupada pela faixa de epitelizacdo na superficie da ferida e a extenséo total da superficie da
ferida. Posteriormente, determinou-se o percentual de epitelizacdo (Ep) em cada caso,
calculando-se a razdo entre a extensdo superficial ocupada pelo epitélio neoformado (Eex) e a
extensdo total do ferimento (Et), multiplicando-se por 100 (BARRETO et al., 2013), de acordo
com a seguinte formula: Ep = (Eex/Et) x 100, onde:

Ep — Percentual de epitelizacéo;

Eex — Extensdo superficial ocupada pelo epitélio neoformado;

Et — Extensao total do ferimento
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando-se GraphPad Prism versao
5.0, através do teste de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo pos-teste de

Tukey. Os valores foram considerados significativos quando p< 0,05.
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6 RESULTADOS

No presente estudo, as lesbes cutaneas foram analisadas macroscopicamente, por meio
de mensuracgdo da area reducional da ferida. Histologicamente, quanto ao tipo e a intensidade
de infiltrado inflamatdrio, ao indice de epitelizacdo, bem como, na observagdo de elementos
que compde a reestruturacdo tecidual, como proliferacdo de vasos, presenca de fibroblasto, o
surgimento folicular e glandular na composicao do tecido neoformado.

6.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

No 7° dia de experimentacdo, os dados obtidos na reducdo da area da ferida residual foi
significativa para o grupo BR (61,83992 + 1,825863; p<0,001), GEL/NAR 1% (56,16075 +
3,653587; p<0,001) e GEL/NAR 2,5% (58,21967 + 1,651126; p<0,001) quando comparado ao
LP (37,41523 £ 6,276465) e ndo apresentaram diferenca estatistica entre eles (Figura 9 e 10).

LP BR GEL/NAR GEL/NAR
1% 2.5%
h . . . .
e B h

7 dias

FIGURA 9- Efeito da naringenina (GEL/NAR) na &rea das feridas nos ratos. Grupos de ratos foram tratados por
7 dias com membrana de gelatina contendo lipossomas (BR) (b,f); membrana de gelatina contendo lipossomas e
NAR 1% (c,g); membrana de gelatina contendo lipossomas e NAR 2,5% (d,h) ou sem tratamento (LP) (a,e).
Correspondendo ao dia 0 (a,b,c,d), momento da confecgdo da ferida, e ao dia 7 (e,f,g,h), momento da retirada da
ferida.
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FIGURA 10- Efeito da naringenina (GEL/NAR) sobre a mensuracdo da redugdo da area da ferida residual
(mm?) por 7 dias. Grupos de ratos foram tratados com membrana de gelatina contendo lipossomas (BR);
membrana de gelatina contendo lipossomas e NAR 1%; membrana de gelatina contendo lipossomas e NAR
2,5% ou sem tratamento (LP). Os valores estdo representados pela média e com ##p < 0,001 quando comparado
ao grupo LP. ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey (n= 8/grupo).

6.2 AVALIACAO MICROSCOPICA

A avaliagdo microscépica foi constituida de analise das ldaminas coradas em HE quanto
as caracteristicas histolégicas associadas ao processo inflamatério/reparativo, observando-se o0s
critérios de intensidade, tipo de infiltrado inflamatdrio e indice de epitelizacdo apo6s o 7° dia
pos-cirurgico.

A intensidade da resposta inflamatoria foi classificada como moderada nos grupos LP
(@) e BR (b) e GEL/NAR 1% (c) e leve no grupo GEL/NAR 2,5 % (d). Além disso, de acordo
com o fendtipo inflamatdrio observou-se inflamacao subaguda nos grupos LP (a) e BR (b) em
virtude do equilibrio entre neutréfilos e linfécitos e inflamacdo cronica inespecifica nos grupos
GEL/NAR 1% (c) e 2,5% (d) diante do predominio de linfocitos (Figura 11 e Tabela 1).

Os grupos GEL/NAR 1% e GEL/NAR 2,5% (c e d) demonstraram uma maior

vascularizagéo e deposicéo de fibroblastos em comparagdo com os grupos LP e BR (a, b).
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7.7 e . :
FIGURA 11- Efeito da naringenina (GEL/NAR) na analise histologica das seccGes de feridas coradas em HE.
Grupos de ratos foram tratados por 7 dias com membrana de gelatina contendo lipossomas (BR) (b); membrana
de gelatina contendo lipossomas e NAR 1% (c); membrana de gelatina contendo lipossomas e NAR 2,5 % (d) ou
sem tratamento (LP) (a). Foi observada reagdo inflamatdria do tipo moderada nos grupos LP (a) e BR (b) e NA
1% (c) e inflamacg&o leve no grupo NA 2,5 %(d). Inflamacdo subaguda nos grupos LP (a) e BR (b) e cronica
inespecifica nos grupos GEL/NAG 1% (c) e 2,5% (d).
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TABELA 1- Avaliacdo do infiltrado inflamatério a partir da anélise histologica das secgdes de
feridas coradas em HE. Grupos de ratos foram tratados por 7 dias com membrana de gelatina
contendo lipossomas (BR); membrana de gelatina contendo lipossomas e NAR 1%; membrana
de gelatina contendo lipossomas € NAR 2,5 % ou sem tratamento (LP).

. Leucdcitos
Grupo Animais Int~en5|dade d"fl . . . .
Reagdolnflamatoria Neut. Eosin.  Linf. | Plasm. | Macr. Gig.

R1 2 2 1 1 1 1 1

R2 2 2 1 2 1 2 1

R3 2 1 1 2 1 2 1

LP R4 5 1 1 2 1 2 1
R5 2 2 1 1 1 2 1

R6 2 1 1 1 1 1 1

R7 2 1 1 1 1 2 1

R1 2 2 1 1 1 1 2

R2 2 2 1 2 1 2 1

BR R3 2 1 1 2 1 2 2
R4 3 2 1 1 1 2 1

R5 2 1 1 1 1 2 1

R6 2 1 1 2 1 2 1

R1 2 2 1 1 1 2 1

R2 2 1 1 2 2 1 1

GEL/NAR R3 2 2 1 1 1 2 1
1,0% R4 2 1 1 2 1 1 1
R5 1 1 1 1 1 1 1

R6 1 1 1 1 1 1 1

R7 2 1 1 2 2 2 1

R1 1 2 1 1 1 1 1

R2 1 1 1 2 1 1 1

R3 2 1 1 1 1 2 1

GEL/NAR R4 1 1 1 2 1 1 1
2,5% RS 2 1 1 2 1 1 1
R6 1 1 1 2 1 1 1

R7 2 1 1 1 1 1 1

1: Representagcdo menor que 10%; 2: Representacdo entre 10% a 50%; Representagdo maior que 50%. Neut.:
Neutréfilos, Eosin.: Eosindfilos, Linf.: Linfocitos, Plasm.: Plasmocitos, Macro.: Macréfagos, Gig.: Gigantocitos.

Em relacdo a resposta inflamatdria, foi possivel observar uma resposta inflamtoria do
tipo moderada a severa nos grupos LP e BR, haja vista apresentaram uma quantidade
consideravel de células inflamatdrias (entre 10 e 50% ou > 50%), enquanto que a intensidade
inflamatoria foi menor nos grupos GEL/NAR 1% (predominio de amostras de tecido com
leucdcitos entre 10 e 50%) e GEL/NAR 2,5% (predominio de amostras de tecido com leucdcitos
< 10%), sendo classificada de leve a moderada), enquanto que a intensidade inflamatéria foi
menor nos grupos GEL/NAR 1% (predominio de amostras de tecido com leucdcitos entre 10 e
50%) e GEL/NAR 2,5% (predominio de amostras de tecido com leucdcitos < 10%), sendo

classificada de leve a moderada (Tabela 1).
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Embora no 7° dia pds-cirdrgico ndo houve diferenga significativa na andlise
macroscopica da area da ferida entre GEL/NAR 1% e 2,5% e BR, pode-se observar que
histologicamente o processo de cicatrizacdo encontrou-se mais adiantado nos grupos tratados
com GEL/NAR 1% e 2,5% quando comparado aos grupos LP e BR.

Em relacéo ao indice de epitelizacéo, observou-se que o grupo GEL/NAR 1,0% (80,000
+ 15,3188; p<0,01) registrou valores significativos comparado ao LP (58,6571 + 6,3892),
enquanto o grupo GEL/NAR 2,5% (75,2857 = 17,3754; p<0,05) foi significativo quando
comparado aos grupos LP (58,6571 + 6,3892) e BR (51,5714 + 11,0432) (Figura 12). Dessa
forma, o resultado da epitelizagdo no 7° dia corrobora com a analise histoldgica realizada nos
diferentes grupos, onde foi observado uma maior deposicdo de fibroblastos nos grupos
GEL/NAR 1,0% e GEL/NAR 2,5% (Figura 11).
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FIGURA 12- Efeito da naringenina (GEL/NAR) sobre o indice de epitelizacdo em feridas cutaneas abertas.
Grupos de ratos foram tratados por 7 dias com membrana de gelatina contendo lipossomas (BR); membrana de
gelatina contendo lipossomas e NAR 1%; membrana de gelatina contendo lipossomas e NAR 2,5 % ou sem
tratamento (LP). Os valores estdo representados pela média e com *p < 0,05 **p< 0,01 quando comparado ao
grupo LP e *p < 0,05 quando comparado com o grupo BR. ANOVA uma via, seguido pelo pds-teste de Tukey
(n = 8/grupo).
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7 DISCUSSAO

A cicatrizacdo € um processo dindmico com uma sequéncia de fases sobrepostas que
envolve a atuacdo de citocinas, células sangiineas, fatores de crescimento e matriz extracelular
(WANG et al., 2018; MASI et al., 2016).

No inicio da fase da inflamag&o os neutrofilos sdo as primeiras células a serem atraidas
por agentes quimiotaticos como TGF-p para o leito da ferida. Esses sdo responsaveis por
fagocitar e destruir todo material estranho, liberar enzimas proteolitica e espécies de radicais
livres derivados do oxigénio. Ap0s isso, macrofagos chegam ao local da injdria (VELNAR,;
BAILEY; SMRKOLJ, 2009). Os grupos LP e BR foram classificados como inflamagéo
subaguda, tendo em vista que expressaram uma grande quantidade de neutrofilos, o que pode
inferir que esses grupos mesmo apos 7 dias de tratamento ainda estava na fase inicial da
inflamacéo.

Posteriormente os macréfagos sdo atraidos ao leito da ferida e continuam com o
processo de fagocitose e na ativacdo de células endoteliais, fibroblastos e queratindcitos
(VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). No processo da fase inflamatoria tardia, os linfocitos
sdo as ultimas células a atuarem no processo cicatricial, sdo atraidos pela IL-1, a qual tem papel
fundamental na organizacdo da colagenase.

A fase proliferativa € caracterizada pela migracédo e deposicdo de fibroblastos e atuacéo
de agentes quimiotaticos como VEGF e TGF-a que sdo essenciais para a formacdo de novos
vasos (VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009) O VEGF pode agir sobre a quimiotaxia e
vasodilatacdo, conferindo nutricdo necessaria para o reparo tecidual ( MASI et al., 2016; BAO
et al., 2009).

Os grupos tratados com GEL/NAR 1% e GEL/NAR 2,5% foram classificados com
inflamacéo cronica inespecifica, pois apresentaram predominio de linfocitos. Demonstraram
uma maior vascularizagéo e deposicao de fibroblastos quando comparado aos outros grupos. A
partir desses dados é possivel entender que as membranas bioativas com NAR foram
fundamentais no processo cicatricial, visto que houve aceleragdo nas fases da cicatrizacao.

Além disso, sugere-se que o tratamento com GEL/NAR 2,5% aumentou concentragao
de VEGF, o que favoreceu a cicatrizacdo, acelerou a fase inflamatoria, induziu a formacéao de
novos vasos e promoveu a nutricdo tecidual. Tendo em vista que quanto a intensidade da
resposta inflamatdria a GEL/NAR 2,5% foi classificada como leve, enquanto os grupos LP,

BR, GEL/NAR 1% foram classificados como moderado.
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O efeito positivo da GEL/NAR na resposta inflamatéria pode estar relacionado com a
capacidade de reduzir a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a ¢ IL-6, inibir a
sintese de anion superoxido e o recrutamento leucocitario, agir nos macrofagos e induzir a
ativacdo do Nuclear Factor Erythroid 2 (NrF2) (MANCHOPE; CASAGRANDE; VERRI,
2016).

A epitelizacdo é descrita pela migragdo de células epiteliais das margens da ferida ao
centro (OLIVEIRA; DIAS, 2012; CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007) Os
fibroblastos deslocam-se para a ferida e sdo estimulados pelo PDGF para serem ativados e
proliferar-se, posteriormente, o0 TGF-P impulsiona os fibroblastos a sintetizar colageno tipo 1 e
a se transforarem em miofibroblastos, ricos em actina e miosina, que estdo envolvidos no
processo da contracao da ferida (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016; CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007). O tratamento com membranas bioativas contendo NAR favoreceu
a epitelizacdo através da maior deposicdo de fibroblastos (Figura 12) durante o periodo
experimental de 7 dias, demonstrando evolucao significativa no processo cicatricial.

A formacdo do tecido de granulacdo envolve a atuacdo dos miofibroblastos na
sobreposicao e entrelacamento das fibras de coldgeno (OLIVEIRA; DIAS, 2012; VELNAR,;
BAILEY; SMRKOLJ, 2009). As fibras de colageno atuam restaurando as superficies das
feridas e reparando a lesdo através da multiplicacdo de células e do surgimento do colageno
para a cicatrizacdo (BURLANDO; CORNARA, 2013). Sendo assim, sugere-se que 0O
tratamento com membranas bioativas contendo GEL/NAR 2,5% acelerou a formacao do tecido
de granulacdo através de uma possivel deposicdo de colageno e atividade dos miofibroblastos,

o0 que reflete na reducdo da area resultante.
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8 CONCLUSAO

Diante dos dados observados acerca do efeito de GEL/NAR sobre a cicatrizagdo de
feridas cutaneas excisionais em roedores, pode-se concluir que 0 GEL/NAR 2,5% acelerou o
processo de cicatrizacdo evidenciado pela reducdo da &rea residual da ferida, classificagdo como
inflamac&o leve e reducéo de neutrdfilos. Sugere-se que o tratamento com GEL/NAR 1% e
2,5% foi capaz de proporcionar a quimiotaxia, vasodilatacdo e formacdo de novos vasos,
garantindo uma melhor cicatrizacdo. Com isso, GEL/NAR representa uma alternativa

biotecnoldgica promissora para o tratamento de feridas.
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9 PERSPECTIVAS

Diante da necessidade de elucidar todos os mecanismos de acdo da Naringenina, ha
pretensdo na continuidade do estudo para executar analise histomorfoldgica da producéo de
coldgeno, avaliacdo da atividade antioxidante e realizacdo de ensaios imunoenziméticos como
Western Blot para determinacdo dos niveis de VEGF e Imunoensaio ELISA para quantificacdo

das citocinas pro—inflamatorias e anti-inflamatorias.
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