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RESUMO

FITOESTROGENOS NA CICATRIZA(}AO DE FERIDAS: REVISAO SISTEMATICA
E ESTUDO EXPERIMENTAL COM A BIOCHANINA A, Wemerson de Santana
Neres, Sao Cristovao, 2025.

A cicatrizacdo de feridas pode ser prejudicada devido a inflamacao exacerbada e
consequente formacdo de feridas cronicas. Na menopausa, a deficiéncia de
estrogeno é um fator que predispbe a esse tipo de lesdo cutanea, enquanto a
reposicao hormonal pode reverter essas feridas. Os fitoestrégenos sao alternativas
promissoras na cicatrizagdo de feridas em virtude dos efeitos semelhantes ao
estrogeno. No entanto, os mecanismos de ac¢édo dessas moléculas no reparo tecidual
ainda permanecem pouco explorados, sobretudo da Biochanina A (BCA), que néo
tem seu efeito cicatrizante ainda bem caracterizado em lesdes cutaneas
hipoestrogénicas. Objetivou-se realizar uma revisdo sisteméatica com énfase no
mecanismo de acdo cicatrizante dos fitoestrégenos em modelos pré-clinicos, bem
como um estudo experimental do efeito da BCA em camundongas
ovariectomizadas. Para a revisdo sistematica foi realizada a busca nas bases de
dados LILACS, EMBASE, PUBMED, Scopus e Web of Science, seguida da incluséo
dos estudos, extracdo e analise dos dados. Para avaliar o efeito cicatrizante da BCA,
feridas induzidas em camundongas ovariectomizadas ou simuladas foram tratadas
topicamente com veiculo, BCA 0,03mg, 0,09mg, 0,27mg ou 17p- Estradiol. Nos dias
0, 3, 7 elou 14 foram realizadas analises de tamanho da ferida, atividade de
mieloperoxidase, quantificacdo de TNF-a, IL-13 e IL-10 e analise histolégica das
lesbes. Foram incluidos 19 estudos na revisdo sistematica, dos quais a genisteina
foi o fitoestrégeno mais estudado. Foi observado que os fitoestrégenos agem como
cicatrizante, anti-inflamatorio, antioxidante, reepitelizante, angiogénico e fibroplasico,
principalmente. Os mecanismos de acdo de destaque foram a via classica mediada
pelos receptores estrogénicos e as vias alternativas envolvendo o TNF-a/NF-kB,
Nrf2, PI3BK/AKT e ERK. No estudo experimental, observou-se que a BCA reduziu a
area da ferida durante a fase inflamatdria, bem como a atividade de mieloperoxidase
(infiltrado de neutrdfilos) e a citocina pro-inflamatoria TNF-a. Além disso, aumentou a
quantidade de citocina anti-inflamatéria IL-10 e favoreceu a reepitelizagcdo e a
deposi¢cao de colageno nas lesdes. Os fitoestrogenos possuem mecanismos de
acao distintos responsaveis pelos seus efeitos no reparo de feridas em modelos pré-
clinicos, seja mediante a sinalizacéo estrogénica ou por meio de vias independentes.
O fitoestrogeno BCA, particularmente, possui efeito no reparo das lesdes
hipoestrogénicas com énfase na fase inflamatéria, mas novos estudos devem
explorar melhor os mecanismos desse fitoestrégeno no reparo cutaneo.

Palavras-chave: Pele; Isoflavonas; Estrogeno; Inflamacao; Cicatrizacao de feridas.
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ABSTRACT

PHYTOESTROGENS IN WOUND HEALING: SYSTEMATIC REVIEW AND
EXPERIMENTAL STUDY WITH BIOCHANIN A, Wemerson de Santana Neres,
Sao Cristovao, 2025.

Wound healing can be impaired due to exacerbated inflammation and the
consequent development of chronic wounds. In menopausal women, estrogen
deficiency is a predisposing factor for this type of skin injury, while hormone
replacement therapy may reverse the condition. Phytoestrogens are promising
alternatives for wound healing because of their estrogen-like effects. However, the
action mechanisms of these compounds in tissue repair remain poorly understood.
Particularly for Biochanin A (BCA), whose healing effect in hypoestrogenic skin
lesions is not yet well characterized. This study aimed to perform a systematic review
emphasizing the wound healing mechanisms of phytoestrogens in preclinical models,
as well as an experimental study of the effect of BCA in ovariectomized female mice.
For the systematic review, searches were conducted in the LILACS, EMBASE,
PUBMED, Scopus, and Web of Science databases, followed by study inclusion, data
extraction, and analysis. To evaluate the healing effect of BCA, wounds inflicted on
ovariectomized or sham-operated mice were topically treated with vehicle, BCA (0.03
mg, 0.09 mg, and 0.27 mgq), or 17B-estradiol. On days 0, 3, 7, and/or 14, analyses
were performed on wound size, myeloperoxidase activity, TNF-a, IL-13, and IL-10
quantification, and histological assessment of lesions. Nineteen studies were
included in the systematic review, with genistein being the most studied
phytoestrogen. Phytoestrogens demonstrated healing, anti-inflammatory, antioxidant,
reepithelializing, angiogenic, and fibroplastic effects. The main mechanisms of action
identified were the classical estrogen receptor-mediated pathway and alternative
pathways involving TNF-a/NF-kB, Nrf2, PI3BK/AKT and ERK. In the experimental
study, BCA reduced wound area during the inflammatory phase, as well as
myeloperoxidase activity (neutrophil infiltration) and the pro-inflammatory cytokine
TNF-a. It also increased levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10 and promoted
reepithelialization and collagen deposition in lesions. Phytoestrogens exhibit distinct
mechanisms of action responsible for their effects on wound repair in preclinical
models, either through estrogenic signaling or via independent pathways. BCA, in
particular, demonstrated reparative effects on hypoestrogenic lesions, especially
during the inflammatory phase, although further studies are needed to better explore
its mechanisms in skin repair.

Keywords: Skin; Isoflavones; Estrogen; Inflammation; Wound Healing.



RESUMO PARA A SOCIEDADE

FITOESTROGENOS NA CICATRIZACAO DE FERIDAS: REVISAO SISTEMATICA
E ESTUDO EXPERIMENTAL COM A BIOCHANINA A, Wemerson de Santana

Neres, Sao Cristovao, 2025.

A inflamacdo das feridas de pele é a principal causa de cicatrizacdo retardada,
levando a formacéo das feridas cronicas. Isso pode ser observado em mulheres na
menopausa, onde a reducdo natural do hormonio feminino estrogénio é
acompanhada de problemas na cicatrizagdo de feridas. Uma alternativa de
tratamento é a reposicdo hormonal que, embora seja eficaz, pode causar efeitos
indesejaveis a longo prazo como derrame cerebral, doencga coronariana, trombose e
cancer de endométrio, mamas e ovarios. Dessa forma, alternativas no tratamento de
feridas cutdaneas em mulheres na menopausa merecem ser estudadas. Os
fitoestrogenos sdo promissores compostos de origem vegetal que apresentam acao
semelhante ao estrogénio. No entanto, 0s mecanismos de acdo responsaveis pelos
efeitos desses compostos na cicatrizacédo de feridas permanecem pouco explorados.
Além disso, o fitoestrogeno Biochanina A ndo tem seu efeito cicatrizante bem
estabelecido em feridas deficientes de estrogénio. Dessa forma, objetivamos realizar
uma revisdo sistematica com énfase no mecanismo de acdo cicatrizante dos
fitoestrogenos e estudar o efeito cicatrizante da Biochanina A em camundongas com
deficiéncia de estrégeno. Para isso, foi realizada uma busca e extragdo de dados de
estudos sobre fitoestrégenos na cicatrizacdo. Como resultados, observamos que os
fitoestrégenos apresentaram diversos efeitos, com destaque ao cicatrizante, anti-
inflamatorio e antioxidante, seja através do mecanismo associado ao estrégeno ou
através de mecanismos independentes. Para avaliar o efeito cicatrizante da
Biochanina A, feridas de pele de camundongas que tiveram a retirada cirdrgica dos
ovarios foram tratadas com o composto e foi observado o efeito cicatrizante com
énfase na acdo anti-inflamatéria. Diante disso, pode-se considerar que os
fitoestrogenos, inclusive a Biochanina A, sdo uma alternativa promissora para o
tratamento de feridas de pele, sobretudo em mulheres na menopausa.

Palavras-chave: Pele; Isoflavonas; Estrogeno; Inflamacao; Cicatrizacao de feridas.
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1. INTRODUGCAO

As feridas cronicas representam grande custo para a saude e a economia em todo
0 mundo, com prevaléncia de 1% a 2% na populacdo em geral de paises desenvolvidos
(GUEST et al.,, 2015; HEYER et al.,, 2016). Estima-se que 0s custos anuais com 0
tratamento dessas lesGes é de pelo menos US$ 25 bilhdes (KORTING et al., 2011). No
entanto, as complicacfes ultrapassam as condi¢cdes econémicas, pois as feridas cronicas
tendem a se manter na fase inflamatéria da cicatrizacdo devido a resposta imune
exacerbada e continua (MOHTADI et al., 2021), resultando em dor, cicatrizes
hipertréficas, queloides, infec¢des, amputacdes, sepse e, até mesmo, morte (DWIVEDI et
al., 2017; LAROUCHE et al., 2018).

O avanco da medicina tem garantido o aumento da populacdo idosa e, por
consequéncia, as condi¢cdes associadas a idade tém ganhado mais atencdo. As mulheres
passam um terco da vida na menopausa, onde o declinio de estrégeno é fator
responsavel por condi¢cdes patoldgicas como a deficiéncia na cicatrizacdo de feridas
(HALL; PHILLIPS, 2005). Para lesbes cutaneas associadas ao hipoestrogenismo a
Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH) tdépica com o estrogeno pode ser requerida. O
estrogeno atua reduzindo o processo inflamatorio, diminuindo o infiltrado de neutrdfilos e
aumentando a deposicdo de colageno em lesBes agudas de idosos (ASHCROFT et al.,
1999). Além disso, foi demonstrado que o estrogeno reduz a expressao da citocina pro-
inflamatéria Tumor Necrosis Factor Alfa (TNF-a) e promove a polarizacdo benéfica de
Macréfagos de Ativacdo Classica (M1) para Macrofagos de Ativacdo Alternativa (M2)
(ROUTLEY; ASHCROFT, 2009).

Embora a TRH seja benéfica no reparo de feridas, os tratamentos a base de
estrogeno para a cicatrizacdo ainda sdo incomuns devido aos efeitos indesejados de
aumento do risco de afeccbes como cancer de mama, ovarios e endométrio, acidente
vascular cerebral e doenca coronariana (ANDERSON et al., 2004; MOHTADI et al., 2021).
O declinio na utilizacdo da TRH abre espaco para a necessidade em entender as vias de
sinalizacdo que podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
direcionadas e seletivas, evitando as complica¢des a longo prazo (MOHTADI et al., 2021).
Portanto, é fundamental a busca por alternativas terapéuticas eficazes e com menos
efeitos adversos. Nesse sentido, os fitoestrogenos, moléculas naturais com acdes
estrogénicas, parecem promissoras (RENDA et al., 2013; ATIQ-UR-REHMAN, 2019;
MANZOUREH; FARAHPOUR, 2020).
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Os fitoestrégenos sao compostos de origem vegetal qgue atuam classicamente em
vias estrogénicas sobre o Estrogen Receptor Alpha (ERa) e Estrogen Receptor Beta
(ERB) (CAMPBELL et al., 2010). Em virtude dessa interacéo, os efeitos dos fitoestrogenos
como a formononetina (HUH et al.,2011), a daidzeina (MUKAI et al., 2012), a Biochanina
A (BCA) (GAJIC et al., 2022), o equol (LEPHART, 2023), a gliciteina (CHO et al., 2014), a
puerarina (SUN ET AL., 2022) e, principalmente, a genisteina (EMMERSON et al., 2010;
PENG et al., 2023; HU et al., 2024), tém sido amplamente investigados na cicatrizacdo de
feridas em modelos pré-clinicos.

A BCA, particularmente, € um dos fitoestrégenos com efeitos e mecanismos de
acao pouco explorados no processo de cicatrizacdo de feridas. Essa isoflavona pode ser
encontrada em inameros vegetais, mas € observada especialmente em espécies de
Trifolium, um vegetal amplamente utilizado na medicina tradicional para fins terapéuticos
(ATIQ-UR-REHMAN, 2019). A grande maioria das propriedades terapéuticas atribuidas a
BCA estdo associadas a interacdo com o ERB. No entanto, seus efeitos antioxidante,
antimicrobiano, anti-inflamatério e dentre outros, podem ser atribuidos também a
interacdo com vias independentes da via de sinalizacdo do estrégeno, como o
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPAR-y), o Nuclear Factor Kappa B
(NF-kB) e a Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK) (KOLE et al., 2011; SUNDARESAN
et al., 2018; YU et al., 2019; SARFRAZ et al., 2020).

Os fitoestrogenos parecem ter um papel central no tratamento de feridas em
mulheres na menopausa. No entanto, embora muitos estudos tenham sido publicados de
forma isolada, ndo existe um compilado sobre os mecanismos de acao dos fitoestrégenos
na cicatrizacdo de feridas. Além disso, por mimetizar a atividade do estrégeno e modular
processos inflamatérios mediante outras vias de sinalizacdo, acredita-se que a BCA
possa favorecer a cicatrizacdo de feridas na deficiéncia do estrogeno. Dessa forma, para
melhor compreenséo, o presente trabalho foi dividido em dois capitulos: no primeiro foram
reunidos estudos pré-clinicos para determinar os mecanismos dos fitoestrogenos na
cicatrizacado de feridas; no segundo, foi realizado um estudo experimental com énfase no
efeito da BCA na cicatrizacdo de feridas cutaneas em um modelo murino de leséo

excisional hipoestrogénica por ovariectomia.

22



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Cicatrizacao de feridas

A pele é o maior 6rgdo do corpo e possui grande importancia para a protecdo do
organismo. Este 6rgéo pode ser dividido estruturalmente em epiderme, derme, hipoderme
e anexos (Figura 1) (GANTWERKER; HOM, 2011). Em conjunto, tais estruturas
promovem funcdes fisiolégicas de controle da temperatura e umidade, recepcdo e
transmissao de sinais e, particularmente, de protecdo do organismo contra agentes
agressores fisicos, quimicos e bioldgicos (DELAVARY et al., 2011; PHILLIPSON; KUBES,
2019).

Figura 1 - Divis&o da pele em epiderme, derme, hipoderme e anexos.
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A pele é estruturalmente dividida em epiderme (superficial), derme (intermediaria) e hipoderme (profunda).
Para garantir a homeostasia do organismo a pele ainda conta com diversos anexos como glandulas
sebaceas e sudoriparas, foliculos pilosos e pelo, poros, nervos e vasos sanguineos. Fonte: Adaptado de
Encyclopedia Britannica, 2013. Disponivel em: https://www.britannica.com/science/human-skin.
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Quando danificada, a pele pode se restabelecer mediante um processo de reparo
tecidual complexo conhecido como cicatrizacdo (XU LANDEN et al., 2016). Para que a
cicatrizacao de feridas ocorra é fundamental a interacdo coordenada de inUmeras células,
como neutréfilos, macréfagos, mastocitos, linfocitos, queratinécitos, fibroblastos e
endoteliécitos, e diversas moléculas, como o Platelet-derived Growth Factor (PDGF),
TNF-a, Interleukin-78 (IL-1B), Interleukin-4 (IL-4) e Interleukin-10 (IL-10) (GURTNER et al.,
2008; WANG et al., 2014; MIRZA; KOH, 2015).

Contudo, a modulacdo desordenada de células e moléculas durante a cicatrizacdo
de feridas tem sido fator limitante no reparo, resultando na formacéo de feridas cronicas
(GURTNER et al., 2008; WANG et al., 2014; MIRZA; KOH, 2015; MOHTADI et al., 2021).
Tais tipos de feridas estdo comumente associadas a resposta inflamatoria exacerbada
durante o reparo tecidual, o0 que €é prejudicial ao organismo e resulta em complicacdes
como dor, cicatrizes hipertréficas, queloides, infeccbes, amputacdes, sepse e morte
(DWIVEDI et al., 2017; LAROUCHE et al., 2018).

Dessa forma, é fundamental que a resposta inflamatoria aguda durante a
cicatrizacdo de feridas ocorra e seja finalizada o mais breve possivel, sem deixar
sequelas significativas (XU LANDEN et al., 2016). No entanto, as feridas cronicas
demandam maior tempo para que ocorra o reparo efetivo e tais lesbes comumente sao
passiveis de complicacdes que prolongam as fases de hemostasia, inflamacéo,
proliferacdo e/ou remodelamento, estando associadas a comorbidades como a infecgéo
da ferida (VELNAR et al., 2009).

Em virtude da alta complexidade do mecanismo de reparo da pele, geralmente o
processo de cicatrizacdo de feridas é dividido em quatro fases: hemostasia, inflamacéo,
proliferacdo e remodelamento (Figura 2) (VEITH et al., 2019). No entanto, é fundamental
ressaltar que essas fases se sobrepdem em espaco e tempo, além de apresentar
caracteristicas distintas que séo essenciais para o reparo efetivo (GURTNER et al., 2008;
PHILLIPSON; KUBES, 2019).
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Figura 2 - Fases do processo de cicatrizagcéo de feridas.
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A cicatrizacdo de feridas ocorre mediante as fases de hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento. Durante o processo, inUmeras células e moléculas
sdo ativadas e garantem o reparo adequado. DAMP: Damage-Associated Molecular Pattern; PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern; PDGF: Platelet-
Derived Growth Factor; TGF-B: Transforming Growth Factor-G; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; M1: Macrofagos de Ativacao Classica; M2: Macréfagos
de Ativacéo Alternativa; ROS: Reactive Oxygen Species; MMPs: Matrix Metalloproteinases; NETs: Neutrophil Extracellular Traps; TNF-a: Tumor Necrosis Factor
Alpha; IL-1B: Interleukin-18; IL-6: Interleukin-6; IL-17: Interleukin-17; IFN-y: Interferon-y; IL-10: Interleukin-10; FGF: Fibroblast Growth Factor; EGF: Epidermal
Growth Factor; IGF-1: Insulin-Like Growth Factor-1; TGF-B: Transforming Growth Factor-8. Fonte: proprio autor criado no Microsoft PowerPoint® com material do

https://smart.servier.com.
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a) Hemostasia

A fase de hemostasia tem inicio com o dano tecidual, induzindo vasoconstricdo em
resposta a liberacdo de moléculas vasoativas como catecolaminas e serotonina, com
intuito de minimizar a perda de fluidos (GANTWERKER; HOM, 2011). Em virtude da les&o
tissular, o colageno subendotelial é exposto e estimula o inicio da cascata de coagulacéo,
marcada por ativacao e aderéncia de plaquetas ao endotélio (CHILDS; MURTHY, 2017).

O coagulo, formado por plaquetas, hemacias e leucocitos, e moléculas como
fibrina, fibronectina, vitronectina e trombospondina, impede a perda de liquidos e protege
o0 ambiente da ferida contra a invasdo de microrganismos. Além disso, tais moléculas
atuam como Matriz Extracelular (MEC) proviséria, que é fundamental para a migracéo de
inimeros tipos celulares para o sitio inflamatério, como neutréfilos, macrofagos,
fibroblastos, endoteliécitos, queratindcitos, entre outros (DELAVARY et al., 2011).

Além de participar do processo de hemostasia, as plaquetas permitem a conexao
com a fase inflamatéria. Quando ativados, esses fragmentos celulares passam a liberar
de seus granulos moléculas como o PDGF, Transforming Growth Factor-beta (TGF-) e
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), potencialmente quimiotdxicos para
neutrofilos, mondcitos e fibroblastos (QING, 2017; MAMUN et al., 2024).

b) Inflamacéo

Durante a fase inflamatéria, os neutrofilos sdo recrutados a partir de mediadores
como o Pathogen-associated Molecular Pattern (PAMP), Damage-Associated Molecular
Pattern (DAMP) e PDGF (HESKETH et al, 2017). Esses fagocitos destroem
microrganismos através da liberacdo de Reactive Oxygen Species (ROS), elastase e
Neutrophil Extracellular Traps (NETSs) e liberam moléculas como Matrix Metalloproteinase
(MMP), TNF-a, IL-1B, IL-6 e Interleukin-17 (IL-17) que intensificam a inflamagéo
(LAROUCHE et al., 2018; PHILLIPSON; KUBES, 2019; MAMUN et al., 2024).

Posteriormente, inUmeros mondcitos circulantes sdo mobilizados para o sitio
inflamatorio e se diferenciam em macréfagos (DELAVARY et al.,, 2011). Em virtude do
ambiente rico inicialmente em PAMP, DAMP, Interferon gamma (IFN-y) e TNF-a, os
monadcitos se diferenciam em macrofagos ativados classicamente, conhecidos como M1
(WANG et al.,, 2014; QING, 2017). Esses macréfagos realizam a fagocitose de
microrganismos e de células mortas, inclusive dos neutroéfilos. Além disso, os M1 liberam
diversos mediadores pro-inflamatérios como IL-183, IL-6, TNF-a e ROS (WANG et al.,
2014; HESKETH et al., 2017).
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Por outro lado, a Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-13 (IL-13) e 0
TGF-B levam a formagao de macrofagos de perfil alternativo, conhecidos como M2. Os
macrofagos M2 apresentam atividade tipicamente anti-inflamatéria como a producédo de
IL-10, TGF-B, VEGF e Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1). Dessa forma, os macréfagos
M2 promovem atividades pré-resolutivas como a proliferagcdo de fibroblastos e
diferenciacdo em miofibroblastos e a proliferacdo de queratindcitos e endotelidcitos
(WANG et al., 2014; HESKETH et al., 2017; PHILLIPSON; KUBES, 2019; MAMUN et al.,
2024).

Embora ambos os fenétipos M1 e M2 estejam presentes durante o processo de
cicatrizacdo de feridas, € sabido que suas propor¢des sofrem mudancas em funcdo do
tempo de evolucdo das lesbes (XU LANDEN et al., 2016; HESKETH et al., 2017). A
polarizacdo de macrofagos M2 é uma etapa fundamental para a resolugcdo do processo
inflamatério. Dessa forma, a fagocitose de neutréfilos apoptoéticos, conhecida como
eferocitose (Figura 3), consiste em outra possibilidade para a ativacdo do perfil M2,
benéfico a cicatrizacdo (HESKETH et al., 2017).

Figura 3 - Processo de polarizacdo de macro6fagos.
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Os macrofagos sdo classicamente (M1) ou alternativamente (M2) ativados de acordo com os fatores
presentes e suas acdes serdo assim moduladas. A eferocitose (fagocitose de neutréfilos) é uma via
alternativa para a ativacao do fenétipo M2. DAMP: Damage-Associated Molecular Pattern; EGF: Epidermal
Growth Factor; IFN-y: Interferon gamma; IGF-1: Insulin-Like Growth Factor-1; IL-1B: Interleukin-1 beta; IL-
10: Interleukin-10; IL-13: Interleukin-13; IL-4: Interleukin-4; IL-6: Interleukin-6; iINOS: Inducible Nitric Oxide
Synthase; M1: Macrofago Classicamente Ativado; M2: Macréfago Alternativamente Ativado; PAMP:
Pathogen-Associated Molecular Pattern; TGF-f: Transforming Growth Factor-beta; TNF-a: Tumor Necrosis
Factor-alpha; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor. Fonte: préprio autor criado no Microsoft
PowerPoint® com material do https://smart.servier.com.
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O perfil M1 prevalece em estagios iniciais da inflamacdo e é responsavel pelo
ambiente pro-inflamatério. A medida em que o processo de reparo progride, o perfil M2
passa a prevalecer na ferida, sendo responsavel pelo processo resolutivo. Nesse sentido,
a polarizacdo de macrofagos durante a cicatrizagdo de feridas € fundamental para a
transicdo entre inflamacéo e resolucdo, evitando a persisténcia da fase inflamatéria e,
consequentemente, atividade exacerbada de neutréfilos e macrofagos potencialmente
pré-inflamatérios (HESKETH et al., 2017).

C) Proliferacao

Na fase proliferativa ocorrem trés eventos principais, a fibroplasia, a angiogénese e
a reepitelizacdo (GURTNER et al., 2008). Na fibroplasia, os fibroblastos migram através
da MEC, proliferando e produzindo MMP, colageno, proteoglicanos, acido hialurénico,
glicosaminoglicanos e fibronectina (SERRA et al., 2017). Posteriormente, os fibroblastos
se diferenciam fenotipicamente em miofibroblastos, células com atividade de musculo liso
contratil que favorecem a contracdo da ferida por estimulo principal do TGF-$ (BARBOSA
et al., 2010).

A hipdxia local resulta na ativagcdo do Hypoxia-inducible Factor 1-alpha (HIF-1a),
gue promove a angiogénese com auxilio do VEGF e do Fibroblast Growth Factor (FGF),
formando novos vasos sanguineos para fornecer a nutricdo tecidual (GURTNER et al.,
2008; VEITH et al., 2019). Para a reepitelizacdo, tanto os macréfagos como 0s proprios
queratindcitos secretam TGF-B e Epidermal Growth Factor (EGF), que modulam a
migracao e a proliferacdo de queratinécitos. Ademais, os fibroblastos também secretam o

EGF, contribuindo ainda mais com a reepitelizacdo (MAMUN et al., 2024).

d) Remodelamento

A fase de remodelamento € uma etapa tardia do reparo, podendo durar até anos.
Nesse estagio, o colageno do tipo Il é substituido por colageno tipo |, que possui maior
resisténcia. Ainda, ocorre a apoptose de inumeros tipos celulares como macrofagos,
endotelidcitos, fibroblastos e miofibroblastos, aléem de reorientacéo das fibras colagenas
para promover resisténcia gradativa a ferida (GANTWERKER; HOM, 2011; GURTNER et
al., 2008). Ao final, uma barreira funcional é formada, sendo caracterizada por um tecido
cicatricial, rico em MEC, porém menos celular e resistente do que a pele intacta
(GURTNER et al., 2008; MAMUN et al., 2024).
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2.2. Modelos experimentais na cicatrizagéo de feridas

Inimeros modelos experimentais foram utilizados ao longo dos anos para
mimetizar e compreender o processo de cicatrizacdo de feridas. De uma forma geral,
todos os modelos apresentam vantagens e desvantagens que devem ser consideradas de
acordo com o objetivo do estudo. Assim, podem ser classificados em in silico, in vitro, ex
vivo e in vivo. No entanto, embora todos os modelos tenham importante papel para a
busca de alternativas terapéuticas para a cicatrizacdo, sabe-se que os modelos in vivo
sdo fundamentais para o avanc¢o dos ensaios clinicos em humanos (SAMI et al., 2019).

Os modelos in silico estdo longe de ser a forma mais usual de avaliar o reparo de
feridas. Nesse tipo de experimento sdo utilizadas ferramentas computacionais que
contribuem, principalmente, para o entendimento das fases da cicatrizacdo de feridas.
Além disso, esses modelos computacionais sédo eficazes para projetar tecidos substitutos
no reparo das feridas (SAMI et al., 2019). Estudos com modelos computacionais também
tém sido bastante utilizados para investigar a migracao celular, formacdo de cicatrizes,
reepitelizacao, fibroplasia e neoangiogénese (BAKAR et al., 2024).

Os modelos in vitro sdo amplamente utilizados em pesquisas de cicatrizagéo,
sobretudo quando se trata de testes iniciais de substancias potencialmente terapéuticas,
para mimetizar feridas crénicas, cicatrizes hipertréficas ou queldides e quando o objetivo
envolve a determinacdo dos mecanismos de acdao (GRAMBOW et al., 2021; HOFMANN
et al.,, 2023). Nesse tipo de experimento sdo utilizadas comumente células como
fibroblastos, queratindcitos e/ou endoteliocitos. O ensaio de raspagem, ou “arranhao”, € o
método mais utilizado em experimentos in vitro. Nesse modelo, uma monocamada do tipo
celular de interesse é raspada por meio de uma ponta de pipeta e 0 processo de migracao
para o fechamento do defeito é quantificado apdés a administracdo do tratamento
(HOFMANN et al., 2023).

Para tornar a experimentacdo ainda mais fiel ao que ocorre in vivo podem ser
utilizados os modelos ex vivo. Um explante, geralmente de pele, é cultivado em condicbes
artificiais e submetido a diferentes terapias experimentais. Contudo, esse modelo ainda
nao pode substituir todos os experimentos com animais na pesquisa (GRAMBOW et al.,
2021). Embora sejam pouco utilizados, os modelos ex vivo apresentam vantagens quando
comparados aos estudos in vivo, como condigcdes experimentais controladas e menor
conflito ético na utilizagcdo de animais (ANDERSSON et al., 2021).
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Os experimentos in vivo sdo 0s mais amplamente utilizados, eficientes e relevantes
para os estudos de cicatrizacdo de feridas. Nesses modelos séo utilizados principalmente
roedores para observar o processo de reparo da pele em tempo real, sendo fundamentais
na investigacdo de novas terapias que antecedem a realizacdo dos ensaios clinicos
(MASSON-MEYERS et al., 2020). A partir desses animais, inameros modelos de feridas
podem ser utilizados, como as feridas excisionais, incisionais ou por queimadura, que por
vezes sdo associadas a condi¢cdes que prejudicam o reparo tecidual, como o diabetes, a
isquemia e o hipoestrogenismo (MUKAI et al., 2016; GRADA et al., 2018; MASSON-
MEYERS et al., 2020).

Segundo SAMI et al (2019), embora a pele ndo se assemelhe a humanos, os
roedores sdo 0os melhores modelos animais para a testagem farmacoldgica que antecede
0s ensaios em humanos. Nesses animais, a presenca do musculo paniculo carnoso
promove uma rapida contracéo da lesdo, que difere dos humanos onde a auséncia desse
musculo permite o reparo predominantemente por reepitelizacdo. Entdo, apesar das
vantagens elencadas para estudos com animais, essa caracteristica deve ser sempre

considerada do ponto de vista translacional (ABDULLAHI et al., 2014).

2.3. Papel do estrogeno no reparo tecidual

A populacdo idosa tem crescido muito nos ultimos anos e esse aumento na
longevidade tem evidenciado alteracfes fisioldgicas associadas a idade. Na pele, as
consequéncias podem ser identificadas pelo aumento na susceptibilidade a infecgcbes e
problemas na cicatrizacdo de feridas (KENYON, 2010; ASHCROFT et al., 1997).

Em mulheres na menopausa, particularmente, observa-se a reducdo drastica da
circulacdo de estrogeno, responsavel pela manutencdo e renovacao da pele. E, de fato,
isso ocorre a ponto de resultar em processos inflamatérios exacerbados e, por
consequéncia, na formacdo de feridas cronicas néo cicatrizantes (ASHCROFT et al.,
1997).

O estrogeno atua sobre dois receptores hormonais nucleares com caracteristicas
distintas, o ERa e o ERB (CAMPBELL et al., 2010). Aliado a isso, sabe-se que mondcitos,
macrofagos, neutroéfilos, linfécitos e mastécitos possuem receptores para estrégeno, o que
também parece influenciar na producao e liberagdo de citocinas e fatores de crescimento

gue modulam o reparo tecidual (HORNG et al., 2017).

30



O estrogénio inibe o recrutamento de neutréfilos via reducdo da molécula de
adesdo L-selectina, que impede sua chegada ao sitio inflamatério (MUKAI et al., 2016).
Além disso, o estrégeno tem papel crucial na polarizacdo de macrofagos, favorecendo os
do tipo M2 sobre os M1, o que tem grande potencial anti-inflamatério (Figura 4)
(WILKINSON; HARDMAN, 2017).

Figura 4 - Efeitos do estrégeno na cicatrizacao de feridas.
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O estrégeno contribui na migracéo e proliferacdo dos queratinécitos e na migragao dos fibroblastos, induz a
deposicdo de matriz extracelular e promove atividade anti-inflamatéria por agdo de M2 (setas verdes). Além
disso, o estrogeno reduz a atividade inflamatéria por diminuir os M1, bem como as citocinas pro-
inflamatorias, elastase e MMP (setas vermelhas). Fonte: Wilkinson; Hardman (2017).

Diversos estudos tém demonstrado que roedores fémeas jovens submetidas a
ovariectomia apresentam cicatrizacdo de ferida cutanea retardada pelo hipoestrogenismo
sistémico. Contudo, quando tratados com estrégeno exogeno, ocorre reversao do atraso
no fechamento das feridas. Esse efeito foi observado em associacdo a reducdo de
neutrofilos, macrofagos e TNF-a. Ademais, 0 estrogeno promoveu adequada
reepitelizacdo e deposicdo de coldgeno nas lesbes, bem como polarizagdo benéfica de
macrofagos de M1 para M2 (ASHCROFT et al, 1997; ASHCROFT et al.,, 2003;
EMMERSON et al., 2010; HARDMAN et al., 2008; ROUTLEY; ASHCROFT, 2009;
BRUFANI et al., 2009; EMMERSON et al., 2009; CAMPBELL et al., 2010; GILLIVER et

al., 2008, EMMERSON et al., 2013; MUKAI et al., 2014).
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A TRH restabelece de forma eficaz o processo de reparo da pele e isso pode ser
observado mediante dois mecanismos, a regulacdo negativa da expressdao do
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) e o aumento da producédo do Transforming
Growth Factor-beta 1 (TGF-B1) pelos fibroblastos (ASHCROFT et al., 1997; ASHCROFT
et al., 2003).

No entanto, embora o estrogeno exdgeno seja eficaz no tratamento de afeccbes
causadas pelo hipoestrogenismo, o potencial efeito maléfico da TRH de longo prazo deve
ser considerado. Condicbes como cancer de ovario, endométrio e mama, bem como
acidente vascular cerebral, doenca coronariana, trombose vascular e supressao da libido
tém sido relacionadas ao uso prolongado do estrogénio em mulheres na menopausa
(ANDERSON et al., 2004; HALL; PHILLIPS, 2005; STEVENSON; THORNTON, 2007).

Os efeitos negativos estdo principalmente relacionados aos efeitos sistémicos
sobre 0 ERa (AHN et al.,2020). Em virtude disso, tem havido um declinio significativo na
prescricdo da TRH e isso tem estimulado a pesquisa por novas terapias seletivas, com
efeitos semelhantes ao estrogeno, mas sem reacdes adversas a longo prazo (MOHTADI
et al., 2021).

O tamoxifeno e o raloxifeno sdo moléculas que ja& demonstraram efeito no
fechamento precoce de feridas em camundongas ovariectomizadas (HARDMAN et al.,
2008). Ambas as moléculas sdo consideradas moduladoras seletivas dos receptores
estrogénicos e podem atuar em receptores estrogénicos inibindo ou estimulando a sua
atividade. Embora ambos tenham demonstrado efeitos no fechamento de feridas, o
conhecimento sobre sua atividade na pele ainda é limitado (ZOMER; COOKE, 2023).

2.4. Fitoestrégenos na cicatrizacao de feridas

Os fitoestrogenos sédo assim conhecidos devido a sua origem vegetal, estrutura e
funcdo semelhantes ao estrégeno. S8o compostos nao-esteroidais representados pelos
grupos flavonoides, que incluem as isoflavonas, cumestanos e prenilflavonoides, e néo
flavonoides, que incluem as lignanas (KRIZOVA et al., 2019). Nas isoflavonas,
particularmente, a presenca do anel fendlico e sua semelhancga quimica com a molécula
de estrégeno (Figura 5) garantem a interagdo com o ERa e 0 ERB (ATIQ-UR-REHMAN,
2019).

Os fitoestrégenos possuem atividade tanto sobre ERa como sobre ER[, embora
exibam maior afinidade pelo ERB. No entanto, seus efeitos bioldgicos normalmente nao
se restringem a via de sinalizagao estrogénica, ou seja, suas propriedades farmacoldgicas

também ocorrem por outros mecanismos independentes (SARFRAZ et al., 2020).
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Os fitoestrégenos podem ser encontradas em inuUmeros vegetais como o
amendoim, grdo de bico e, principalmente, o trevo vermelho (Trifolium pratense). As
plantas desse género sdo amplamente utilizadas na medicina popular e investigadas no
tratamento de inUmeras afecc¢fes, sejam relacionadas ao hipoestrogenismo ou ndo. Tais
vegetais sdo ricos nos principais fitoestrogenos, formononetina, daidzeina, genisteina e
BCA (ATIQ-UR-REHMAN, 2019; MANZOUREH; FARAHPOUR, 2020). No entanto, outros
fitoestrogenos, como equol, gliciteina e puerarina, também s&o reportados como
cicatrizantes (CHO et al., 2014; SUN ET AL., 2022; LEPHART, 2023).

Figura 5 - Estrutura molecular do estrégeno e dos fitoestrégenos.

genistein formononetin

O 17B-estradiol possui um nlcleo esteroidal com quatro anéis e um grupo hidroxila no anel. Os
fitoestrégenos também possuem grupos fendlicos e uma estrutura que permite a ligagdo com os receptores
estrogénicos. Fonte: Atig-Ur-Rehman (2019).

Em 2002, Bayerl e Keil avaliaram o efeito de um creme contendo isoflavona em
234 mulheres com idade maxima de 65 anos e com no minimo trés anos ha menopausa.
O creme foi administrado topicamente na pele e nao foi realizada TRH. Os autores
observaram que a hidratacdo e a textura da pele foram significativamente melhores nas

areas tratadas e ainda houve reducéo das rugas faciais e da flacidez da pele.
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No reparo de feridas em roedores, Renda et al. (2013) observaram efeito
cicatrizante do extrato metandlico de diferentes espécies de Trifolium em modelo murino
de feridas e atribuiram a eficacia observada ao efeito combinado dos fitoestrogenos
formononetina, daidzeina, genisteina e BCA. Em trabalho recente, Manzoureh e
Farahpour (2020) verificaram que o extrato hidroetandlico de T. pratense aumentou a taxa
de contracdo e melhorou a angiogénese, reepitelizacdo e deposicdo de colageno em
feridas de roedores.

A genisteina tem sido um dos fitoestrogenos mais investigados para a cicatrizacéo
de feridas (BORAWSKA et al., 2009; EMMERSON et al., 2010; JURZAK et al., 2014,
FABER et al., 2018; HU et al., 2024). A genisteina tdpica melhorou a vascularizagéo e a
proliferacdo dérmica na menopausa em mulheres (MORAES et al., 2009). Em modelo
murino, a genisteina apresenta atividade no fechamento da ferida (EO et al., 2016; HU et
al., 2024), bem como na reepitelizacao, fibroplasia e angiogénese (MARINI et al., 2010).

O fitoestrogeno glicitina apresentou efeito protetor contra o fotoenvelhecimento da
pele, aumentando a sintese de colageno tipo | e a viabilidade em fibroblastos dérmicos
humanos irradiados com radiacéo ultravioleta (SEO et al., 2014). Outros fitoestrogenos,
como a formononetina e a daidzeina demonstraram efeito no fechamento de feridas
cutaneas em camundongos durante o processo de cicatriza¢do nos estudos de Huh et al.
(2011) e Mukai et al. (2012), respectivamente.

2.5. Biochanina A

A BCA, 4'-metoxi-5, 7-dihidroxi isoflavona (C16H1205), é uma isoflavona natural
presente em inlUmeros vegetais, especialmente em espécies de trevo (Trifolium). Pode ser
encontrada também na soja, alfafa, amendoim e grédo de bico (BREIKAA, 2013). Essa
molécula possui semelhanca estrutural com o 17-B-estradiol que permite sua interacao
com o ERa e com 0 ERB (OSENI et al., 2008; VITALE et al., 2013; TANWAR et al., 2021).
No entanto, as propriedades terapéuticas da BCA sao atribuidas sobretudo a sua
seletividade ao ERB (KUIPER et al., 1998). Além dos receptores nucleares, os efeitos da
BCA podem ser mediados pela acdo em receptor estrogénico ligado a membrana, o G
Protein—coupled Receptor 30 (GPR30) (MOLINA et al., 2018).

Além das atividades como fitoestrogeno, a BCA possui mecanismos nao
dependentes dos receptores estrogénicos. Existem propriedades farmacoldgicas que sao
efetivadas pela ligagdo a outros receptores, como o PPAR-y, ou pela modificagdo de
outras vias de sinalizagdo, como a do NF-kB e da MAPK (KOLE et al., 2011; YU et al,,

2019; SARFRAZ et al., 2020).
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A BCA pode ser considerada um pré-farmaco, pois é convertida em genisteina
através da desmetilacdo. Seus efeitos bioldgicos ndo sao idénticos (SUNDARESAN et al.,
2018), mas assim como a genisteina estdo muito relacionados aos efeitos
fitoestrogénicos. Dentre tais atividades da BCA, podem ser elencadas a antioxidante, anti-
inflamatoria, anticancer, antidiabética, hepatoprotetora, neuroprotetora (Figura 6)

(SARFRAZ et al.,, 2020), antibacteriana, antiobesidade e cardioprotetora (YAN et al.,
2021).

Figura 6 - Propriedades farmacoldgicas da Biochanina A.
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A Biochanina A possui, dentre outras atividades, a anti-inflamatéria, antioxidante, neuroprotetora,
antidiabética e hepatoprotetora que enfatizam sua importancia para a sadde. Fonte: Sarfraz et al. (2020).

Felix et al. (2020) demonstraram que a BCA induz reducao da inflamacao em artrite
induzida por zimosan em camundongos. No estudo, observaram que a BCA reduziu o

infiltrado de neutréfilos, 0 edema de pata e os niveis das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a
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e IFN-y. A BCA também favoreceu ambiente anti-inflamato6rio, aumentando os niveis de
IL-10 e IL-4. Além disso, os autores verificaram a reducéo de NETSs in vitro.

Quando utilizada topicamente, a BCA reduziu a inflamacdo induzida por raios
ultravioleta em queratinécitos humanos e, portanto, preveniu o fotoenvelhecimento e
facilitou a cicatrizagéo de feridas (LIM et al., 2013; HOLLMERUS et al., 2018). Seu efeito
topico também parece ser benéfico para afeccbes como aftas, pois atua reduzindo a
secrecao de IL-8, IL-6 e VEGF (KALAYCIYAN et al., 2007).

Em pesquisa recente, Gajic et al. (2022) investigaram a utilizacdo de fibras de
polilactideo eletrofiado como carreador de BCA. Nesse estudo, os autores ressaltaram o
potencial da referida formulacdo com a BCA para a cicatrizacdo de feridas, pois a
atividade dependente da concentracdo foi observada na proliferacdo e migracdo de
fibroblastos L929 in vitro. Além disso, os autores destacaram a importancia da realizacdo
de estudos com experimentagdo em animais para a complementacao dessa investigacao.

Galal et al. (2018) avaliaram o papel benéfico da BCA intraperitoneal na protecéo
da pele de ratas ovariectomizadas. Os autores observaram, dentre outros efeitos,
regulacdo negativa da expressao de TNF-a e Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS), bem
como regulacao positiva da expressao de TGF-B. Por fim, sugeriram que a BCA pode ser
uma terapia alternativa (til para alteracbes cutaneas observadas em mulheres na
menopausa.

Os efeitos da BCA no reparo de feridas ainda permanecem pouco explorados. Os
estudos em cicatrizacdo de feridas sdo escassos e, até 0 presente momento, pouco se
sabe sobre os mecanismos celulares e moleculares da BCA na cicatriza¢do de feridas.
Dessa forma, por mimetizar a atividade do estrégeno e modular processos inflamatoérios,
acredita-se que a BCA possa ter efeito tOpico na cicatrizacéo de feridas, especialmente na
deficiéncia do estrogeno. Assim, torna-se fundamental investigar o efeito da BCA na
cicatrizacdo de feridas cutaneas em um modelo murino de lesdo excisional

hipoestrogénica por ovariectomia.
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CAPITULO 1- FITOESTROGENOS NA CICATRIZACAO DE FERIDAS: REVISAO
SISTEMATICA

3. OBJETIVOS
3.1. Geral
Explorar os mecanismos de acdo responsaveis pelos efeitos dos fitoestrogenos na

cicatrizacao de feridas cutaneas em modelos pré-clinicos.

3.2. Especificos
» Descrever os principais mecanismos associados aos efeitos dos fitoestroégenos
na cicatrizacao de feridas; e
> lIdentificar os tipos de fitoestrogenos, bem como o0s biomarcadores e 0s

modelos pré-clinicos utilizados.
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4. METODOLOGIA
4.1. Estratégia de Pesquisa

A revisdo sistematica foi submetida para analise no Registro Prospectivo
Internacional de Revisbes Sisteméticas (PROSPERO), sendo aprovada sob o protocolo
CRD42024508919 com o titulo “Healing effect of phytoestrogens in preclinical models:
systematic review”.

A presente revisdo teve o intuito de responder a seguinte questdo: “Quais os
mecanismos de acdo responsaveis pelos efeitos dos fitoestrogenos no processo de
cicatrizacdo de feridas em modelos pré-clinicos?”. Foram utilizados estudos das seguintes
bases de dados: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
(LILACS), Excerpta Medica Database (EMBASE), PUBMED, Scopus e Web of Science
mediante descritores previamente selecionados ("Polyphenols” OR "Phytoestrogens” OR
"Isoflavonoids” OR "Isoflavones” OR "Non-steroidal estrogens”) AND ("Tissue repair" OR
"Skin repair" OR "Re-epithelialization” OR "Wound scar" OR "Regeneration”).

4.2. Selecao dos estudos

O processo de selecdo dos artigos foi realizado em quatro etapas: busca, triagem,
elegibilidade e inclusdo. A busca dos artigos nas bases de dados foi realizada por um
avaliador (ACNS). Posteriormente, o mesmo avaliador excluiu todos os estudos que foram
encontrados em mais de uma base de dados (duplicatas). Em seguida, para a triagem,
dois avaliadores independentes (WSN e JMDAA) realizaram a leitura dos titulos e
resumos dos artigos, considerando os critérios de selecao pré-estabelecidos e, em caso
de conflito, um terceiro avaliador foi considerado (ACNS). Para a elegibilidade, os artigos
foram examinados na integra por dois avaliadores independentes (WSN e JMDAA) e o0s
conflitos foram novamente resolvidos pelo terceiro avaliador (ACNS). Por fim, a busca por
referéncias cruzadas dentre os estudos selecionados foi realizada por dois avaliadores
independentes (WSN e JMDAA) para garantir a completude na busca.

Foram incluidos estudos pré-clinicos (in vivo, in vitro e ex vivo) relacionados a
cicatrizacdo de feridas utilizando fitoestrogenos, publicados em qualquer idioma e a
gualquer tempo. Foram excluidos ensaios clinicos, revisbes, resumos e outras
publicacdes que ndo fossem pesquisas. Estudos de tratamento com extrato bruto ou
fracOes de espécies vegetais ricas em fitoestrogenos ou combinac¢des foram excluidos,

bem como os estudos sem comparacao da intervengéo com controle.
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4.3. Extracéo e sintese dos dados

Para a coleta dos dados foi utilizado um formulario destacando as seguintes
caracteristicas dos estudos: referéncia (autor e ano), fitoestrogeno, veiculo, dose ou
concentracéo, via de administragéo, controle, tipo celular/tecidual ou modelo experimental

e resultados.

4.4. Analise dorisco de viés

O risco de viés foi avaliado usando a ferramenta do Centro de Revisdo Sistematica
de Experimentacdo Animal de Laboratério (SYRCLE) (HOOIIJMANS et al, 2014), que foi
adaptada para os estudos in vitro e ex vivo (CHAN et al., 2017). O risco de viés foi
conduzido por dois avaliadores independentes (ACNS e TSCB) e, em caso de
discordancia, um terceiro avaliador foi considerado (WSN).

O risco foi avaliado mediante a resposta aos seguintes critérios de qualidade: 1.
Geracao de sequéncia (viés de selecao): a sequéncia de alocacéao foi gerada e aplicada
adequadamente?; 2. Caracteristicas de base (viés de selecdo): os grupos foram
semelhantes?; 3. Alocacado encoberta (viés de sele¢cdo): a alocacao foi adequadamente
encoberta?; 4. Randomizacao de habitacdo (viés de desempenho): os animais foram
alocados aleatoriamente? (dominio ndo aplicado aos estudos in vitro e ex vivo); 5.
Intervencdo encoberta (viés de desempenho): os investigadores foram encobertos
sobre a intervencdo que cada grupo recebeu?; 6. Avaliacdo randomizada do desfecho
(viés de deteccédo): os dados foram selecionados aleatoriamente para a avaliacdo dos
resultados?; 7. Cegamento do avaliador dos desfechos (viés de deteccdo): o
avaliador dos resultados estava encoberto?; 8. Desfechos com dados incompletos
(viés de atrito): os dados com resultados incompletos foram adequadamente
abordados?; 9. Relatério seletivo de desfechos (viés de relato): os resultados foram
livremente reportados?; 10. Outras fontes de viés (viés de relato): existe conflito de
interesse”?.

O risco foi classificado em baixo (resposta sim), incerto (resposta nao clara) ou alto
(resposta ndo). Todas as andlises foram realizadas e exportadas para a ferramenta

Review Manager para a representacao em imagens.

4.5. Analise de dados
O programa estatistico PRISM verséo 8.0 foi utilizado para calcular o indice Kappa
para verificar a concordancia na selecédo dos estudos incluidos. Os demais dados foram

analisados de forma descritiva.
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RESULTADOS

5.1. Selecao de estudos

Foram identificados 4927 estudos mediante a estratégia de busca e, apos a

exclusdo das duplicatas, foram pré-selecionados 2896 artigos. Apoés a leitura de titulos e

resumos, 21 estudos foram selecionados para a leitura integral. Posteriormente a leitura

na integra, 18 estudos foram selecionados e foi realizada a busca por referéncias

cruzadas, incluindo mais um estudo e totalizando 19 trabalhos incluidos na revisao

sistematica (Figura 7). Houve um alto nivel de concordancia em relacdo a incluséo ou

exclusao entre os dois pesquisadores que examinaram os estudos (Kappa= 0.9815).

Figura 7 - Fluxograma do processo de sele¢do dos estudos.
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O processo de selecé@o dos estudos sobre fitoestrogenos na cicatrizacdo de feridas foi realizado em quatro

etapas: busca, triagem, elegibilidade e inclusdo. Fonte: proprio autor criado no Microsoft PowerPoint®.
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5.2. Caracteristicas dos estudos selecionados

Todos os estudos foram publicados em inglés e entre os anos de 2009 e 2024.

Dentre os 19 estudos selecionados, 13 realizaram analises dos efeitos dos fitoestrogenos

in vivo, 11 avaliaram in vitro e dois ex vivo. Um dos trabalhos avaliou simultaneamente in

Vivo, in vitro e ex vivo e cinco avaliaram tanto in vivo como in vitro (Tabela 1). Embora

Emmerson et al. (2010) tenham avaliado o efeito da genisteina in vivo e in vitro, nao

incluimos os dados in vitro nesta revisdo, pois ndo foi descrito o controle utilizado no

estudo.

Tabela 1 - Artigos de acordo com o tipo de estudo pré-clinico.

Referéncia

Borawska et al., 2009
Cao et al., 2009
Emmerson et al., 2010
Marini et al., 2010
Huh et al., 2011
Park et al., 2011
Mukai et al., 2012
Cho et al., 2014
Tie et al., 2013
Jurzak et al., 2014
Eo et al., 2016
Faber et al., 2018
Turer; Onger, 2018
Nguyen et al., 2021
Gajic et al., 2022
Sun et al., 2022
Lephart, 2023
Peng et al., 2023
Hu et al., 2024

Fitoestrégeno

Genisteina
Genisteina
Genisteina
Genisteina
Formononetina
Genisteina
Daidzeina
Gliciteina
Genisteina
Genisteina
Genisteina
Genisteina
Puerarina
Puerarina
Biochanina A
Puerarina
Equol
Genisteina

Genisteina

Modelo de estudo

in vivo

X X X X X X

X X X X

X
X

in vitro
X
X

ex vivo

Foram avaliados estudos in vitro, ex vivo e in vivo dentre os 19 selecionados. Fonte: proprio autor criado no

Microsoft Word®.

A genisteina foi o fitoestrogeno mais estudado com 11 (57,9%) trabalhos

selecionados. Em seguida, foi a puerarina com trés (15,8%) e as demais moléculas, BCA,

daidzeina, formononetina, equol e gliciteina, com um (5,26%) estudo cada (Figura 8).
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Figura 8 - Frequéncia dos fitoestrégenos nos estudos selecionados.
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Foram identificados nos estudos selecionados sete diferentes fitoestrogenos. Fonte: proprio autor criado no

programa estatistico PRISM®.

Dentre os estudos in vitro e ex vivo, foi observada a maior utilizacdo do
Dimetilsulfoxido (DMSO) como veiculo. Em trés estudos ndo foi descrito o veiculo e
houve alta heterogeneidade na concentracdo do fitoestrogeno (Tabela 2). Dois estudos
utilizaram biotecnologias para veicular o fitoestrégeno. Gajic et al. (2022) utilizaram fibras
de polilactideo eletrofiadas para o tratamento com BCA e Sun et al. (2022) utilizaram
proteina da seda com polimero sintético de polivinilpirrolidona para o tratamento com
puerarina.

O controle mais utilizado foi o tratamento com veiculo em quatro estudos (33,4%).
N&o tratado foi observado em dois (16,7%) e a salina em um (8,3%), enquanto trés (25%)
estudos utilizaram simultaneamente o veiculo e o ndo tratamento (CHO et al., 2014;
GAJIC et al., 2022; LEPHART, 2023) e um (8,3%) a salina e o veiculo (SUN et al., 2022).
Tie et al. (2013) utilizaram como controle a baixa concentracdo de glicose (8,3%) em
comparacao com endoteliécitos em alta concentracdo de glicose tratados com genisteina.

Os tipos celulares mais utilizados nos estudos foram fibroblastos, queratindcitos e
endoteliécitos. E importante ressaltar que os fibroblastos foram destaque nos estudos,
pois foram utilizadas linhagens normais (BORAWSKA et al.,, 2009; CAO et al., 2009;
JURZAK et al., 2014), originarias de camundongos (GAJIC et al., 2022), hipertroficas
(CAO et al., 2009), queldides (JURZAK et al., 2014) ou ainda de granulacdo (BORAWSKA
et al., 2009). Dentre os dois estudos ex vivo, um utilizou modelo tecidual de cultura de

explante de musculo esquelético e o outro de culturas de pele humana.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos estudos in vitro e ex vivo.

Referéncia Fitoestrégeno Veiculo (concentracao) Controle Tipo celular/tecidual
Borawska et al., 2009 Genisteina DMSO ( Veiculo NHSF e GTFs
1,5, 10, 25 e 50 uM)
Cao et al., 2009 Genisteina DMSO 1% ( Veiculo HSFBs e normais
25, 50 e 100 mmol/L)
Huh et al., 2011 Formononetina Salina ( Veiculo HUVECs e Cultura de explante de
0,1, 1, 10, 50, 100uM) musculo esquelético*
Cho et al., 2014 Gliciteina DMSO ( Né&o tratado e veiculo HaCat
20uMm)
Tie et al., 2013 Genisteina N&o descrito ( 5.5 mM glicose HUVECs
1 uM e 0,1 uM)
Jurzak et al., 2014 Genisteina DMSO (370, 185, Veiculo NHDF e KEL FIB
92.5, 37, 18.5, 3.7, 1.85, 0.37 e OuM)
Faber et al., 2018 Genisteina Salina ( Salina HUVECs ou HMVEC-D
1, 10, 100 e 1000 nM)
Nguyen et al., 2021 Puerarina Nao descrito ( Nao tratado

Gajic et al., 2022

Sun et al., 2022
Lephart, 2023
Peng et al., 2023

Biochanina A

Puerarina
Equol
Genisteina

10u10 uM)
PLA (

2% e 5%)
SF/PVP (n&o descrito)
Transcutol (0,50%)
N&o descrito (
1e 10 pg/mL)

Nao tratado e veiculo

Salina e veiculo
Na&o tratado e veiculo
Nao tratado

HaCaT tratadas com dexametasona
Fibroblastos .929
HaCaT

EFT-400*
EPCs

As caracteristicas dos estudos in vitro e ex vivo foram classificadas de acordo com a referéncia, fitoestrégenos, veiculo e concentragdo, controle e tipo
celular/tecidual. *ex vivo. DMSO: Dimetilsulféxido; EFT-400: Full-Thickness Epidermal Human Skin; EPCs: Endothelial Progenitor Cells; GTFs: Granulation Tissue
Fibroblasts; HaCat: Human Keratinocyte Cell Line; HMVEC-D: Human Dermal Microvascular Endothelial Cells; HSFBs: Hypertrophic Scar Fibroblasts; HUVECS:
Human Umbilical Vein Endothelial Cells; KEL FIB: Keloid Fibroblast Cell Line; L929: Mouse Skin Fibroblasts; NHDF: Normal Human Dermal Fibroblast Cell Line;
NHSF: Normal Human Skin Fibroblasts; PLA: Electrospun Polylactic Acid Fibers; SF/PVP: Silk Fibroin/Synthetic Polymer Polyvinylpyrrolidone. Fonte: préprio autor

criado no Microsoft Word®.

43



Para os estudos in vivo, os principais veiculos utilizados foram a dieta e 0 DMSO
(isolado ou associado) ambos com trés (23%) artigos, seguidos pela salina com dois
(15,3%). Ainda sobre esses estudos, observou-se alta heterogeneidade na
dose/concentracdo e no tempo de tratamento. A via de administragdo também variou
bastante, sendo a via oral mais utilizada com cinco (38,4%) estudos, seguida da via
subcutanea com trés (23%) e tépica com dois (15,3%) (Tabela 3).

O controle dos estudos se deu principalmente com animais tratados com veiculo
(30%), dieta ou salina (23%). Uma biotecnologia com nanofibras de Silk Protein/Synthetic
Polymer (SF/PVP) foi utilizada em um (7,69%) estudo. Os modelos experimentais
apresentaram em comum a majoritaria utilizacdo da ferida excisional de espessura total,
geralmente com feridas bilaterais de 4mm de diametro. Na maioria dos estudos foram
utilizadas feridas cronicas devido a fatores como diabetes (TIE et al., 2013; EO et al.,
2016; TURER; ONGER, 2018), ovariectomia (EMMERSON et al., 2010; MARINI et al.,
2010; MUKAI et al., 2012; FABER et al., 2018), dexametasona (NGUYEN et al., 2021) ou
choque hemorragico (PENG et al., 2023).

Outro ponto importante sobre os modelos experimentais € que ndo existe
padronizacdo em comum para a espécie ou idade animal, embora todos tenham sido
roedores, sendo mais comum a utilizacdo de camundongos jovens. Quanto ao sexo, foi
observada a utilizacdo semelhante entre machos e fémeas. No entanto, vale a pena
destacar que os estudos com fémeas foram relacionados com o modelo experimental de
ovariectomia para mimetizar a deficiéncia de estrogeno (EMMERSON et al., 2010;
MARINI et al., 2010; MUKAI et al., 2012; FABER et al., 2018).

44



Tabela 3 - Caracteristicas dos estudos in vivo.

Referéncia Fitoestréogeno Veiculo Posologia Controle Modelo experimental
(dose/concentracao)
Emmerson et al., Genisteina 5% DMSO e 95% Subcutanea (diaria por Veiculo Duas feridas excisionais (1cm) em camundongos
2010 de 6leo de milho ( 3 dias) fémeas C57BL/6 de 10 semanas de idade
50 mg/kg/dia) ovariectomizadas ou simuladas
Marini et al., 2010 Genisteina DMSO e NaCl 0.9% ( Subcuténea ( N&o tratado Duas incisdes longitudinais (4 cm) suturadas em ratos

Huh et al., 2011

Park et al., 2011

Mukai et al., 2012

Tie et al., 2013

Eo et al., 2016

Turer; Onger, 2018

Faber et al., 2018

Nguyen et al., 2021

Sun et al., 2022

Peng et al., 2023

Hu et al., 2024

Formononetina

Genisteina

Daidzeina

Genisteina

Genisteina

Puerarina

Genisteina

Puerarina

Puerarina

Genisteina

Genisteina

1 e 10 mg-kg-1)

Salina (
50uM)

Dieta (
0.025% e 0.1%)

Dieta (0,03 mg/dia)

5% DMSO e 95% PEG-
400(0,2,10u5
mg/kg/dia)

Dieta (0.025 e 0.1%)

Agua destilada
(200mg/animal)
Salina (
1mg/kg)
Vaselina (

0,1e 1%)
Nanofibras SF/PVP
(dose/concentragédo nao
informada)

0,6% de

carboximetilcelulose sodica
(100, 400 ou 600 mgkg—-1)

Salina (160 mg-kg-1-d-1)

diaria por 12 dias)

Intradérmica
perilesional (
diaria por 7 dias)
Oral (
diaria ad libitum por 2
semanas)

Oral (
ad libitum ap6s a
ovariectomia por duas
semanas)
Subcutanea (diaria por
14 dias)

Oral (diaria ad libitum
por 2 semanas)
Oral (diaria por 7 dias)

Intramuscular (diaria
por uma semana)
Tépica
(diaria por 14 dias)
Topica (aplicagao
Gnica)

Oral (
diaria por 3 dias)
Intragastrica (diaria por
14 dias)

Salina

Dieta sem genisteina

Dieta sem daidzeina

Veiculo

Dieta sem genisteina

Veiculo

Salina

Nao tratado

Salina ou nanofibras
de SF/PVP sem
puerarina
Veiculo

Salina

sprague—dawley de 12 semanas de idade
ovariectomizados ou simulados
Ferida incisional (0,5 cm de diametro, 3 cm de
espessura) em camundongos atimicos machos de 6—8
semanas de idade
Feridas bilaterais (4 mm) em camundongos ICR
fémeas de 4 semanas de idade

Duas feridas excisionais (4mm) em camundongos
C57BL/6 fémeas de 8 semanas de idade
ovariectomizadas

Feridas (4 mm) em camundongos machos C57BL/6 de
10-12 semanas de idade normais ou diabéticos
induzidos por STZ
Feridas excisionais (4mm) em camundongos fémeas
ndo-diabéticos e diabéticos de 4 semanas de idade
Ferida incisional de espessura total em ratos de 6-8
semanas de idade normais ou diabéticos induzidos por
SZT
Flap de 2cm x 8cm suturado em ratas Sprague-Dawley
fémeas de 6 meses de idade ovariectomizadas e
simuladas
Feridas (5 mm) em camundongos BALB/c machos de 5
semanas de idade tratados com dexametasona

Feridas excisionais (1 cm de diametro) em
camundongos ICR machos *

Feridas incisionais (2 cm de didmetro) em ratos
sprague—dawley apds choque hemorragico ou normais
* #

Feridas bilaterais (4 mm) em camundongos machos
C57/BL6 do tipo selvagem de 8 semanas de idade

As caracteristicas dos estudos in vivo foram classificadas de acordo com a referéncia, fitoestrogenos, veiculo e dose ou concentragéo, posologia, controle e modelo
experimental. *idade dos animais ndo mencionada; # sexo dos animais ndo mencionado. DMSO: Dimetilsulféxido; ICR: High-affinity Estrogen Receptor Antagonist;

SF/PVP:  Silk

Fibroin/Synthetic

Polymer

Polyvinylpyrrolidone;

STZ:

Streptozotocin.

Fonte:

proprio

autor criado no Microsoft Word®.
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5.3. Efeito dos fitoestrogenos sobre a cicatriza¢céo de feridas

Foi observada alta heterogeneidade dos estudos em relacdo aos efeitos dos
fitoestrogenos (Tabelas 4 e 5). O efeito cicatrizante, propriedade intimamente relacionada
ao reparo de lesbes cutaneas, foi observado em 12 (63,15%%) estudos. Um dos estudos
in vivo avaliou o efeito cicatrizante in vitro simultaneamente (NGUYEN et al., 2021). Dez
avaliaram somente in vivo, enquanto um avaliou somente in vitro (FABER et al., 2018) e
um somente ex vivo (LEPHART, 2023). As avaliacdes de cicatrizacdo in vitro foram
realizadas mediante ensaios de migracao celular, enquanto a avaliacao ex vivo se deu por
analise genética. Para a cicatriza¢do in vivo, experimentos classicos de fechamento de
lesBes cutaneas em animais foram realizados.

O efeito dos fitoestrégenos sobre a fibroplasia foi bastante reportado, sobretudo
com a modulacdo do TGF-f3 e isoformas (MARINI et al., 2010; HUH et al., 2011; JURZAK
et al.,, 2014; NGUYEN et al., 2021; PENG et al.,, 2023), bem como a deposicdo de
colageno (CAO et al., 2009; MARINI et al., 2010; NGUYEN et al., 2021; SUN et al., 2022).
A atividade antiproliferativa da genisteina foi observada em fibroblastos hipertroficos no
estudo de Cao et al. (2009). Em fibroblastos queldides, Jurzak et al. (2014) observaram
gue a genisteina atua diminuindo marcadores da fibroplasia, como o TGF-p1, B2, B3 e
Connective Tissue Growth Factor (CTGF), bem como modulando marcadores de
apoptose (razdo Bcl2-associated X Protein (BAX)/ B-cell Lymphoma 2 Protein (BCL-2)),
sugerindo assim um efeito antifibrético. Em contrapartida, no trabalho de Borawska et al.
(2009), foi observado aumento da viabilidade de fibroblatos normais e do tecido de
granulacdo com o uso da genisteina. Ademais, segundo Gajic et al. (2022), a proliferacéo
e a migracao de fibroblastos L929 também foi promovida pela BCA.

Do ponto de vista do efeito anti-inflamatorio, o TNF-a (EMMERSON et al., 2010;
PARK et al., 2011; EO et al., 2016; SUN et al., 2022) e a IL-6 (EMMERSON et al., 2010;
FABER et al., 2018; SUN et al., 2022) foram destaque. Além disso, a Catalase (CAT)
(PARK et al., 2011; EO et al., 2016; FABER et al., 2018; LEPHART, 2023) e a Superoxido
Dismutase (SOD) (PARK et al., 2011; TIE et al., 2013; FABER et al., 2018) foram os
marcadores mais utilizados para destacar o efeito antioxidante dos fitoestrogenos. Foram
observados efeitos dos fitoestrogenos também na reepitelizacdo (EMMERSON et al.,
2010; MARINI et al., 2010; MUKAI et al., 2012; CHO et al., 2014; FABER et al., 2018;
TURER; ONGER, 2018; NGUYEN et al.,, 2021; SUN et al.,, 2022; HU et al., 2024) e
angiogénese (MARINI et al., 2010; HUH et al., 2011; FABER et al.,, 2018; TURER;
ONGER, 2018).
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Tabela 4 - Efeitos dos fitoestrégenos na cicatrizagéo de feridas in vitro e ex vivo.

Referéncias Fitoestrégeno Efeitos
Borawska et al., 2009 Genisteina Aumenta a viabilidade de fibroblatos normais e do tecido de granulacéo
Cao et al., 2009 Genisteina Inibe a proliferacéo e a fungdo de fibroblastos hipertréficos, mas nédo os fibroblastos normais, reduzindo hidroxiprolina e a expresséo de colageno | e I, bem
como a atividade de TPK e a transdugéo do sinal RAS-RAF-MEK-ERK
Huh et al., 2011 Formononetina Aumenta a area/densidade de germinacéo capilar que promove angiogénese; aumenta TGF-1, VEGF, PDGF e bFGF; aumenta a expressao de bFGF e

VEGF, a proteina e a expressao do Egr-1 através da via MAPK; induz a fosforilagdo (inibe atividade) da ERK e inibe ligeiramente a fosforilagcdo (aumenta
atividade) da MAPK

Cho et al., 2014 Gliciteina Promove a migracao de queratindcitos via sinalizagdo AKT e ERK e aumenta a gerag@o de ROS via Nox2 (principal isoforma dos neutrdfilos), aumentando o
oxigénio gque contribui para o crescimento de queratindcitos
Tie et al., 2013 Genisteina Previne a perda da rede tubular, contribuindo na formacao de tubos capilares na alta concentracéo de glicose
Jurzak et al., 2014 Genisteina Diminui a expresséo génica de TGF-1, B2, B3 e CTGF, a quantidade de proteina CTGF de maneira dependente da concentragéo e a expressao dos genes
p53 e p21, bem como a razdo BAX/BCL-2 em fibroblastos queldides
Faber et al., 2018 Genisteina Aumenta a porcentagem de fechamento de feridas e os niveis de BCL-2 na auséncia de VEGF; aumenta a atividade da SOD com e sem H202; regula

positivamente os genes associados a angiogénese e inflamagdo (CTGF, CXCLS5, IL-6, ITGB3, MMP-14 e VEGF-A) e regula negativamente os genes que inibem
a angiogénese (COL18A1, TIMP-2 e TIMP-3)
Nguyen et al., 2021 Puerarina Aumenta o nimero de células Ki67(+) e a expressdo de marcadores de proliferagdo como K16 e K17 em células HaCaT; diminui o nimero de células na fase

GO0/G1 e aumenta a proporcéo de células nas fases S e G2/M; aumenta a taxa de fechamento de feridas em 24 horas em células HaCaT; aumenta os niveis de

p-AKT e p-ERK
Gajic et al., 2022 Biochanina A Favorece a proliferacéo e a migracéo de fibroblastos L929
Sun et al., 2022 Puerarina Reduz a expressao de IL-6, COX-2 e iNOS e aumenta IL-10 em queratinécitos
Lephart, 2023 Equol Favorece a viabilidade da epiderme, derme e pele de espessura total; além disso, estimula e/ou inibe genes que modulam diversos processos fisiologicos,

gerando efeitos benéficos para a pele, como antiacne, antienvelhecimento, anti-inflamatério (dor), antioxidante, regulador do ritmo circadiano, na pigmentacéao,
hidratacéo dérmica, integridade do tecido e cicatrizagao de feridas pripriamente dita
Peng et al., 2023 Genisteina Melhora a viabilidade de EPCs hipéxicas e promove angiogénese apos hipdxia

Os principais resultados foram resumidos para cada fitoestrégeno estudado in vitro/ex vivo. AKT: AKT Protein; BAX: BCL2-Associated X Protein; BCL-2: B-Cell
Lymphoma 2 Protein; bFGF: Basic Fibroblast Growth Factor; COL:18A1: Collagen type XVIII alpha 1; COX-2: Cyclooxygenase-2; CTGF: Connective Tissue Growth
Factor; CXCL5: C-X-C Motif Chemokine Ligand 5; Egr-1: Early Growth Response Protein 1; EPCs: Endothelial Progenitor Cells; ERK: Extracellular Signal-
Regulated Kinase; H202: Pedxido de hidrogénio; IL-6: Interleukin-6; IL-10: Interleukin-10; ITGB3: Integrin Subunit Beta 3; iINOS: Inducible Nitric Oxide Synthase;
K16: Keratin 16; K17: Keratin 17; Ki-67: Cell Proliferation Marker Ki-67; L929: Mouse Skin Fibroblasts; MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase; MMP-14: Matrix
Metalloproteinase-14; Nox2: NADPH Oxidase 2; p21: p21 Protein; p38: p38 Protein; p53: p53 Protein; PDGF: Platelet-Derived Growth Factor; ROS: Reactive
Oxygen Species; TGF-B1: Transforming Growth Factor-81; TGF-B2: Transforming Growth Factor-82; TGF-f3: Transforming Growth Factor-B3; TIMP-2: Tissue
Inhibitor of Metalloproteinases-2; TIMP-3: Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-3; TPK: Tyrosine-Protein Kinase; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor;
VEGF-A: Vascular Endothelial Growth Factor A; a-SMA: Alpha-Smooth Muscle Actin. Fonte: proprio autor criado no Microsoft Word®.
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Tabela 5 - Efeitos dos fitoestrégenos na cicatrizacdo de feridas in vivo.

Referéncias Fitoestrégeno Efeitos
Emmerson et al., 2010 Genisteina Reduz a area da ferida, aumenta a porcentagem de reepitelizacéo, reduz neutrofilos e a proteina MIF, bem como macréfagos CD163 e a expressao de IL-6,
MIF e TNF-a em macréfagos; além disso, aumenta o numero de células que expressam o ER na derme e na epiderme
Marini et al., 2010 Genisteina Aumenta TGF-B1, TG2, VEGF e a deposic¢éo de colageno; além disso, melhora a resisténcia a tracéo da ferida e favorece a reepitelizacao
Huh et al., 2011 Formononetina Acelera o fechamento da ferida em cicatriza¢éo
Park et al., 2011 Genisteina Aumenta a taxa de fechamento de feridas durante o estagio inicial da cicatrizagéo, reduz a expressao de Cu-Zn-SOD e Mn-SOD no

tecido da pele da ferida, reduz a peroxidagao lipidica hepéatica e aumenta a atividade das enzimas antioxidantes hepaticas (SOD, CAT e GPx); ainda, diminui os
niveis de IkB fosforilado e reduz a expresséo de TNF-a e SOD na leséo
Mukai et al., 2012 Daidzeina N&o apresenta diferenca para a area da ferida, nova epiderme, novos vasos sanguineos, miofibroblastos ou fibras de colageno, mas reduz a area da ferida
durante a fase inflamatéria e promove a reepitelizagao
Tie et al., 2013 Genisteina Aumenta a taxa de cicatrizagéo e a taxa média de perfusao de feridas diabéticas; normaliza a produgéo elevada de O2-— (superdxido) e a formagéo de
nitrotirosina; reverte os niveis reduzidos de nitrito e previne o aumento da atividade de iINOS; regula a diferenciagao, a proliferagao e a apoptose celular,

atenuando os niveis do SIRT1 e do FoxO1 no tecido da pele diabética, ao mesmo tempo em que aumentou o ac-FoxO1

Eo et al., 2016 Genisteina Aumenta a taxa de fechamento de feridas, suprime a inflamagéo via TNF-a, iINOS, COX2 e NF-kB e o inflamossomo NLRP3 (NLRP3, ASC e caspase-1) no
nivel basal, além de reduzir a oxidagdo via Nrf2, HO-1, GPx e CAT
Faber et al., 2018 Genisteina Melhora a viabilidade do retalho, sugerindo efeito protetor contra a isquemia tecidual
Turer; Onger, 2018 Puerarina Favorece a reepitelizacao e angiogénese
Nguyen et al., 2021 Puerarina Aumenta a taxa de fechamento de feridas, aumenta a deposicao capilar e de colageno e a expressao de TGF-3
Sun et al., 2022 Puerarina Aumenta a taxa de fechamento da ferida, a reepitelizacéo, a deposi¢ao de colageno, a expressado de CD31 e promove melhor neovascularizagao; além disso,

aumenta a expressdo do PCNA e inibe a expressdo de CD68, sugerindo reducéo de macréfagos, bem como diminui a expressao de TLR4, MyD88, IkB-a e p-
IkB-a, NF-kB e p-NF-kB, IL-13, TNF-a, PI3K, p-PI3K, AKT e p-AKT; reduz a expressao de a-SMA, sugerindo a redugdo de miofibroblastos
Peng et al., 2023 Genisteina Aumenta a taxa de fechamento da ferida, o fluxo sanguineo e a atividade da ATPase, bem como a mobilizac&o e o direcionamento de EPCs do sangue

periférico para a ferida; além disso, aumenta os niveis de TGF-B, SDF-1a e angiotensina |l no sangue periférico e o relaxamento vascular em resposta a
acetilcolina na artéria mesentérica superior
Hu et al., 2024 Genisteina Aumenta o fechamento da ferida e acelera a regeneragéao folicular e o crescimento capilar; aumenta os sinais positivos de Ki-67 na epiderme e reduz os sinais

TUNEL tanto na epiderme quanto na derme, indicando que aumenta a proliferagéo celular e diminui/previne a apoptose celular em feridas

Os principais resultados foram resumidos para cada fitoestrégeno estudado in vivo. AKT: AKT Protein; ASC: Apoptosis-Associated Speck-like Protein Containing a
CARD; CD163: Cluster of Differentiation 163; CD31: Cluster of Differentiation 31; CD68: Cluster of Differentiation 68; COX-2: Cyclooxygenase-2; CuzZnSOD: Cobre-
Zinco Superoxido Dismutase; EPCs: Endothelial Progenitor Cells; ERB: Estrogen Receptor Beta; FoxO1: Forkhead Box Protein O1; GPx: Glutathione Peroxidase;
HO-1: Heme Oxygenase-1; IL-18: Interleukin-1 Beta; IL-6: Interleukin-6; IkB: Inhibitor of Nuclear Factor Kappa B; iNOS: Inducible Nitric Oxide Synthase; Ki-67: Cell
Proliferation Marker Ki-67; MIF: Macrophage Migration Inhibitory Factor; MnSOD: Manganés Superoxido Dismutase; MyD88: Myeloid Differentiation Primary
Response 88; NF-kB: Nuclear Factor Kappa B; NLRP3: NOD-Like Receptor Family Pyrin Domain Containing 3; Nrf2: Nuclear Factor Erythroid 2—Related Factor 2;
p: Phosphorylated; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase; SDF-1a: Stromal Cell-Derived Factor-71a; SIRT1: Sirtuin-1; SOD:
Superéxide Dismutase; TG2: Tissue Transglutaminase; TGF-B: Transforming Growth Factor-B; TGF-B1: Transforming Growth Factor-G7; TLR4: Toll-Like Receptor
4; TNF-a: Tumor Necrosis Factor-a; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; a-SMA: Alpha-Smooth Muscle Actin. Fonte: préprio autor criado no Microsoft
Word®.
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Em sintese, de acordo com o0s estudos selecionados, os fitoestrégenos
possuem efeito cicatrizante, anti-inflamatério, antioxidante, reepitelizante,
angiogénico e fibroplasico. Além disso, aumenta a viabilidade celular, modula a
apoptose e favorece a proliferacdo e a migracdo celular. Ainda, os diferentes
modelos empregados e os seus desafios demonstraram que os fitoestrogenos
podem ter efeito pré-estrogénico, anti-isquémico e antifibrético (Figura 9).

Além dos efeitos reportados, vale a pena ressaltar que outras propriedades
foram sugeridas para o equol mediante exclusivamente a analise genética realizada
por Lephart (2023). Segundo o autor, o equol pode contribuir para a saude da pele
por seus efeitos antienvelhecimento, anti-inflamatério, antioxidante, hidratante, na

pigmentacéo, na integridade do tecido e na cicatrizagéo de feridas propriamente dita.
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Figura 9 - Propriedades terapéuticas dos fitoestr6genos no reparo cutaneo
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Em sintese, as propriedades medicinais reportadas para os fitoestrogenos no reparo tecidual foram de cicatrizante, fibroplasia ou antifibrotico, angiogénese e anti-
isquémico, pré-estrogénico, proliferacao, migracédo, apoptose e viabilidade celular, reepitelizante, antioxidante e anti-inflamatdrio. Fonte: proprio autor criado no
Microsoft PowerPoint® com material do https://smart.servier.com.
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5.4. Frequéncia de moléculas biomarcadoras da cicatrizagcdo nos estudos

A maioria dos estudos avaliou diferentes marcadores para o reparo tecidual,
que, apOs analise, resultou em dados bastante heterogéneos, impossibilitando a
realizacdo de uma meta-analise. Dessa forma, com intuito de aprimorar a analise
dos dados, foi confeccionada uma tabela destacando a frequéncia dos
biomarcadores moleculares analisados nos estudos selecionados (Tabela 6).

Foi observado que nos estudos selecionados de cicatrizagdo de feridas com
fitoestrogenos foram utilizados inimeros biomarcadores diferentes (129 moléculas).
Destes, a Extracellular Signal-regulated Kinase (ERK) foi a molécula mais citada,
seguida pela CAT e TNF-a, que foram utilizadas como biomarcadores da
cicatrizagdo em cinco e quatro estudos, respectivamente. Em seguida, foram
mencionadas em trés estudos Protein AKT (AKT), IL-6, Nuclear Factor Kappa
Inhibitory Light Polypeptide Gene (IkB), iNOS, P38 protein (p38), SOD e TGF-B3; e
foram mencionadas em dois estudos 18 diferentes moléculas, enquanto os demais
biomarcadores (101) foram citados apenas uma vez.

E importante ressaltar que, assim como a cicatrizagdo ocorre mediante um
processo bastante complexo, estabelecer o0s mecanismos pelos quais 0s
fitoestrogenos podem favorecer o reparo cutaneo pode ser uma tarefa bastante
desafiadora, sobretudo devido as informacdes ainda desconhecidas e, por vezes,
incompletas ou controversas. No entanto, com base nos biomarcadores
mencionados e nos mecanismos ja reportados nos estudos de cicatrizacdo com
fitoestrogenos, € possivel sugerir possiveis mecanismos de acdo que contribuem

para o reparo cutaneo (Figuras 10 e 11).
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Tabela 6 - Frequéncia de biomarcadores moleculares utilizados nos estudos de fitoestrogenos na cicatrizagéo.
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Col4geno tipo |
Colageno tipo Il
COL18A1
COX-2
CSF2
CTGF
CuznSOD
CXCL10
CXCL5
DMKN
DUOX1
EFNA3
EGLN3
Egr-1
ERK
ERa
ERB
FAF2
FETUB
Flk-1
Fox01
F3
Glicocorticoide
GPx
Hidroxiprolina
HAL
HBEGF
HO-1
IFN-1a
IL-10
IL-18
IL-18
IL20Ra
IL20RB
IL23a
IL-24
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IL-37
IL-6
iNOS
kB
IRF1
ITGB3
JNK
KITLG
K16
K17
LEP
Ki-67
MAPK
MIF
MMP-14
MMP-9
MnSOD
MT1A
MT1F
MT1G
MyD88
NFE2L3
NF-kB
Nitrito
Nitrotirosina
NLRP3
Nox2
Nox4
NRG1
Nrf2
p21
p38
p53
PCNA
PDGF
PI3K
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PKP1 +
PLAU +
Raf +
Sca-1 +
SDF-1a i
SERPINA 12 +
SERPINA 1 + +
SIRT1 +
SLC30A1 +
SOD + + +
SPINK5 +
ST14 +
TG2 4
TGF-B + + +
TGF-p1 + +
TGF-p2
TGF-B3 +
TIAM1 +
TIMP-2 +
TIMP-3 +
TLR2 +
TLR4 +
TNF10 +
TNF-a + + + +
TPK i
TXNRD1 +
VEGF + +
VEGF-A +
WFDC5 +
a-SMA i
As moléculas mencionadas nos estudos estéo realgadas de acordo com a frequéncia em uma vez (verde), duas vezes (amarelo), trés vezes (laranja) e quatro vezes
ou mais (vermelho). *ndo avaliou nenhum biomarcador molecular. #avaliou inimeras moléculas com propriedades importantes para a pele mediante a identificagao
dos seus genes, mas sao mencionadas na tabela apenas as moléculas com efeito direto sobre o reparo de lesdes cutdneas (anti-inflamatério, antioxidante e
cicatrizante). ABCG4: ATP-Binding Cassette Subfamily G Member 4; ACTH: Adrenocorticotropic Hormone; AHR: Aryl Hydrocarbon Receptor; AKT: AKT Protein; ASC:
Apoptosis-Associated  Speck-like  Protein  Containing a CARD; BAX: BCL2-Associated X Protein; BCL-2: B-Cell Lymphoma 2 Protein;
bFGF: Basic Fibroblast Growth Factor; CD133: Cluster of Differentiation 133; CD163: Cluster of Differentiation 163; CD31: Cluster of Differentiation 31; CD34: Cluster
of Differentiation 34; CD36: Cluster of Differentiation 36; CD45: Cluster of Differentiation 45; CD68: Cluster of Differentiation 68;
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CD74: Cluster of Differentiation 74; cNOS: Constitutive Nitric Oxide Synthase; COL18A1: Collagen Type XVIIl Alpha 1 Chain; COX-2: Cyclooxygenase-2; CSF2:
Colony Stimulating Factor 2, CTGF: Connective Tissue Growth Factor, CuzZnSOD: Copper-Zinc Superoxide Dismutase;
CXCL10: C-X-C Motif Chemokine Ligand 10; CXCL5: C-X-C Motif Chemokine Ligand 5; DMKN: Dermokine; DUOX1: Dual Oxidase 1; EFNA3: Ephrin-A3; EGLN3: Egl-
9  Family  Hypoxia-Inducible  Factor 3; Egr-1: Early Growth  Response Protein 1, ERK: Extracellular  Signal-Regulated  Kinase;
ERa: Estrogen Receptor Alpha; ERP: Estrogen Receptor Beta; FAF2: Fibroblast Growth Factor 2; FETUB: Fetuin B; Flk-1: VEGF Receptor 2,
FoxO1: Forkhead Box O1 Transcription Factor; F3: Coagulation Factor Il (Tissue Factor); GPx: Glutathione Peroxidase; HBEGF: Heparin-Binding EGF-Like Growth
Factor; HAL: Histidine Ammonia-Lyase; HO-1: Heme Oxygenase-1; IFN-1a: Interferon Alpha-1; IL-1B: Interleukin-1 Beta; IL-6: Interleukin-6; IL-10: Interleukin-10; IL-18:
Interleukin-18; IL20Ra: Interleukin 20 Receptor Alpha; IL20Rp: Interleukin 20 Receptor Beta; |IL-23a: Interleukin-23 Alpha; IL-24: Interleukin-24; |L-37: Interleukin-37;
IkB: Inhibitor of Nuclear Factor Kappa B; IRF1: Interferon Regulatory Factor 1; ITGB3: Integrin Subunit Beta 3; JNK: c-Jun N-terminal Kinase; KITLG: KIT Ligand; K16:
Keratin 16; K17: Keratin 17; Ki-67: Cell Proliferation Marker Ki-67; LEP: Leptin; MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase; MIF: Macrophage Migration Inhibitory Factor,;
MMP-9: Matrix Metalloproteinase-9; MMP-14: Matrix Metalloproteinase-14; MnSOD: Manganés Superéxido Dismutase; MT1A: Metallothionein 1A; MT1F:
Metallothionein 1F; MT1G: Metallothionein 1G; MyD88: Myeloid Differentiation Primary Response 88; NFE2L3: Nuclear Factor Erythroid 2 Like 3; NF-kB: Nuclear
Factor Kappa B; NLRP3: NOD-Like Receptor Family Pyrin Domain Containing 3; NRG1: Neuregulin 1; Nox2: NADPH Oxidase 2; Nox4: NADPH Oxidase 4; Nrf2:
Nuclear Factor Erythroid 2—Related Factor 2; p21: Protein p21; p38: Protein p38; p53: Protein p53; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; PDGF: Platelet-Derived
Growth Factor; PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase; PKP1: Plakophilin-1; PLAU: Urokinase-Type Plasminogen Activator; Raf: Ser/Thr-Specific Protein Kinase Raf; Sca-1:
Stem Cell Antigen-1; SDF-1a: Stromal Cell-Derived Factor-1 Alpha; SIRT1: Sirtuin-1; SLC30A1: Solute Carrier Family 30 Member 1; SOD: Superdxido Dismutase;
SPINKS5: Serine Protease Inhibitor Kazal-Type 5; ST14: Suppression of Tumorigenicity 14; TG2: Tissue Transglutaminase; TGF-B: Transforming Growth Factor Beta;
TGF-B1: Transforming Growth Factor Beta 1; TGF-B2: Transforming Growth Factor Beta 2; TGF-B3: Transforming Growth Factor Beta 3; TIAM1: T-Cell Lymphoma
Invasion and Metastasis-Inducing Protein 1; TIMP-2: Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-2; TIMP-3: Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-3; TLR2: Toll-Like
Receptor 2; TLR4: Toll-Like Receptor 4; TNF10: Tumor Necrosis Factor 10; TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha; TPK: Tyrosine-Protein Kinase;
TXNRD1: Thioredoxin Reductase 1; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF-A: Vascular Endothelial Growth Factor A; WFDC5: WAP Four-Disulfide Core
Domain Protein 5; a-SMA: Alpha-Smooth Muscle Actin. Fonte: préprio autor criado no Microsoft Word®.
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Figura 10 - Papel modulador dos fitoestrégenos nas vias de sinalizacdo inflamatéria e no
estresse oxidativo durante os estdgios iniciais da cicatrizacdo de feridas cutaneas.
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Apés a lesdo cutédnea, macréfagos e neutrdfilos infiltram no local da ferida. Ambos liberam citocinas
pro-inflamatérias (ex. TNF-a) e ROS para eliminar patdogenos invasores. No entanto, a liberagédo
excessiva desses mediadores contribui para danos teciduais secundéarios e retarda o processo de
cicatrizagdo. O TNF-a se liga ao Tumor Necrosis Factor Receptor 1 (TNFR1) e ao Toll-like receptor
(TLR), iniciando uma cascata de sinalizacdo envolvendo a ativagdo do complexo IKK (IKKa, IKKS,
IKKYy). Isso leva a fosforilagdo e subsequente degradacdo de IkB, permitindo a translocac&o nuclear
de dimeros de NF-kB (p65/c-Rel e p50), que promovem a transcricdo de genes inflamatérios como
TNF-a, IL-1B, IL-6, Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF), COX-2 e iINOS. Esses receptores
também estimulam a via de sinalizacdo MAPK (ERK e C-Jun N-terminal Kinase (INK)), o que
amplifica ainda mais a expressao génica inflamatoria. Além disso, o TLR ativa o eixo de sinalizagéo
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT, que por sua vez pode regular positivamente o NF-kB. As
ROS, que se acumulam em resposta a ativacao de neutréfilos e macréfagos e danos a membrana,
dissociam o Nuclear Factor Erythroid 2 (Nrf2) de seu inibidor citoplasmatico Kelch-like ECH-
Associated Protein 1 (KEAP1). O Nrf2 livre é translocado para o ndcleo e se liga a Antioxidant
Response Elements (AREs), promovendo a transcricdo de enzimas desintoxicantes e antioxidantes,
como SOD, CAT, Glutathione Peroxidase (GPx), Glutathione (GSH) e Heme Oxygenase-1 (HO-1). Os
fitoestrégenos exercem potentes efeitos anti-inflamatorios nesse contexto, pois inibem a ativacdo do
complexo IKK, prevenindo a degradacgéo de IkB e, portanto, bloqueando a translocacdo nuclear de
NF-kB. Paralelamente, eles suprimem a ativacdo de JNK, limitando ainda mais a resposta
inflamatdria. Ainda, inibe a ativacdo de PI3K/AKT, suprimindo sua sinalizacao a jusante para o NF-kB,
reduzindo assim a transcricdo de mediadores proé-inflamatérios. Além disso, eles aumentam a
ativacdo do Nrf2, seja promovendo sua liberacdo de KEAP1 ou aumentando sua estabilidade nuclear,
fortalecendo assim as defesas antioxidantes e reduzindo o dano oxidativo. Juntos, esses efeitos
moduladores dos fitoestrdgenos contribuem para a atenuacao da inflamacéo e do estresse oxidativo
no microambiente da ferida, facilitando a transicéo para a fase proliferativa do reparo da pele. Fonte:
préprio autor criada no BioRender.com.
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Figura 11 - Acao dos fitoestrégenos na inducao de fatores de crescimento e ativacdo de vias
proliferativas durante a cicatrizacao de feridas cuténeas.
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Esta figura ilustra os mecanismos moleculares pelos quais os fitoestrégenos modulam o reparo
tecidual mediante a ativacdo de receptores nucleares de estrogénio. Uma vez internalizados, os
fitoestrégenos se ligam aos receptores, promovendo a sua dimerizacdo e o recrutamento de
proteinas corregulatérias, que facilitam a interagcdo do complexo hormdnio-receptor com o0s
Elementos de Resposta ao Estrogénio (EREs) no DNA. Esse processo leva a transcricdo de genes
que codificam fatores de crescimento, como o VEGF e o TGF-B. Uma vez secretados, esses fatores
se ligam aos seus respectivos receptores de tirosina quinase na membrana celular, desencadeando
cascatas de sinalizacdo intracelular que convergem em vias comuns. O VEGF e o TGF-B podem
ativar as vias PI3K/AKT e RAS/RAF/MEK/ERK, respectivamente, essenciais na regulacdo da
proliferacéo e migragdo celular. A via PI3BK/AKT ¢é iniciada pela ativagdo da PI3K, que catalisa a
conversdo de PIP2 em PIP3, levando ao recrutamento e a fosforilagdo da AKT. A AKT fosforilada
promove a sobrevivéncia celular, a sintese proteica e a angiogénese, criando um microambiente
favoravel a regeneracao tecidual. Simultaneamente, a via RAS/RAF/MEK/ERK é ativada por meio do
recrutamento de proteinas adaptadoras, como Grb2 e SOS, resultando na ativacdo de RAS, seguida
pela fosforilagdo sequencial de RAF, MEK e ERK. A ERK ativada é translocada para o n(cleo,
regulando a transcricdo de genes envolvidos na proliferacéo, diferenciacdo e remodelacdo da matriz
extracelular. Essas vias de sinalizacdo convergentes, em conjunto, potencializam a proliferacéo e a
migracao de queratindcitos e fibroblastos, células envolvidas na reepitelizacdo e na deposicdo de
matriz extracelular durante a cicatrizacdo de feridas. Portanto, ao induzir a expresséo do fator tréfico
e ativar cascatas de sinalizacdo intracelular importantes, os fitoestrégenos desempenham um papel
central na orquestracao de respostas celulares que promovem o reparo eficiente da pele. Fonte:
préprio autor criada no BioRender.com.
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5.5. Risco deviés

Todos os estudos in vitro e ex vivo incluidos foram avaliados com incerto risco
de viés para geracdo de sequéncia, randomizacdo de habitacdo, intervencéo
encoberta e avaliacdo randomizada do desfecho. Por outro lado, todos os estudos
selecionados foram avaliados com baixo risco de viés para caracteristicas de base e
relatério seletivo de desfechos. Alto risco de viés foi observado em um estudo (8,3%)
para o dominio de outras fontes de viés, enquanto para esse dominio 75% foram
avaliados para baixo risco e 16,7% para incerto risco de viés. Para alocacédo
encoberta e desfechos com dados incompletos foram avaliados em 33,4% e 58,4%

para baixo e 66,6% e 41,6% para incerto risco de viés, respectivamente (Figura 12).

Figura 12 - Andlise do risco de viés dos estudos in vitro e ex vivo incluidos.
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O risco de viés foi determinado em baixo, incerto e alto nos estudos in vitro e ex vivo. Fonte: préprio
autor criada no Review Manager.

Todos os estudos in vivo incluidos foram avaliados com risco de viés incerto
para intervencdo encoberta, avaliacdo randomizada do desfecho e cegamento do
avaliador dos desfechos. Para a geracdo de sequéncia foram avaliados 15,3% como
baixo e 84,7% como incerto, enquanto para caracteristicas de base foram 84,7%
como baixo e como 15,3% incerto. Para alocagdo encoberta foram 61,6% como
baixo e 38,4% como incerto, para randomizacdo de habitacdo foram 7,6% como
baixo e 92,4% como incerto e desfechos com dados incompletos foram 30,7% como

baixo e 69,3% como incerto. Para relatério seletivo de desfechos e outras fontes de
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viées foram 69,3% como baixo e 30,7% como incerto em ambos os dominios.
Nenhum dos estudos foi avaliado com dominio apresentando alto risco de viés
(Figura 13).

Figura 13 - Andlise do risco de viés dos estudos in vivo incluidos.
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O risco de viés foi determinado em baixo, incerto e alto nos estudos in vivo. Fonte: préprio autor
criada no Review Manager.
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6.  DISCUSSAO

Nesta revisdo sistematica de estudos pré-clinicos foram avaliadas
publicacdes que abordaram sete diferentes fitoestrogenos no tratamento de feridas
cutaneas: genisteina, puerarina, BCA, daidzeina, formononetina, equol e gliciteina.
Todos os fitoestrégenos foram melhores que os controles em pelo menos uma
variavel analisada pelo estudo. No entanto, a falta de resultados negativos
provavelmente retrata a tendéncia de haver publicacdes com resultados que
comprovem as hipéteses, com os achados negativos negligenciados. Isso ocorre
principalmente pela tradicdo das revistas em aceitar melhor resultados positivos
(SILVA, 2015).

Os fitoestrogenos s@o assim conhecidos por serem moléculas de origem
natural que interagem com 0s receptores estrogénicos, mimetizando os seus efeitos
endodgenos. No entanto, além de atuar sobre a via estrogénica, os fitoestrogenos
possuem efeitos independentes que, por sua vez, 0s tornam cada vez mais
promissores para a utilizacdo medicinal (ATIQ-UR-REHMAN, 2019; SARFRAZ et al.,
2020). Na cicatrizagéo de feridas os fitoestrogenos tém sido amplamente estudados,
mas este € o primeiro estudo que compila as informacdes da literatura com intuito de
evidenciar os mecanismos e efeitos esperados no reparo cutaneo.

Embora tenha havido alta heterogeneidade nos estudos, alguns pontos sao
importantes de serem ressaltados. Nenhum dos estudos realizou avaliacéo in silico
e apenas um avaliou simultaneamente in vitro, ex vivo e in vivo, enquanto cinco
avaliaram tanto in vitro como in vivo. Até 0 momento, os modelos in silico, in vitro e
ex vivo ndo podem substituir os experimentos com animais na pesquisa. Na
verdade, eles devem ser complementares nos estudos de cicatrizacdo de feridas
(GRAMBOW et al., 2021), pois os modelos in vivo sdo fundamentais na investigacao
de novas terapias e antecedem a realizacdo dos ensaios clinicos (SAMI et al., 2019).

Para os estudos in vitro, foi observada principalmente a utilizacdo de veiculos
classicos como o DMSO. No entanto, a inclusdo de duas biotecnologias como
carreadoras do fitoestrégeno indicam um aperfeicoamento na forma de utilizagéo
desses principios ativos. As fibras de polilactideo eletrofiadas, utilizadas por Gajic et
al. (2022), foram adequadas para a formulacéo potencial na cicatrizacao de feridas
com a BCA. Ja a proteina da seda com polimero sintético de polivinilpirrolidona foi
utilizada por Sun et al. (2022) e se mostrou um veiculo eficaz para a puerarina que

parece auxiliar a cicatrizacdo de feridas reduzindo a inflamacao.
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Ainda nas analises in vitro, os fibroblastos com distintas caracteristicas foram
destaque para os tipos celulares. Alguns estudos simularam fibroblastos normais
(BORAWSKA et al., 2009; CAO et al., 2009; JURZAK et al., 2014; GAJIC et al.,
2022) ou de granulacdo (BORAWSKA et al., 2009), enquanto outros mimetizaram
fibroblastos alterados, sejam hipertroficos (CAO et al., 2009) ou queldides (JURZAK
et al., 2014). Os fibroblastos estédo intimamente relacionados a fase de proliferacéo,
sendo responsaveis pela producdo de MEC, sobretudo o colageno. Contudo, uma
resposta exacerbada tem sido relacionada a complicacbes como cicatrizes
hipertréficas e queldides. Assim, adequada modulacdo do efeito dos fibroblastos
pelos fitoestrégenos é fundamental para o reparo (JURZAK et al., 2014).

Nos estudos in vivo a dieta foi destaque como veiculo e controle. Além disso,
a via oral foi a principal para a administracdo dos agentes. Os fitoestrogenos séo
assim conhecidos em virtude de sua origem vegetal associada a semelhanca
molecular com o estrégeno e, consequentemente, interacdo com 0s receptores
estrogénicos. O fato do fitoestrogeno ser um composto de origem vegetal pode
explicar a utilizacdo da dieta como veiculo e sua consequente administracéo por via
oral, mimetizando a forma mais natural de obtencéo desses compostos (PARK et al.,
2011; MUKAI et al., 2012; EO et al., 2016; PENG et al., 2023). No entanto, vale a
pena ressaltar que a via oral tem limitagcdes importantes, pois € dependente da
ingestdo dos animais e, assim, ndo existe garantia da dose exata utilizada nos
estudos. Além disso, embora tenha sido pouco utilizada, a via tépica pode ser
preferivel em lesBes cutdneas, aumentando principalmente a disponibilidade
cutanea do composto.

Na maioria dos estudos in vivo foram utilizadas feridas cronicas ocasionadas
por ovariectomia (EMMERSON et al., 2010; MARINI et al., 2010; MUKAI et al., 2012;
FABER et al., 2018), diabetes (TIE et al., 2013; EO et al., 2016; TURER; ONGER,
2018), dexametasona (NGUYEN et al., 2021) ou choque hemorragico (PENG et al.,
2023). Tais modelos de leséo cutanea, diferentemente da aguda, sdo complexos e
estdo associados a resposta inflamatéria exacerbada que normalmente ocasiona
complicagbes no reparo (GURTNER et al., 2008; VELNAR et al., 2009).

No diabetes a ferida é prejudicada devido a resposta inflamatéria exagerada e
pela inibicdo da angiogénese (BREM; TOMIC-CANIC, et al., 2007). No modelo de
choque hemorragico a hipoperfusédo é o fator crucial que compromete o reparo de

lesbes cutaneas (NGUYEN et al., 2021). J& no modelo de ovariectomia, a ferida é
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prejudicada em virtude da inflamac&o intensa ocasionada pelo hipoestrogenismo
gue mimetiza a menopausa em mulheres (EMMERSON et al., 2010). No modelo de
desafio com dexametasona a ferida é prejudicada devido a inibicdo da proliferacao e
migracao de queratindcitos (SLOMINSKI; ZMIJEWSKI, 2017), bem como a reducéo
na biossintese de colageno (OISHI et al., 2002).

Um ponto importante sobre os modelos experimentais in vivo € que todos
utilizaram roedores e, principalmente, camundongos. A utilizagdo de animais,
independentemente da espécie, ndo reflete totalmente o processo de reparo cutaneo
que ocorre em humanos. Em camundongos, por exemplo, as feridas cicatrizam
principalmente por contracdo e, ainda, as respostas genomicas, imunes e
inflamatérias diferem significativamente das humanas apds a leséo. No entanto, o
conhecimento sobre a espécie e as vantagens de custo, tamanho, diferentes
linhagens e reagentes disponiveis para analises sdo vantagens que justificam o uso
desses animais (GRADA et al., 2018).

Foi observado que os estudos com fémeas tiveram relacdo com o modelo
experimental de ovariectomia para mimetizar a deficiéncia de estrogeno em
mulheres na menopausa (EMMERSON et al., 2010; MARINI et al., 2010; MUKAI et
al., 2012; FABER et al., 2018). Sabe-se que o hipoestrogenismo acarreta inimeros
prejuizos a pele, pois induz a formacédo de feridas crbnicas. J& a reposicdo com
estrogeno tende a inibir o recrutamento de neutréfilos (MUKAI et al.,, 2016),
favorecer a polarizacdo de macréfagos anti-inflamatérios (WILKINSON; HARDMAN,
2017), reduzir a inflamacdo via TNF-a e promover adequada reepitelizacdo e
deposicado de colageno nas lesées (EMMERSON et al., 2009; EMMERSON et al.,
2013). Sabendo entdo que os fitoestrégenos mimetizam o estrégeno enddgeno, é
justificavel que esse modelo tenha sido comum entre os estudos (SARFRAZ et al.,
2020).

A genisteina foi o fitoestrogeno mais estudado dentre os trabalhos
selecionados e, por isso, merece destaque. Essa molécula de origem natural é
bastante conhecida por sua modulacdo em receptores para o estrégeno. Assim, é
considerado um fitoestrégeno amplamente investigado devido seus efeitos benéficos
para a saude humana, sobretudo no tratamento de les6es cutaneas (EMMERSON et
al., 2010). De acordo com os estudos selecionados, esse fitoestrogeno € um
promissor cicatrizante pois atua favorecendo o fechamento das lesbes cutaneas
(EMMERSON et al., 2010; PARK et al., 2011; TIE et al., 2013; FABER et al., 2018;
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PENG et al., 2023; HU et al., 2024), na modulacédo da fibroplasia (BORAWSKA et
al., 2009; CAO et al., 2009; MARINI et al., 2010; JURZAK et al., 2014; GAJIC et al.,
2022), como anti-inflamatorio e antioxidante (PARK et al., 2011; EO et al., 2016;
FABER et al., 2018), reepitelizante (EMMERSON et al., 2010; MARINI et al., 2010),
angiogénico (TIE et al., 2013; FABER et al., 2018; HU et al., 2024), anti-isquémico
(FABER et al., 2018; PENG et al., 2023) e pro-estrogénico (EMMERSON et al.,
2010).

O efeito de compostos sobre o fechamento da ferida é uma das formas mais
classicas de determinar a acéo cicatrizante. Nos estudos selecionados o efeito sobre
o fechamento de lesbes foi avaliado in vitro mediante os ensaios de migracdo
celular, também conhecidos como “arranhdo” (FABER et al., 2018; NGUYEN et al.,
2021), ex vivo, por analise genética (LEPHART, 2023), e in vivo, em lesfes cutaneas
em animais (EMMERSON et al., 2010; HUH et al., 2011; PARK et al., 2011; MUKAI
et al., 2012; TIE et al., 2013; EO et al., 2016; SUN et al., 2022; PENG et al., 2023;
HU et al., 2024; NGUYEN et al., 2021). Esse foi o efeito mais reportado nos estudos
selecionados com fitoestrogenos. No entanto, o fechamento da leséo, por si sé, ndo
determina a eficacia cicatrizante de um principio ativo. Entdo, demais efeitos
relacionados ao processo de reparo cutdaneo também foram reportados como
fibroplasia, inflamacéo, oxidagéo, reepitelizacdo, angiogénese e entre outros.

Os fibroblastos foram destaque nos estudos de cicatrizacdo in vitro e suas
diferentes linhagens foram utilizadas para mimetizar distintos tipos de lesbes
cutdneas. Os modelos utilizados em fibroblastos no estudos selecionados
apresentaram diferentes formas de modulagdo, aumentando ou diminuindo a
atividade celular e/ou molecular. Em geral, o estimulo de fibroblastos normais
causado pelos fitoestrogenos foi considerado benéfico ao reparo das lesdes por
favorecer a fibroplasia, como observado por Borawska et al. (2009), Cao et al.
(2009), Jurzak et al. (2014) e Gaijic et al. (2022). Em contrapartida, em se tratado de
fibroblastos hipertroficos (CAO et al., 2009) ou queldides (JURZAK et al., 2014), em
gue ha um excesso de atividade fibroblastica, o efeito antiproliferativo e/ou
apoptotico dos fitoestrogenos foi fundamental no controle da produgédo exacerbada
de colageno. Isso pode ser traduzido em atividade antifibrética que tende a melhorar
a formacéao de cicatrizes hipertroficas e queldides.

Nos estudos selecionados foram utilizadas 129 diferentes moléculas como

biomarcadores do reparo. Todas as moléculas citadas apresentam relagdo com o0s
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efeitos reportados nos estudos e algumas permitem entender 0s possiveis
mecanismos de acdo dos fitoestrogenos. Assim, associadas ao efeito anti-
inflamatoério foram mencionadas com maior frequéncia TNF-a, seguida de IL-6, kB,
INOS e p38 e, posteriormente, COX-2, IL-10, IL-1B e NF-kB. Envolvidas com o efeito
antioxidante foram mencionadas a CAT, seguida de SOD e, posteriormente,
CuzZnSOD, GPx, HO-1 e MnSOD. E, para a fibroplasia e reepitelizagédo, a ERK foi a
mais mencionada, seguida de AKT e TGF-B e, posteriormente, COL18A1, CTGF,
SERPINA1 e TGF-31.

Durante o processo de reparo cutaneo a inflamacédo tem papel crucial e o
efeito anti-inflamatério dos fitoestrogenos € obviamente uma das propriedades mais
reportada. O TNF-a foi destaque entre os estudos selecionados (EMMERSON et al.,
2010; PARK et al., 2011; EO et al., 2016; SUN et al., 2022). Essa potente citocina
pré-inflamatéria interage com dois receptores distintos, 0 TNFR1 e o TNFR2, e ativa
o NF-kB, um fator de transcricdo nuclear que promove a producao de fatores pro-
inflamatérios como TNF-q, IL-6, IL-1B, COX-2 e INOS. A ativacdo do NF-kB também
pode ocorrer pela acado direta da p38, enquanto o IkB tem papel fundamental na
inibicdo (PARK et al., 2011; EO et al., 2016; NOSENKO et al., 2019).

A CAT foi outra molécula bastante mencionada nos estudos (PARK et al.,
2011; EO et al., 2016; FABER et al.,, 2018; LEPHART, 2023). Essa enzima tem
grande importancia como agente antioxidante, bem como a SOD e a GPx, atuando
na remocdo de ROS que comumente induzem o estresse oxidativo e exacerbam a
inflamacdo a ponto de retardar o processo de reparo tecidual (PARK et al., 2011).
Segundo Park et al. (2011), o efeito antioxidante observado para o fitoestrégeno
genisteina contribuiu para a inativacdo do NF-kB e a reducao da expressao do TNF-
a, demonstrando a importante relacdo entre os efeitos antioxidante e anti-
inflamatorio dos fitoestrégenos.

A ERK foi uma das moléculas mais utilizadas como biomarcador do reparo
cutaneo (CAO et al., 2009; HUH et al., 2011; PARK et al.,, 2011; NGUYEN et al.,
2021). Essa cinase tem papel fundamental na proliferacdo e migracao de
fibroblastos mediada pelo TGF-f (LUCKETT-CHASTAIN; GALLUCCI, 2009), bem
como de queratinécitos (SATOH et al., 2009). No entanto, além da via de sinalizacao
ERK, a AKT também tem papel importante para a proliferacdo e a migracdo de
gueratinécitos (ZHOU et al., 2016). No estudo de Nguyen et al. (2021), foi possivel

observar que o aumento da proliferacdo e migracdo de queratinécitos foi restaurado
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pelo fitoestrogeno puerarina atraves das vias AKT e ERK apés a atividade prejudicial
da dexametasona.

Embora algumas moléculas diretamente relacionadas a angiogénese tenham
sido pouco mencionadas, como o VEGF (MARINI et al., 2010; HUH et al., 2011) e o
VEGFA (FABER et al., 2018), outros estudos selecionados avaliaram o efeito dos
fitoestrbgenos sobre a angidbgenese e a isquemia tecidual (TIE et al., 2013;
NGUYEN et al., 2021; SUN et al., 2022; PENG et al., 2023; HU et al., 2024). Faber
et al. (2018) verificaram que a genisteina melhora a viabilidade de retalhos cutaneos,
sugerindo um efeito anti-isquémico e angiogénico, pois o fitoestrogeno regulou
positivamente genes associados a angiogénese e inflamacéo (CTGF, CXCL5, IL-6,
ITGB3, MMP-14 e VEGF-A) e negativamente os genes que inibem (COL18A1,
TIMP-2 e TIMP-3).

Vale a pena ressaltar que o0s mecanismos celulares e moleculares do
processo de cicatrizagdo sao extremamente complexos, gerando indmeros
questionamentos sobre quando podem ser considerados benéficos ou prejudiciais
ao reparo. A IL-6, por exemplo, uma citocina tipicamente pré-inflamatoria, ja foi
associada a fibroplasia por induzir a expressédo do TGF-B mediada pela cascata de
sinalizacdo envolvendo a ERK em fibroblastos (LUCKETT-CHASTAIN; GALLUCCI,
2009). Em outro exemplo, o proprio TGF-B, produzido expressivamente pelos
fibroblastos e estimulante da producdo de coldgeno, pode ser considerado
fundamental ao reparo de feridas agudas simples, mas € prejudicial quando
produzido em alta quantidade em feridas hipertréficas e queldides (CAO et al., 2009;
JURZAK et al., 2014). Dessa forma, € fudamental considerar todos os aspectos
envolvidos no processo de cicatrizacdo, sobretudo os mecanismos celulares e
moleculares associados ao tipo de lesao.

Os receptores estrogénicos séo a via classica de atuacdo dos fitoestrégenos,
mas estdo longe de ser a Unica via (EMMERSON et al., 2010). O fitoestrogeno
genisteina atua por essa via para reduzir proteases e aumentar a reepitelizacao
(EMMERSON et al., 2010). Segundo os autores, a genisteina ainda pode aumentar
o0 numero de células que expressam o ERB na derme e na epiderme, promovendo
efeito pré-estrogénico. Por essa via, o fitoestrogeno genisteina também aumenta o
TG2, TGF-B e VEGF, melhorando a fibroplasia, angiogénese e reepitelizagao
(MARINI et al., 2010).
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Segundo Tie et al. (2013), o ERPB pode estar envolvido no efeito antioxidante
da genisteina em feridas diabéticas ao prevenir o aumento de iINOS por suprimir 0s
niveis do FoxO1 e da SIRT1. No entanto, segundo os autores, as relagbes dessa via
ainda é controversa. Peng et al. (2013) avaliaram lesdes apds choque hemorragico
tratadas com genisteina. O fitoestrégeno atuou relaxando o endotélio via acetilcolina,
aumentando o fluxo sanguino e a atividade da ATPase, bem como a mobilizagéo de
EPCs via angiotensina 1l, SDF-1a e TGF-B. Por fim, sugeriram provavel
envolvimento da via estrogénica na prevencdo da isquemia e na angiogenese
durante o reparo tecidual.

A via TNF-a/NF-kB é uma rota intimamente associada ao processo
inflamatorio e tem sido alvo de estudos para agentes cicatrizantes (NOSENKO et al.,
2019). O fitoestrogeno genisteina inibe tanto o TNF-a como o NF-kB e a inibicdo
dessa via atua reduzindo a inflamacéo (TNF-a, IL-6 e IL-1B) e a oxidagao (SOD,
CAT e GPx) dos tecidos em reparo, resultando na cicatrizacao das feridas (CAO et
al., 2009; EMMERSON et al., 2010; PARK et al., 2011; EO et al., 2016). Ainda, tanto
a genisteina (PARK et al., 2011) como a puerarina (SUN et al., 2022) podem ativar o
IkB, que atua inibindo o NF-kB. Ademais, SUN et al. (2022) sugeriram que a
puerarina inibe o TLR4, bem como a molécula de interagdo MyD88, inibindo a
ativacdo do NF-kB. Além disso, o TLR4 deixaria de interagir com a via PI3K/AKT,
impedindo a ativagdo do NF-kB.

Faber et al. (2018) propuseram a possibilidade do fitoestrogeno genisteina
agir mediante a via NF-kB para aumentar a BCL2 e provavelmente a relacdo BAX/
BCL2, melhorando a sobrevivéncia celular por efeito antiapoptético e favorecendo o
reparo de feridas de retalhos cutaneos. Esse efeito também foi observado por Juzark
et al. (2014), mas de forma controversa, pois o fitoestrogeno genisteina aumentou a
BCL2 e diminui a BAX, melhorando a viabilidade de fibroblastos quelbides e,
supostamente, prejudicando o reparo nesse tipo de lesdo. No entanto, segundo os
autores, o efeito antifibrotico foi associado a inibicdo das isoformas TGF-B1, TGF-32
e TGF-B3, diminuindo o CTGF e, consequentemente, a producdo exacerbada de
colageno.

Uma via de sinalizacdo reportada para os fitoestrogenos, sobretudo a
genisteina, é a da TPK (CAO et al., 2009). De acordo com Cao et al. (2009), o
fitoestrégeno genisteina inibe a TPK, prejudicando a sinalizagdo por inibicdo da

ativacdo do mecanismo RAS-RAF-MEK-ERK. A inibi¢cdo da translocagédo de ERK até
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0 nucleo inibe a transcricdo de fatores que impedem a proliferacdo e diferenciacao
celular, gerando efeitos anti-fibréticos em fibroblastos hipertréficos que passam a
reduzir a producéo de colageno | e Il na lesdo. O modelo mimetiza o que ocorre em
feridas hipertroficas em humanos e o fitoestrogeno apresentaria um efeito
antifibrotico.

Ainda relacionado a vias semelhantes, o fitoestrogeno gliciteina pode diminuir
a fosforilagdo de ERK e JNK, bem como aumentar a fosforilagdo de AKT e p38,
estimulando a migracdo de queratindcitos (CHO et al., 2014); enquanto em feridas
prejudicadas pela dexametasona outros autores observaram que, via ERK e AKT, a
puerarina aumenta a proliferacdo e a migracdo de queratinécitos (NGUYEN et al.,
2022). Tais resultados indicam que os fitoestrdgenos atuam principalmente via ERK
e AKT para estimular a reepitelizacéo de feridas.

Mediante a via de inibicdo da ERK, bem como ativacdo da via p38/MAPK,
Huh et al. (2011) sugeriram que a formononetina aumenta Egr-1, estimulando a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de endotelidcitos e a producédo de TGF-B1,
VEGF, PDGF e bFGF, e favorecendo a cicatrizacao por estimular principalmente a
angiogénese. De acordo com Emmerson et al. (2010), a genisteina pode ainda atuar
via MAPK para inibir a producao de citocinas pré-inflamatérias de macrofagos (MIF,
IL-6 e TNF-a). Ainda, segundo os autores, a migracdo de queratindcitos e
consequente acdo reepitelizante da genisteina pode estar associada a via de
sinalizacdo do IGF-1. Outra suposta via para os fitoestrégenos seria a do NRF2,
reportada em feridas diabéticas por Eo et al. (2016), onde a genisteina apresentou
importante agao antioxidante via HO-1, GPx, CAT e SOD.

Avaliando a qualidade metodolégica, apenas um dos estudos in vitro
apresentou alto risco de viés no dominio de outras fontes de viés, pois apresentava
conflito de interesse. Por outro lado, € importante destacar que muitos dominios
foram classificados parcial ou totalmente com risco de viés incerto em todos os
estudos devido a falta de clareza nas informacfes. Sendo assim, tais resultados
afetam diretamente a qualidade dos estudos, comprometendo a confiabilidade dos
resultados (BELLO et al., 2014).
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7. PONTOS FORTES E LIMITAQOES

O presente estudo é uma execucao inédita do compilado de mecanismos de
acdo dos fitoestrogenos na cicatrizacdo de feridas. Além disso, apresenta dados
importantes para novos estudos em reparo tecidual, como os efeitos observados, os
modelos experimentais e 0os biomarcadores empregados em cicatrizacdo. A busca
extensa em bases de dados sem limitacdo de tempo ou de idioma foram importantes
para encontrar estudos relevantes de cicatrizacdo com fitoestrégenos. Além disso,
nao foi necessario contato com autores para resgatar dados das publicacdes.

A nao inclusdo de “Wound healing” na busca pode ser justificada por ser um
termo bastante amplo, gerando inimeros trabalhos e inviabilizando o processo de
triagem. A alta heterogeneidade dos dados impossibilitou uma anélise mais
aprofundada mediante metanalise. Além disso, a auséncia do detalhamento de
informac@es foi comum entre os estudos, 0 que prejudica a extracdo de dados e a
qualidade metodoldgica. Essa deficiéncia tem sido rotineira em muitos estudos pré-
clinicos, sobretudo entre pesquisadores que pouco conhecem sobre as ferramentas
para a reducao dos riscos de viés (MA et al., 2017).
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8.  CONCLUSAO

Os fitoestrégenos apresentam distintos mecanismos de acédo responsaveis
pelos efeitos cicatrizantes em modelos pré-clinicos, envolvendo tanto a via classica
dos estrogenos como vias independentes. A presente revisdo foi fundamental para
reportar os principais fitoestrogenos, os modelos pré-clinicos e os biomarcadores
moleculares utilizados para estudar a cicatrizagao de feridas. Ainda, foi fundamental
para demonstrar que sdo necessarios mais estudos para explorar os mecanismos de

acao dos fitoestrogenos e suas interacdes no reparo tecidual.

70



CAPITULO 2- FITOESTROGENOS NA CICATRIZACAO DE FERIDAS: ESTUDO
EXPERIMENTAL COM A BIOCHANINA A

9. OBJETIVOS
9.1. Geral
Investigar os efeitos da Biochanina A em feridas cutaneas induzidas em

camundongas ovariectomizadas.

9.2. Especificos

= Determinar o efeito topico da BCA sobre:
» O utero dos animais ovariectomizados;

» O grau de reducéo da &rea das feridas;

» O perfil inflamatério das lesdes em reparo;

» O processo proliferativo das feridas cutaneas.
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10. METODOLOGIA
10.1. Animais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEPA) da Universidade Federal de Sergipe (UFS) sob o n°5731050520. Foram
utilizadas camundongas Swiss albinos (Mus musculus), fémeas, ndo prenhes,
higidas, pesando entre 25-30g e com 8-12 semanas de idade. Os animais foram
obtidos do Biotério Central e mantidos no Laboratério de Farmacologia do Processo
Inflamatério (LAFAPI), ambos da UFS. Para a manutencdo, as camundongas
permaneceram em gaiolas de polipropileno, com suprimento de racdo e agua ad
libitum, 21 + 2 °C de temperatura, 60 + 5% de umidade e ciclo de 12 horas

claro/escuro.

10.2. Ovariectomia

Os animais foram submetidos a anestesia com xilazina (10 mg/kg i.p) e
quetamina (100 mg/kg i.p) e, logo apds, foi realizada de forma aleatéria a
ovariectomia (OVX) bilateral, conforme ja descrito por YAMASAKI et al. (2001), ou
cirurgia simulada (SHAM), que difere dos OVX por realizar apenas a visualizacéo
dos cornos uterinos e ovarios e devolucédo a cavidade abdominal. Todos os animais
permaneceram durante 30 dias em observacdo para aclimatacdo e recuperacao
pés-cirargica, garantindo ainda a cessacdo da producdo e a degradacdo do

estrogeno enddgeno.

10.3. Inducéao das feridas

Antes da inducédo das lesdes, os animais passaram por um periodo de 7 dias
de ambientacdo em local isolado. Posteriormente, os animais foram anestesiados
conforme mencionado anteriormente, tricotomizados na regido dorsotoracica e foi
realizada antissepsia com clorexidina alcodlica a 0,5%. A excisdo cuténea foi
realizada com punch metalico de 6 mm e cada animal foi novamente alojado em

ambiente individual.
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10.4. Tratamento das feridas

Os animais foram distribuidos em 6 grupos para o tratamento topico das
feridas: SHAM (tratado com veiculo), OVX (tratado com veiculo), OVX-BCA
0,03mg/animal (Img/mL), OVX-BCA 0,09mg/animal (3mg/mL), OVX-BCA
0,27mg/animal (9mg/mL) e OVX-E2 (0,009mg/animal de 17B- Estradiol). Foi utilizado
como veiculo uma solucdo contendo salina a 0,9% (80%), dimetilsulféxido (10%) e
propilenoglicol (10%). Tanto a BCA como o 173- Estradiol foram obtidos da Sigma®
e a administracao topica foi realizada imediatamente apds a inducao da lesdo com

30uL do respectivo tratamento, a cada 24 horas e durante 14 dias (Figura 14).

Figura 14 - Delineamento experimental.

INDUGAO DAS FERIDAS COLETA DOS TECIDOS
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Os animais foram submetidos a ovariectomia (OVX) ou cirurgia simulada (SHAM). Apés 30 dias, foi
realizada a excisdo cutanea de 6mm e o tratamento com 30 L, a cada 24 horas e durante 14 dias
(setas azuis). Nos dias (D) 0, 3, 7 e 14 as feridas foram mensuradas e nos dias 3, 7 e 14 foram
coletados os tecidos com punch de 8mm para as andlises. Fonte: proprio autor criada no Microsoft
PowerPoint®.

10.5. Coleta de amostras

Para a coleta de tecido foi realizada a eutanasia com sobredose de quetamina
(300 mg/kg, i.p.) e xilazina (30 mg/kg, i.p.) nos dias 3, 7 elou 14 (n=5-
7/tempo/grupo). As feridas foram coletadas com auxilio de punch para biépsia de
8mm, pesadas e mantidas a -80°C até as analises. Para a avaliacdo histologica
(n=3/grupo ao 14° dia), o fragmento da ferida foi retirado e acondicionado em coletor

universal contendo formaldeido a 10%.
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10.6. Determinacé&o do peso uterino

A pesagem do utero foi realizada com o intuito de verificar se a ovariectomia
foi bem sucedida e se os tratamentos apresentaram efeitos sistémicos sobre o peso
uterino. Apos eutanasia o Utero foi excisado através de celiotomia mediana, pesado

e normalizado pelo peso corporal dos animais (g/100g).

10.7. Avaliacdo do fechamento das lesdes

As feridas foram mensuradas nos dias 0, 3, 7 e 14 através de paquimetro
digital. A area foi calculada de acordo com a equacéo: Area = 1.R.r, onde= “R” raio
craniocaudal e “r’ raio laterolateral. Posteriormente, o célculo de fechamento da
ferida foi expresso em porcentagem, conforme a equacao: Cicatrizacdo (%) = [(Wi-
Wd)/Wi]x100, onde= “Wi” area da ferida inicial (0) e “Wd” area da ferida no dia
mensurado (RAMSEY et al., 1995). Todas as lesGes foram fotografadas nos tempos

supracitados, com camera fixada a distancia padréo de 10 cm.

10.8. Ensaio da atividade de Mieloperoxidase

A quantificacdo da atividade de Mieloperoxidase (MPO), presente nos
neutrdfilos, foi realizada para a avaliacédo indireta do infiltrado desse tipo celular na
ferida nos dias 3 e 7 de reparo. Os tecidos foram homogeneizados em Tampé&o
Fostato de Sddio (PBS) e Brometo de Hexadeciltrimetilamonio (HTAB) a 0,5%, na
proporcao de 1mL/100mg de tecido. Apds isso, as amostras foram centrifugadas por
2 minutos a 14000 rpm. Foram utilizados 20 puL de sobrenadante com 200 uL da
solucéo de O-dianisidina e, por fim, a absorbancia das amostras foi determinada em
460 nm através de um espectrofotbmetro (BRADLEY et al., 1982).

10.9. Quantificagéo de citocinas

As citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1B e anti-inflamatéria IL-10 foram
guantificadas do sobrenadante do homogenato da ferida no 3° dia de reparo. Todos
0s ensaios foram realizados através do ELISA, com anticorpos obtidos
comercialmente e os procedimentos realizados de acordo com o protocolo do

fabricante (PeproTech®).
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10.10. Avaliacéo histologica

As amostras foram desidratadas em élcool e diafanizadas em xilol e, por fim,
impregnadas em parafina (60°C) na forma de blocos. Posteriormente, os blocos de
parafina foram submetidos a cortes seriados de 5um de espessura e fixados em
laminas de vidro gelatinizadas. Para cada amostra foram confeccionadas duas
laminas com trés cortes histolégicos. Uma lamina foi submetida a coloracdo com
hematoxilina e eosina e outra a coloracdo com picrosirius red. Os cortes foram
analisados por um patologista experiente, de forma descritiva e cega, e os achados
histolégicos foram comparados entre 0s grupos.

A reepitelizagdo da superficie da ferida e a formacédo de cicatriz fibrosa na
derme foram avaliadas nas laminas coradas por hematoxilina e eosina, observadas
em 10 campos diferentes, com aumentos de 40x e 1000x e utilizando microscoépio
optico (Euromex, iScope®, modelo IS .1152-PLi). Por fim, as imagens foram
captadas por camera (Euromex CMEX-2f) e avaliadas descritivamente.

A coloracgéo de picrosirius red foi utilizada para analise da deposicdo de fibras
de colageno sob luz polarizada. As imagens foram captadas por cAmera (Euromex
CMEX-2f) acoplada ao microscopio de polarizacdo (Euromex, iScope® Polarizacion,

modelo 1S.1053-PLPOLRI) e avaliadas descritivamente.

10.11. Anédlise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
analisados através da ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey. O
software utilizado foi o GraphPad Prism 8 e os resultados foram apresentados como
+ 0 Erro Padrdo da Média (xEPM). Para os parametros histoldgicos foi realizada a

analise descritiva dos dados.
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11. RESULTADOS
11.1. Efeito da BCA topica sobre o peso uterino

As Figuras 15 e 16 demonstram que o peso do Utero do grupo OVX e dos
grupos OVX-BCA foi significativamente menor (p<0,001) em comparacdo com 0S
animais do grupo SHAM e OVX-E2. Interessantemente, foi observado também maior

peso uterino no grupo OVX-E2 ao 3° dia, quando comparado ao SHAM (p<0,05).

Figura 15 - Peso uterino.
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O utero foi pesado e normalizado pelo peso corporal dos animais nos dias 3, 7 e 14 de cicatrizacéo,
dos grupos SHAM (cirurgia simulada), OVX (ovariectomia), OVX-BCA (ovariectomia + BCA) 0.03mg,
0.09mg e 0.27mg e OVX-E2 (ovariectomia + 17B3- estradiol) (n= 5-7 por grupo/tempo), sendo
expressado em g/100g. Resultados expressos como média = EPM, analisados pela ANOVA de duas
vias e pos-teste de Tukey. Dados com *p<0,05 e ***p<0,001 sdo considerados significativos quando
comparados ao grupo SHAM. Fonte: préprio autor criada no GraphPad Prism 8®.
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Figura 16 - Representacdo uterina.

OVX-BCA0.03mg  OVX-BCA 0.09mg OVX-BCA 0.27mg

O (tero estd representado para os dias 3, 7 e 14 de cicatrizacdo dos grupos SHAM (cirurgia
simulada), OVX (ovariectomia), OVX-BCA (ovariectomia + BCA) 0.03mg, 0.09mg e 0.27mg e OVX-E2
(ovariectomia + 17f3- estradiol). Fonte: proprio autor criada no Microsoft PowerPoint®.

11.2. Efeito da BCA sobre o fechamento das feridas

Nas Figuras 17 e 18 pode ser observada redugdo significativa da area da
ferida nos dias 3 e 7 de cicatrizagcado de todos os grupos (exceto OVX-BCA 0.27mg
ao 7° dia) quando comparados ao OVX. No entanto, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos ao final do experimento (14° dia de cicatrizag&o).
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Figura 17 — Area de ferida residual.
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A area das feridas foi determinada mediante a equagéo Area da ferida (mm2) = T.R.r e expressa em
porcentagem de fechamento dos dias 3, 7 e 14 de cicatrizac¢éo, dos grupos SHAM (cirurgia simulada),
OVX (ovariectomia), OVX-BCA (ovariectomia + BCA) 0.03mg, 0.09mg e 0.27mg e OVX-E2
(ovariectomia + 17B- estradiol) (n= 5-7 por grupo). Resultados expressos como meédia + EPM,
analisados pela ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey. Dados com ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05
sdo considerados significativos quando comparados ao grupo OVX. Fonte: proprio autor criada no
GraphPad Prism 8®.

Figura 18 - Representacéo do grau de fechamento das feridas.
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A éarea das feridas esta representada para os dias 0, 3, 7 e 14 de cicatrizacdo dos grupos SHAM
(cirurgia simulada), OVX (ovariectomia), OVX-BCA (ovariectomia + BCA) 0.03mg, 0.09mg e 0.27mg e
OVX-E2 (ovariectomia + 1783- estradiol). Fonte: préprio autor criada no Microsoft PowerPoint®.

78



Considerando que o efeito da BCA foi similar no fechamento das feridas para
as trés doses e nao houve diferenca significativa entre os diferentes grupos tratados
(efeito dose-dependente), optou-se por continuar com a menor dose (BCA 0,03mg),

com intuito de reduzir o nimero de animais utilizados para as demais analises.

11.3. Efeito da BCA sobre a atividade da MPO

Na Figura 19, observa-se que nao houve diferenga entre os grupos para a
atividade de MPO no 3° dia, mas houve reducéao significativa nos grupos SHAM,
OVX-BCA 0,03mg e OVX-E2 quando comparados ao OVX no 7° dia.

Figura 19 - Efeito da BCA sobre a atividade de MPO nas lesGes.
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A atividade de MPO esta expressa em uMPO/mg de tecido para os grupos SHAM (cirurgia simulada),
OVX (ovariectomia), OVX-BCA (ovariectomia + BCA) 0.03mg e OVX-E2 (ovariectomia + 17f3-
estradiol), nos dias 3 (A) e 7 (B) de cicatrizagdo (n= 5-7 por grupo). Resultados expressos como
média + EPM, analisados pela ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey. Dados com *p<0,05 ou
***n<0,001 sdo considerados significativos quando comparados ao grupo OVX. Fonte: préprio autor
criada no GraphPad Prism 8®.
11.4. Efeito da BCA sobre a quantificagdo de citocinas

Na Figura 20, observa-se redugao da quantidade da citocina pré-inflamatéria
TNF-a para o grupo OVX-BCA 0,03mg e OVX-E2, quando comparados ao grupo
OVX (p<0,001 e p<0,05, respectivamente). Para a citocina anti-inflamatéria IL-10,
tanto no grupo SHAM como no OVX-BCA 0,03mg, mas ndo OVX-E2, foi observada
maior quantidade quando comparada ao grupo OVX (p<0.05). Por outro lado, ndo

houve diferenca significativa entre os grupos para a quantidade de IL-1p.
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Figura 20 - Efeito da BCA sobre a quantificacdo de TNF-a, IL-1f e IL-10 nas lesdes.
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A quantidade das citocinas TNF-a (A), IL-18 (B) e IL-10 (C) estdo expressas em pg/mL do
homogenato das lesdes para os grupos SHAM (cirurgia simulada), OVX (ovariectomia), OVX-BCA
(ovariectomia + BCA) 0.03mg e OVX-E2 (ovariectomia + 17f3- estradiol), ao 3° dia de cicatriza¢édo (n=
5-7 por grupo). Resultados expressos como média + EPM, analisados pela ANOVA de uma via e poés-
teste de Tukey. Dados com *p<0,05 ou ***p<0,001 sdo considerados significativos quando
comparados ao grupo OVX. Fonte: proprio autor criada no GraphPad Prism 8®.

11.5. Efeito da BCA sobre os parametros histolégicos das lesdes

Na figura 21, pode ser observado que os grupos SHAM e OVX exibem maior

evidéncia de vasos capilares residuais, que sugere uma cicatriz imatura em

comparacao aos demais grupos (BCA e E2).
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Figura 21 - Fotomicrografias de cortes histolégicos em hematoxilina e eosina (ampliacao:
400x).

Area reparada mostrando a cicatriz dos diferentes grupos experimentais SHAM (cirurgia simulada),
OVX (ovariectomia), OVX-BCA (ovariectomia + BCA) 0.03mg e OVX-E2 (ovariectomia + 173-
estradiol). EP - Epiderme; DP - Derme Papilar; Seta - vasos capilares residuais. Fonte: proprio autor.

Na figura 22, demonstra-se que o grupo SHAM exibe uma epiderme delgada
com discretas camadas granulosa e de d-ortoqueratina. Por outro lado, os grupos
OVX e OVX-E2 possuem espessa epiderme e camada granulosa e, ainda,
hiperortoceratose. A epiderme e a camada granulosa do grupo OVX-BCA 0,03mg
foi semelhante ao grupo OVX, mas a hiperortoceratose foi menos intensa nos

animais tratados com a BCA.
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Figura 22 - Fotomicrografias de cortes histolégicos em hematoxilina e eosina (ampliagdo: 40x).

Destaca-se o tecido epidérmico dos diferentes grupos experimentais SHAM (cirurgia simulada), OVX
(ovariectomia), OVX-BCA (ovariectomia + BCA) 0.03mg e OVX-E2 (ovariectomia + 173- estradiol).
Queratina- QT; DP - Derme Papilar; Setas duplas indicam a espessura da epiderme. Fonte: Proprio
autor.

Quando corados em picrosirius red (Figura 23), para avaliagdo especifica da
deposicao de colageno nas lesdes, pode-se observar que no grupo SHAM as fibras
de colageno foram espessas e depositadas de forma paralela. J& o grupo OVX
apresentou fibras colagenas mais curtas, delgadas e menos compactadas, enquanto
0 OVX-BCA 0.03mg apresentou fibras de colageno discretamente espessas e
compactas. O grupo OVX-E2 apresentou fibras acentuadamente espessas e bem

compactas, com arranjo paralelo.
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Figura 23 - Fotomicrografias de secc¢des histolégicas em picrosirius red, analisadas sob luz

polarizada (ampliac&o: 400 x).
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simulada), OVX (ovariectomia), OVX-BCA

Destaca-se o colageno para os grupos SHAM (cirurgia
(ovariectomia + BCA) 0.03mg e OVX-E2 (ovariectomia + 17[3- estradiol). Fonte: préprio autor.
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12.  DISCUSSAO

O interesse humano em intervir no processo de cicatrizacdo de feridas tem
sido observado desde os tempos antigos com a utilizagdo de recursos naturais como
argila, mel e ervas medicinais (SHAH, 2011). Os fitoestrogenos sao moléculas de
origem vegetal com grande potencial para a cicatrizacdo de feridas. A BCA,
particularmente, é uma alternativa promissora no tratamento de feridas cutaneas em
mulheres na menopausa, pois além de ser uma molécula de origem vegetal,
apresenta seletividade para o ERB (KUIPER et al., 1998; MOHTADI et al., 2021).

Os efeitos negativos com a TRH a longo prazo estdo geralmente relacionados
a ativacéo sistémica do ERa (AHN et al., 2020). Dessa forma, pesquisas recentes
tém buscado estratégias focadas na acdo local e na seletividade para o ER,
garantindo eficacia e seguranca na cicatrizacdo de feridas hipoestrogénicas
(ZOMER; COOKE, 2023). Além disso, o retardo na cicatrizacdo de feridas em
camundongas ovariectomizadas foi revertido mediante ativagdo do ER[, mas néo do
ERa, quando estimulados de forma isolada (CAMPBELL et al., 2010).

Foi demonstrado anteriormente que a cicatrizacdo de feridas ocorre de forma
atrasada em camundongas ovariectomizadas tratadas com estrogeno exdégeno mas
knockout para o ERB. Dessa forma, foi possivel sugerir que os efeitos da TRH sao
mediados pelo ERB epidérmico (CAMPBELL et al., 2010; KRAHN-BERTIL et al.,
2010). No entanto, tudo isso ainda permanece controverso, pois segundo Perzelova
et al. (2016), tanto ERa quanto ERB apresentam impacto direto na cicatrizagdo de
feridas, sobretudo na modulacédo da proliferacdo e diferenciacdo dos queratinécitos.

No presente estudo, avaliou-se o efeito cicatrizante da BCA em modelo
murino de feridas cutaneas hipoestrogénicas com intuito de mimetizar a menopausa
em mulheres. Foi dada énfase ao peso uterino (efeito sobre o utero), fechamento
das lesdes (cicatrizacdo), atividade de MPO (neutréfilos) e quantidade de citocinas
(inflamagéo) e caracteristicas histolégicas das lesdes, com énfase na angiogénese,
fibroplasia e reepitelizacéo (resolucédo).

Previamente, observamos que a BCA ndo aumentou o0 peso uterino,
independentemente das doses utilizadas. Isso ocorreu devido as propriedades
terapéuticas da BCA seletivas para o ERpB, pois nédo apresenta efeito evidente em
tecidos ricos em ERa como o utero (KUIPER et al., 1998). Por outro lado, deve-se

destacar que a reposicdo bem sucedida do estrogeno foi confirmada pelo aumento
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do peso uterino no grupo OVX-E2, pois possui seletividade semelhante aos
receptores (CAMPBELL et al., 2010).

Mukai et al. (2014) reportaram que 0 peso uterino e os niveis de 173-estradiol
em animais ovariectomizados tratados com 17p-estradiol foram significativamente
maiores do que animais sem reposi¢do hormonal, mas nao houve diferencas quando
comparado ao grupo ndo ovariectomizado (SHAM). Os autores sugeriram que 0
17p-estradiol percutaneo foi suficientemente absorvido, semelhante ao observado
no presente estudo para o peso uterino.

No presente estudo foi observado maior grau de fechamento da ferida ao 3° e
7° dias de reparo nos animais tratados com a BCA quando comparados aos OVX.
Acredita-se que a BCA atua no fechamento da ferida com énfase na fase
inflamatoria. De forma semelhante, Mukai et al. (2012) ndo observaram diferenca
para a area da ferida final em animais ovariectomizados tratados com daidzeina,
mas verificaram reducao na area da ferida durante a fase inflamatoria.

Favorecer o fechamento de feridas durante a fase inflamatéria é fundamental
para garantir adequado reparo nas proximas fases, pois a inflamacédo exacerbada é
fator chave para complicacdes, como dor, cicatrizes hipertréficas e queldides
(DWIVEDI et al., 2017; LAROUCHE et al., 2018). Park et al. (2011) e Eo et al. (2016)
observaram que a suplementacdo com genisteina na dieta de animais normais ou
diabéticos, respectivamente, aumentou a taxa de fechamento da ferida mediante os
efeitos anti-inflamatorio e antioxidante.

A deficiéncia de estrégeno é responsavel pelo aumento do estresse oxidativo
e cicatrizacdo de feridas prejudicada. A BCA tem efeito antioxidante no
hipoestrogenismo e, indiretamente, atenua o processo inflamatério (GALAL et al.,
2018). Assim, sugere-se que o fechamento das feridas no presente estudo durante a
fase inflamatdria ocorreu, em parte, devido aos efeitos antioxidantes da BCA. A
genisteina possui acdo antioxidante via NFR2 e producdo de HO-1, GPx, CAT e
SOD em feridas diabéticas (EO et al., 2016). No entanto, novos estudos sobre o0s
mecanismos antioxidantes da BCA na cicatrizagdo devem ser explorados.

A contracdo da ferida, mais evidente na cicatrizagcdo em camundongos que
em humanos, é fundamental para o fechamento da lesdo. Esse processo ocorre
devido a conversdo de fibroblastos em miofibroblastos que expressam a-SMA e
possuem atividade contratil (BARBOSA et al., 2010). Ainda que o fechamento tenha

sido evidente na fase inflamatéria, o efeito da BCA sobre os miofibroblastos e sua
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contribuicdo para o fechamento deve ser considerada, visto que esse fitoestrogeno
estimula a proliferagéo e a migracao de fibroblastos (GAJIC et al., 2022).

O fechamento da ferida € um método amplamente utilizado em modelos
experimentais de reparo cutaneo, mas esse marcador ndo determina isoladamente o
efeito cicatrizante (MASSON-MEYERS, 2020). Sendo assim, considerando o efeito
da BCA no fechamento durante o periodo inflamatorio do reparo, decidimos avaliar a
atividade anti-inflamatéria mediante analise do infiltrado de neutréfilos (MPO) e da
quantidade de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) e anti-inflamatoria (IL-10)
nas lesoes.

O processo inflamatério € um ponto critico para a cura de feridas, visto que é
fundamental para a eliminacdo de microrganismos e o0 preparo do ambiente para as
demais fases do reparo (HESKETH et al., 2017). Portanto, o efeito anti-inflamatoério
da BCA na reducdo da atividade de MPO e da quantidade de TNF-a, bem como o
aumento de IL-10, foram fundamentais para o reparo tissular e podem justificar, em
parte, a reducdo da area das feridas quando comparada ao grupo ovariectomizado.

A atividade da MPO é um biomarcador indireto para o infiltrado de neutréfilos
no sitio inflamatdério (BRADLEY et al., 1982). Em um modelo inflamatdrio de leséo
pulmonar aguda a BCA inibiu a atividade da MPO do tecido pulmonar, reduzindo o
infiltrado de neutréfilos. Reduziu, ainda, as citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-18 e
IL-6, bem como inibiu a ativagédo da via de sinalizagcdo TLR4/NF-kB (HU et al., 2020).

Os neutréfilos sdo considerados tipos celulares dispensaveis ao reparo e o
aumento do mesmo pode culminar na formacao de feridas crénicas (DOVI et al.,
2003). Ja foi demonstrado que, tanto em homens quanto em mulheres, o estrogénio
tépico favorece o reparo de feridas devido a reducao no recrutamento de neutroéfilos
e da secrecdo de elastase (ASHCROFT et al., 1999).

Coskun et al. (2014) demonstraram que a atividade de MPO foi maior em
retalhnos cutaneos de ratas ovariectomizadas, sugerindo infiltracdo abundante de
neutrofilos nesses animais. Além disso, a viabilidade do retalho cuténeo foi pior nos
animais ovariectomizados. Dessa forma, os autores alertaram para a necessidade
de TRH prévia em mulheres na menopausa que realizardo cirurgias de retalho
cutaneo.

Mukai et al. (2014) observaram reducdo da quantidade de neutrofilos e
macréfagos no grupo ovariectomizado tratado com 173-estradiol quando comparado

ao ovariectomizado sem reposicdo hormonal. Além disso, a reepitelizagdo, a
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deposicao de colageno e a quantidade de miofibroblastos no grupo ovariectomizado
tratado com 17B-estradiol foram significativamente maiores em comparacdo com o
grupo ovariectomizado sem reposigdo com 173-estradiol.

Durante o reparo de feridas uma grande propor¢céao de neutrofilos € eliminada
via eferocitose (MOHTADI et al., 2021), o que favorece a ativacdo do perfil M2
(HESKETH et al., 2017). Nesse sentido, a reducdo de neutrdfilos, identificada
subjetivamente nesse estudo pela reducdo da atividade de MPO nas lesdes, pode
ser um efeito importante para garantir maiores proporcdes de macrofagos de perfil
resolutivo (FELIX et al., 2021).

Ja foi demonstrado que a BCA pode reduzir neutrdfilos via apoptose (FELIX et
al., 2020) e aumentar a sua eliminagdo por macrofagos (eferocitose) tanto in vitro
quanto na cavidade articular de camundongos artriticos (FELIX et al., 2021). Félix et
al. (2021) demonstraram que esse efeito é dependente de um receptor diferente dos
nucleares ERa e ERB, o GPR30. Quando a BCA ativa o GPR30, presente na
membrana celular, ocorre a estimulacdo da adenililcilase e elevacdo do monofosfato
de adenosina ciclico que estimula a Protein Kinase A (PKA), responsavel por regular
o acumulo de neutréfilos por apoptose e eferocitose, favorecendo assim a
polarizacdo M2 de carater pro-resolutivo (FELIX et al., 2022).

Diversos compostos naturais apresentam atividade anti-inflamatéria que
beneficiam a cicatrizacdo de forma semelhante, seja por inibicdo de fatores pro-
inflamatorios, como o TNF-a, ou por estimulagdo de mediadores anti-inflamatérios,
como a IL-10 (RIBEIRO et al., 2018). No presente estudo, além de reducédo da
quantidade de TNF-a, houve aumento da IL-10. Esses efeitos também foram
observados anteriormente para a BCA em modelo experimental de artrite (FELIX et
al., 2020).

O TNF-a é uma citocina chave no processo inflamatério que atua sobre o
TNFR1 e o TNFR2. A ativacdo desses receptores estimula a translocagéo do NF-kB,
um fator de transcricdo nuclear que promove a producao de inUumeros mediadores
pré-inflamatérios potencialmente danosos para os tecidos, como a IL-13, IL-6 e o
proprio TNF-a (NOSENKO et al., 2019).

Galal et al. (2018) observaram regulacdo negativa da citocina pré-inflamatoria
TNF-a e positiva da citocina anti-inflamatéria IL-4 em lesbes cutaneas de ratas

ovariectomizadas. A BCA também demonstrou efeitos anti-inflamatorios via inibicao
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do NF-kB e MAPK, bem como de mediadores inflamatérios como o TNF-a, IL-1j,
iINOS, Oxido Nitrico (NO) e Prostaglandina E2 (PGE2) (ZHANG; CHEN, 2015).

Em estudos anteriores, utilizando modelos de inflamagéo, a BCA demonstrou
efeito anti-inflamatério reduzindo TNF-a, IL-18 e ROS na periodontite em ratos
(ZHANG et al., 2020) e inibindo a sinalizacdo TLR4/NF-kB na pancreatite aguda
(PAN et al., 2022). Um outro mecanismo anti-inflamatério ja reportado foi a
regulacéo positiva do PPAR-y, que por consequéncia reduz a ativagdo do NF-kB e a
expressdo do TNF-qa, IL-8, Proteina de Adesédo Celular Vascular- 1 (VCAM-1) e
Molécula de Adeséo Intercelular- 1 (ICAM-1) (MING et al., 2015).

Yu et al. (2019) destacaram que a BCA modula a inflamacéo regulando vias
de sinalizacdo independentes dos receptores estrogénicos. Em resumo, a BCA pode
estimular o PPARYy ou inibir as vias RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, TLR/MyD88,
ROS e TNF-a/NFkB. Como resultado final em comum, ocorre a inibicdo do NFkB
que impeda a transcricdo de genes para a producdo de fatores pré-inflamatorios
como TNF-q, IL-1B, IL-6, INOS, COX-2 e MMPs.

A genisteina é o fitoestrogeno mais estudado e resulta da metabolizacao
intestinal da BCA. Semelhante a BCA, a genisteina tem afinidade maior pelo ER,
mas a via estrogenica ndo é seu Unico mecanismo de atuacdo. A genisteina também
modula a inflamacao por inibir tanto o TNF-a como o NF-kB (PARK et al., 2011).
Ainda sobre essa via, o fitoestrogeno puerarina acelerou a cicatrizacdo de feridas
diabéticas em ratos reduzindo TNF-a e modulando NF-kB e MAPK, bem como
favorecendo a polarizacdo de macrofagos M2 (LI et al., 2022).

A citocina IL-10 é uma molécula tipicamente pro-resolutiva, com perfil
sabidamente anti-inflamatério. Ao se ligar ao IL10R, composto pelas subunidades
IL10Ra e IL10RpB, ocorre sua dimerizagdo e, apo6s isso, JAK1 ativa o Signal
Transducers and Activators of Transcription 3 (STAT3), que promove a transcricao
nuclear responsavel pela proliferacdo e sobrevivéncia celular e suprime a expresséo
de genes proé-inflamatérios (HUTCHINS et al., 2013; SAXTON et al., 2021).

Na cicatrizagéo de feridas ocorre um processo de fibrose e formacao de uma
cicatriz, enquanto na regeneragdo ocorre a substituicdo total do tecido lesionado
(BELDON et al., 2010). A IL-10 tem sido relacionada ao processo regenerativo da
pele que ocorre na vida fetal (LIECHTY et al., 2000), sendo uma citocina de perfil
anti-inflamatorio que, além de reduzir a inflamagé&o, promove um ambiente propicio a
polarizagdo de macrofagos M2 (PERANTEAU et al., 2008).

88



O efeito da BCA sobre a IL-10 é um achado inédito para a cicatrizacao de
feridas. J&4 foi demonstrado que o fitoestrogeno puerarina pode aumentar a
quantidade de IL-10 em queratindcitos e favorecer o reparo tecidual (SUN et al.,
2022). A deficiéncia de IL-10 também foi associada ao aumento da infiltracdo de
células inflamatérias e da formacéo de cicatrizes (SHORT et al., 2023). Segundo os
autores, a IL-10 pode favorecer a cicatrizagcdo de feridas cutaneas estimulando a
neovascularizagéo por atuar sobre EPCs mediante o aumento do VEGF e da
CXCL12 via STATS3.

N&o foi observado efeito do estrogeno sobre a IL-10 quando comparado a
animais ovariectomizados tratados com veiculo. Esse resultado foi conflitante, pois
ja foi demonstrado que o estrégeno favorece a cicatrizacdo de feridas por
mecanismos que modulam a resposta inflamatoria na pele, suprimindo IL-1 e TNFa,
e estimulando IL-4 e IL-10 (ROUTLEY; ASHCROFT, 2009; THORNTON, 2013). No
entanto, ja observamos em nosso grupo que também nao houve aumento de IL-10
na artrite em camundongas ovariectomizadas ou simuladas, enquanto houve
aumento da IL-10 quando tratadas com a BCA (FELIX et al., 2020).

Zomer e Cooke (2023) realizaram uma revisdo da literatura e destacaram o
ERa como o receptor relacionado ao reparo de feridas em macréfagos. Nos
macrofagos, o principal efeito foi favorecer a polarizacdo para M2 com aumento de
IL10 e arginase 1 e diminui¢cdo de iINOS e TNFa. Além disso, a via de sinalizacéo
STAT3 pode ser ativada mediante receptores estrogénicos, resultando no aumento
da producdo de IL-10 (HUTCHINS et al., 2013; SIERSBAEK et al.,, 2020). De
qualquer forma, novos estudos devem ser realizados para esclarecer o0s
mecanismos envolvidos no aumento da quantidade de IL-10 mediado pelo estrogeno
na cicatrizacéo de feridas.

No presente estudo foi observada maior evidéncia de vasos capilares
residuais nos animais ovariectomizados tratados com veiculo. Além disso, outros
achados que justificam uma cicatrizacdo prejudicada nesses animais foram a
epiderme e a camada granulosa mais espessas, bem como as fibras de colageno
tipo | mais curtas, delgadas e menos compactadas. Tais resultados sugerem uma
cicatriz imatura para o tempo de reparo quando comparada aos animais simulados e
tratados com BCA ou E2.

Durante o processo de cicatrizagao, sobretudo nas fases mais tardias como a

de remodelamento, ocorre a apoptose de inameras células, entre elas os
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endoteliocitos que garantem a formacdo dos novos vasos sanguineos em fases
precoces (GURTNER et al., 2008; GANTWERKER; HOM, 2011). Sendo assim, a
presenca de alta densidade de vasos capilares residuais em fase tardia como a de
remodelamento indica a imaturidade da cicatriz, sugerindo um retardo no processo
de reparo em animais ovariectomizados néo tratados.

A reepitelizacdo ocorre quando os queratindcitos se proliferam e migram em
direcdo ao defeito cutdaneo. A menor hiperortoceratose em animais tratados com
BCA quando comparados aos ovariectomizados sugere que esse fitoestrogeno tem
efeito na reepitelizacdo. Esse efeito pode estar associado a acdo direta sobre os
queratinécitos, pois s&o células ricas em receptores ERB (ZOMER; COOKE, 2023).
Recentemente, Walvekar et al. (2025) demonstraram que a BCA reduziu a
inflamacé&o da psoriase por meio da modulacdo de queratindcitos via sinalizacdo NF-
kB e MAPK.

O efeito reepitelizante também foi observado no tratamento com
fitoestrogenos como a puerarina em queratindcitos in vitro e em feridas agudas em
camundongos (SUN et al., 2022) e a genisteina em feridas crbnicas de animais
ovariectomizados (EMMERSON et al., 2010). Cho et al. (2013) utilizaram a gliciteina
em gueratinécitos humanos e observaram efeito na migracdo e proliferacéo,
sugerindo entdo um potencial efeito reepitelizante para esse fitoestrogeno.

O ERB é bastante expresso também em fibroblastos dérmicos e vasos
sanguineos, sendo os principais mediadores da acdo do estrogénio (CAMPBELL et
al., 2010; THORNTON et al., 2013). Nesse sentido, sugere-se que a BCA, devido
sua seletividade pelo ERB, modulou o processo de neoangiogénese e fibroblasia,
respectivamente, favorecendo a formagdo de uma cicatriz madura e resistente em
relacdo aos animais ovariectomizados nao tratados.

Segundo Gajic et al. (2022), a BCA possui efeito na proliferacdo e migracéo
de fibroblastos. Com base nisso, sugere-se que a estimulacdo da BCA sobre os
fibroblastos favoreceu a deposicdo de MEC em quantidade e qualidade, sobretudo o
colageno tipo I, guando comparado aos animais ovariectomizados.

Outros fitoestrogenos também demonstraram efeito na deposicdo de
colageno em feridas, como a genisteina em animais ovariectomizados (MARINI et
al., 2010) ou a puerarina em animais desafiados com dexametasona (NGUYEN et
al., 2021). Em contrapartida, a expressdo de colageno | e lll foi reduzida em

fibroblastos hipertroficos tratados com genisteina. Esse efeito foi atribuido a reducéo
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da atividade da TPK e da via RAS-RAF-MEK-ERK, demonstrando importante efeito
modulador dos fitoestrégenos sobre os fibroblastos (CAO et al., 2009).

Embora os fitoestrogenos possuam agdo sobre o0s receptores estrogénicos,
os efeitos observados em feridas podem estar relacionados também a mecanismos
totalmente independentes dessa via de sinalizacdo (EMMERSON et al. (2010).
Diante disso, deve-se considerar que a BCA pode atuar também mediante
mecanismos independentes da via estrogénica na cicatrizacdo de feridas. Embora
estudos mais aprofundados de mecanismos de acdo devam ser realizados,
sugerimos aqui possiveis mecanismos de acdo da BCA na cicatrizacdo de feridas
com base nos resultados observados em nosso estudo, associados ao dados da
literatura atual (Resumo na Figura 24).

Figura 24 - Efeito cicatrizante da Biochanina A nas vias estrogénicas e néo estrogénicas.
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A BCA pode agir em vias ndo estrogénicas mediante inibicdo de TNF-a ou estimulagdo de IL-10. A
BCA pode reduzir TNF-q, inibindo a translocacdo do NF-kB e reduzindo a producdo de mediadores
como a IL-1B, IL-6 e o préprio TNF-a; ou aumentar a IL-10, que ativa o STAT3 e promove ambiente
para M2, favorecendo a fibroplasia, reepitelizacdo e angiogénese. Mediante vias estrogénicas, a BCA
pode atuar no ERB estimulando o TGF-B e a TPK, da via RAS-RAF-MEK-ERK (ndo demonstrado na
figura), modulando os fibroblastos e os queratinécitos, favorecendo a deposicdo de colageno e a
reepitelizacdo, respectivamente. Além disso, a BCA pode aumentar a eferocitose de neutrofilos
apoptoticos via GPR30/PKA, favorecendo a polarizagdo M2 de carater pro-resolutivo. Fonte: préprio
autor criada no BioRender.com.
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13. CONCLUSAO

O fitoestrogeno Biochanina A possui efeito sobre o fechamento das lesdes
hipoestrogénicas com énfase na fase inflamatéria, reduzindo o infiltrado de
neutréfilos e a quantidade de citocina pré-inflamatéria TNF-a, mas aumentando a
guantidade de citocina anti-inflamatéria IL-10. Ainda, a Biochanina A parece
favorecer a reepitelizacdo e a deposicdo de colageno nas lesbes. Embora a BCA
apresente importantes efeitos na cicatrizagcdo de feridas hipoestrogénicas, novos
estudos devem ser realizados para explorar de forma detalhada os mecanismos
envolvidos no reparo cutaneo, sobretudo das vias indepedentes dos receptores

estrogénicos.
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14. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados encontrados no presente estudo para os efeitos cicatrizantes
da Biochanina A em feridas cutaneas de camundongas ovariectomizadas s&o
promissores. Novos estudos serdo conduzidos em nosso grupo, a fim de aprofundar
os conhecimentos sobre o papel da BCA no reparo tecidual em modelos
experimentais. Particularmente, investigando os mecanismos de ac¢édo e incluindo
novas tecnologias que maximizem seus efeitos, como as biomembranas.

De imediato, iremos investigar o papel da BCA na polarizacdo de macrofagos
(Arginase 1, MRC1, Nos 2 e CD86) e sobre os fatores de crescimento envolvidos na
angiogénese (VEGF) e fibroplasia (TGF-B). Os processos de angiogénese,
fibroplasia e reepitelizacdo também merecem ser investigados em fases mais
precoces, como ao 7° dia de reparo. Além disso, a vias de sinalizacdo NF-kB,
PPARy e MAPK devem ser explorados. Espera-se que esses resultados sejam
utilizados como base para 0 avan¢go em estudos clinicos e, por fim, que a BCA seja
considerada como alternativa terapéutica para feridas cutdaneas em mulheres na

menopausa.
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