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CARVALHO, M.T.B. MEMBRANA BIOATIVA DE COLAGENO CONTENDO
HESPERIDINA EM LIPOSSOMAS PROMOVE CICATRIZACAO DE FERIDAS EM
MODELO EXPERIMENTAL DE FERIDA CUTANEA ABERTA. 2024. Tese de
Doutorado. Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude - Universidade Federal de
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RESUMO

Os flavonoides sdo uma classe de compostos com uma ampla variedade de fungdes
bioldgicas, sendo uma importante fonte de novos produtos com potencial farmacéutico,
inclusive no tratamento de feridas cuténeas. Desta forma, o trabalho objetivou avaliar o
potencial cicatrizante dos flavonoides e das plantas medicinais, especialmente flavanonas,
sobre a cicatrizacdo de feridas. A fim de reunir evidéncias na literatura a respeito das
propriedades cicatrizantes dos flavonoides em feridas cutaneas utilizando modelos animais,
foi realizada uma revisao sistematica através de uma busca especializada em quatro bases de
dados: PubMed, Scopus, Web of Science e Embase, resultando em cinquenta e cinco (55)
artigos que atenderam aos critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos. Nesta revisdo, 0s
flavonoides apresentaram efeitos em relacdo ao processo inflamatorio, angiogénese,
reepitelizacdo e estresse oxidativo. Eles demonstraram ser capazes de atuar em macréfagos,
fibroblastos e células endoteliais mediando a liberagdo e expressdo de TGF-B1, VEGF, Ang,
Tie, Smad 2 e 3 e IL-10. Além disso, foram capazes de reduzir a liberacdo de citocinas
inflamatorias, NFxB, ROS e o fenétipo M1. Os flavonoides atuaram regulando positivamente
as MMPs 2, 8, 9 e 13, e as vias Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt e NO. Posteriormente foi
realizado um ensaio pré-clinico utilizando 72 Ratos (Wistar) que foram submetidos a uma
excisdo cutanea, através de um punch metalico de 8 mm, e randomizados nos grupos
conforme tratamento: sem intervencdo - (SI); controle - membrana de coldgeno contendo
lipossomas (COL) e membrana de colageno contendo hesperidina em lipossomas
(COL/HESP) — produto j& depositado junto ao INPI BR 10 2023 023131 4. As éareas das
feridas foram mensuradas através de um paquimetro digital no 3°, 7°, 14° e 21° dia p6s-lesdo e
avaliadas histologicamente (coloracdo hematoxilina-eosina) quanto a resposta e tipo de
infiltrado inflamatorio, tecido de granulacéo, proliferacdo de fibroblastos, deposicao de fibras
coldgenas e reepitelizagdo na area de cicatrizacdo. As diferencas entre os grupos foram
analisadas por meio do teste Andlise de Variancia, uma via, seguido pelo pos- teste de Tukey.
Os resultados foram expressos como media = E.P.M. e considerados significativos quando
p<0,05. Na analise da area de reducdo das feridas, os animais tratados com COL/HESP
aumentaram significativamente o percentual de reducdo das feridas no 3° dia quando
comparado ao grupo Sl (p<0,01) e no 7° dia quando comparado aos grupos Sl (p<0,001) e
COL (p<0,001). Na avaliacéo da intensidade da reacéo inflamatoria, COL/HESP diminuiu o
perfil inflamat6rio no 3° dia quando comparado aos grupos Sl (p<0,01) e no 7° dia quando
comparado aos grupos Sl (p<0,01) e COL (p<0,05), respectivamente. Na analise
histomorfologica, COL/HESP aumentou significativamente as taxas de epitelizacdo das
feridas residuais no 3° dia quando comparado aos grupos Sl (p<0,01) e COL (p<0,05) e no 7°
dia quando comparado aos grupos Sl (p<0,001) e COL (p<0,01). Conclui-se, assim, que 0s
flavonoides, como a hesperidina, representam uma alternativa biotecnoldgica promissora,
inovadora e com grande potencial para o tratamento de feridas.

DESCRITORES: Cicatrizacdo de feridas. Colageno. Inflamacdo. Flavanona. Hesperidina.
Lipossomas.



CARVALHO, M.T.B. BIOACTIVE COLLAGEN MEMBRANE CONTAINING
HESPERIDIN IN LIPOSOMES PROMOTES WOUND HEALING IN AN
EXPERIMENTAL OPEN CUTANEOUS WOUND MODEL. 2024. Thesis. Postgraduate
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ABSTRACT

Flavonoids are a class of compounds with a wide variety of biological functions, being an
important source of new products with pharmaceutical potential, including in the treatment of
skin wounds. Thus, the work aimed to evaluate the healing potential of flavanoids and
medicinal plants, especially flavonoids, on wound healing. In order to gather evidence in the
literature regarding the healing properties of flavonoids in skin wounds using animal models,
a systematic review was carried out through a specialized search in four databases: PubMed,
Scopus, Web of Science and Embase, resulting in fifty and five (55) articles that met the
established inclusion and exclusion criteria. In this review, flavonoids showed effects in
relation to the inflammatory process, angiogenesis, re-epithelialization and oxidative stress.
They have been shown to be capable of acting on macrophages, fibroblasts and endothelial
cells by mediating the release and expression of TGF-$1, VEGF, Ang, Tie, Smad 2 and 3 and
IL-10. Furthermore, they were able to reduce the release of inflammatory cytokines, NF«kB,
ROS and the M1 phenotype. Flavonoids acted to positively regulate MMPs 2, 8, 9 and 13, and
the Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt and NO pathways. Subsequently, a pre-clinical trial was
carried out using 72 Rats (Wistar) that were subjected to skin excision using an 8 mm metal
punch, and randomized into groups according to treatment: no intervention - (SI); control -
collagen membrane containing liposomes (COL) and collagen membrane containing
hesperidin in liposomes (COL/HESP) — product already deposited with INPI BR 10 2023
023131 4. The wound areas were measured using a digital caliper on the 3rd, 7th, 14th and
21st day post-injury and evaluated histologically (hematoxylin-eosin staining) for the
response and type of inflammatory infiltrate, granulation tissue, fibroblast proliferation,
deposition of collagen fibers and re-epithelialization in the healing area. Differences between
groups were analyzed using the Analysis of Variance test, one way, followed by Tukey's post-
test. The results were expressed as mean + S.E.M. and considered significant when p<0.05. In
the analysis of the wound reduction area, animals treated with COL/HESP significantly
increased the percentage of wound reduction on the 3rd day when compared to the SI group
(p<0.01) and on the 7th day when compared to the SI groups (p <0.001) and COL (p<0.001).
When evaluating the intensity of the inflammatory reaction, COL/HESP reduced the
inflammatory profile on the 3rd day when compared to the SI groups (p<0.01) and on the 7th
day when compared to the SI (p<0.01) and COL (p <0.05), respectively. In the
histomorphological analysis, COL/HESP significantly increased the epithelialization rates of
residual wounds on the 3rd day when compared to the SI (p<0.01) and COL (p<0.05) groups
and on the 7th day when compared to the SI groups ( p<0.001) and COL (p<0.01). It is
concluded, therefore, that flavonoids, such as hesperidin, represent a promising, innovative
biotechnological alternative with great potential for the treatment of wounds.0.01) and on the
7th day when compared to the SI (p<0.01) and COL (p<0.05), respectively. In the
histomorphological analysis, COL/HESP significantly increased the epithelialization rates of
residual wounds on the 3rd day when compared to the Sl (p<0.01) and COL (p<0.05) groups
and on the 7th day when compared to the Sl groups (p<0.001) and COL (p<0.01). It is
concluded, therefore, that flavonoids, such as hesperidin, represent a promising, innovative
biotechnological alternative with great potential for the treatment of wounds.

DESCRIPTORS: Wound healing. Collagen. Inflammation. Hesperidin. Flavavone.
Liposomes.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas é definida como um processo fisiologico natural que ocorre
em resposta aos danos estruturais dos tecidos, incluindo a pele (AFKHAMIZADEH et al.,
2018). Esse processo envolve a producdo e participagdo de fatores de crescimento,
componentes de matriz extracelular, citocinas, quimiocinas e varios outros tipos de células.
Além disso, o processo de cicatrizacdo de feridas é caracterizado por quatro fases que
ocorrem de forma precisa e coordenada: hemostasia, inflamacéo, proliferacédo e remodelagdo
(ABBAS et al., 2019; AGBAGWA,; EKEKE; ISRAEL, 2022). A interrupgéo de qualquer uma
dessas fases - devido a causas sistémicas ou locais - pode resultar em uma cicatrizagdo
prolongada ou em uma recuperacao abaixo do ideal, marcada por uma falha em restaurar a
arquitetura e a funcéo do tecido em reparacdo (BERGMEIER et al., 2018).

Embora seja dificil fornecer dados epidemioldgicos precisos sobre as feridas cutaneas,
nos Estados Unidos as projecfes de custos para todas as feridas variaram entre US$ 28,1 a
US$ 96,8 milhdes, incluindo os custos para o gerenciamento de infeccGes, entre as quais as
feridas cronicas foram as mais caras de tratar (NUSSBAUM et al., 2018; ROSENBAUM et
al., 2018). No Brasil, um estudo realizado em 2018 evidenciou que 0s custos medicos diretos
anuais com feridas, em especial as feridas cronicas, foram em torno de R$ 361 milhdes, o que
denota 0,31% dos gastos publicos com salde nesse periodo (TOSCANO et al., 2018). Estima-
se que até 2024 as despesas globais com tratamento de feridas atingirdo mais de US$ 24,8
bilhdes (ALIZADEH et al., 2019). Desde modo, além dos custos diretos, ocorre um aumento
indireto de despesas pela incapacidade dos individuos em exercer suas atividades laborais e de
vida diéria, tornando as feridas uma grande ameaca a saude publica e & economia mundial
(GUPTA; ROY, 2018; STEPHENS; BARTLEY; DUMVILLE, 2022)

A procura de formulagdes que possam acelerar o processo de cicatrizacdo aumenta a
cada dia (MORESKI; LEITE-MELLO; BUENO, 2018). Desafios como os efeitos secundarios
indesejados, desenvolvimento de resisténcia por microrganismos, bem como o elevado custo
dos medicamentos, voltaram a atencdo dos pesquisadores para as fontes naturais para o
tratamento de feridas cutaneas (MASSOUD et al., 2022; SHEVELEV A.B. et al., 2020). Nas
ultimas décadas, devido ao reconhecimento do seu valor na pratica clinica, o interesse publico
pelas terapias naturais aumentou, tornando os estudos quimicos e farmacoldgicos necessarios
para que a sua utilizacdo se torne segura e eficaz (BAHRAMI et al., 2019; BELAL et al.,
2022; SHAN et al., 2017).
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Deste ponto de vista, os produtos naturais ndo s6 constituem um imenso recurso de
drogas bioativas com mecanismos de acdo comprovados, mas também como ferramentas
moleculares criticas para compreender disfuncbes celulares endoteliais, desequilibrios
celulares, moleculares e bioquimicos, ou outras condi¢cdes de doenga que podem ter efeitos
prejudiciais no processo de cicatrizagdo de feridas, impedindo o sucesso da reparacdo cutanea
(LIN; ZHONG; SANTIAGO, 2017; ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018; SONG et
al., 2022). Dentre as fontes naturais com interesse pela industria para o desenvolvimento de
novos produtos biotecnoldgicos no tratamento de feridas e na prevengdo de doencgas cronicas,
destacam-se os flavonoides, apresentado como um conjunto diversificado de substancias de
origem natural e que comp6em o grupo mais comum de polifendis presente na dieta humana
(CHEN et al., 2007, 2014).

Presente em uma variedade de frutas citricas - em maior concentra¢do nas cascas -,
como laranjas e lim@es, a hesperidina (HESP) um flavonoide que pertence a classe das
flavanonas, vem sendo bastante estudada nos ultimos anos (GUPTA et al., 2022;
TAYMOURI et al., 2021; ZHOU et al., 2019). Algumas das suas atividades farmacoldgicas ja
foram descritas, tais como: antioxidante, anti-inflamatéria, antialérgica e antibacteriana.
(ANANDAKUMAR P. et al., 2009; DA SILVA et al., 2019; HADDADI et al., 2018; LEE et
al., 2004). No entanto, devido a sua baixa solubilidade e biodisponibilidade, estudos
envolvendo nanotecnologia, como os lipossomas, tém sido desenvolvidos visando
principalmente, aumentar a estabilidade, a solubilidade, e a biodisponibilidade, tornando a
utilizagdo terapéutica da substancia mais segura e eficiente (LUKASIEWICZ et al., 2016;
MARCONDES SARI etal., 2017; TSAl et al., 2015).

Frente ao exposto, o interesse do presente estudo pela atividade cicatrizante da HESP
surgiu em virtude da auséncia de um tratamento padrdo ouro para o reparo de feridas
cuténeas, associada a busca por uma terapia alternativa mais eficaz e com mecanismos anti-
inflamatdrios no processo de reparo. Portanto, torna-se fundamental explorar os efeitos da
HESP na cicatrizacdo de feridas cutaneas investigando os possiveis efeitos farmacologicos
desejados ao se considerar 0 processo de cicatrizacdo de feridas.

Com base em tudo que foi apresentado acima, levanta-se a hipdtese que a formulacao
farmacéutica HESP pode futuramente torna-se uma alternativa promissora no
desenvolvimento de novas propostas terapéuticas para o tratamento dessas feridas com menor
custo, melhor eficacia e maior acessibilidade & populago.

A presente tese esta dividida em seis capitulos, o capitulo | o destinado a introducéo,

através de uma abordagem geral do tema; o capitulo 11 compreende a revisédo de literatura de
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todos os assuntos discutidos ao longo do trabalho; o capitulo 11l apresenta 0s objetivos; o
capitulo 1V sintetiza os principais mecanismos de acdo dos flavonoides sobre o processo de
cicatrizacdo de feridas; o capitulo V investiga os efeitos das membranas bioativas de coldgeno
contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP) sobre a cicatrizagéo de feridas cutaneas em
modelo animal de ferida cutanea excisional; e por fim, o capitulo VI, que apresenta a

conclusdo do trabalho e as suas possiveis perspectivas para o futuro.



CAPITULO Il

Revisao de Literatura
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

Conhecida como o maior érgdo do corpo humano, a pele é composta por células
justapostas que recobrem toda a superficie do corpo e constituem cerca de 20% do peso
corporal (REINKE; SORG, 2012). Trata-se de um envoltério relativamente seco e
impermedvel que atua como uma barreira seletiva entre 0 meio externo e o interno,
impedindo a entrada de micro-organismos e substancias nocivas, controlando a perda de agua,
a movimentac&o de eletrdlitos e macromoléculas (LORENCINI et al., 2014; RITTIE, 2016).

Alem de fazer a comunicagdo com o meio ambiente, a pele tem a finalidade de
protecdo quimica, fisica, bioldgica e realiza, entre outras fungbes, a termorregulacdo e
protecdo imunoldgica (MORESKI; LEITE-MELLO; BUENO, 2018; RODRIGUES et al.,
2019). Além disso, é capaz de filtrar uma faixa da radiacdo ultravioleta que compreende 0s
raios ultravioletas A (UVA) e ultravioletas B (UVB), minimizando danos relacionados a
fotossensibilizacdo, queimaduras solares, fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese
(GUSHIKEN et al., 2017; HORNG et al., 2017). Histologicamente, a pele é constituida por
trés camadas principais: a epiderme, derme e a hipoderme (Figura 1) (CARNEIRO;
JUNQUEIRA, 2008).

Figura 1: Representacdo esquematica da pele.

EPIDERME |:

DERME

HIPODERME[

GORDURA

’ SUBCUTANEA
MUSCULO

Fonte: Disponivel em: <https://www.sbd.org.br/cuidados/conheca-a-pele/>. Acesso em: 02 de abril de

2023.
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Considerada a camada mais externa da pele, a epiderme € constituida por um tecido
epitelial estratificado pavimentoso queratinizado e apresenta células com determinadas
funcbes especificas, tais como barreira mecanica (queratindcitos), producdo de melanina
(melandcitos), fungdes imunoldgicas (células de Langerhans) e percepcdo sensorial (células
de Merkel) (DEVERAJ, 2014; PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008). Essa camada nédo
poSsui vasos e 0s nutrientes juntamente com o oxigénio, chegam a ela por difusdo a partir de
vasos sanguineos da derme. Além disso, a estratificacdo da epiderme se da de acordo com o
formato de suas células, sendo dividida em cinco subcamadas descritas em: estrato basal,
espinhoso, granuloso, ltcido e corneo (Figura 2) (CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2008).

Figura 2: Representacdo das camadas da epiderme.

Células PELE ANTIGA
— \>- mortas
preenchidas
Estrato Cérneo com
queratina,
descamando
Estrato Ldcido [
Estrato Granuloso )
Granulos Lamelares
Estrato Espinhoso Queratindcitos
Estrato Basal >
Célula de Merkel
Melanécitos — % 7 =
4 x
< Terminacao nervosa
Derme
PELE NOVA

Fonte: <https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/>. Acesso em: 02 de abril de 2023

O estrato basal € a camada mais profunda da epiderme, nessa regido ha uma intensa
atividade mitética que € responsavel pela renovacao da epiderme, motivo pelo qual também é
chamado de estrato germinativo (GARTNER, 2007). Nessa camada, as células multiplicam-se

constantemente e migram para a superficie formando os estratos subsequentes. Durante essa
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migracdo ocorrem diversas alteracbes morfolégicas e bioquimicas que resultam na
diferenciacédo e corneificacdo dos queratindcitos, com o objetivo de repor as perdas de células
corneas mortas a fim de manter a espessura da epiderme constante (LODEN; MAIBACH,
2013; MESCHER, 2009).

Localizado logo acima do estrato basal, o estrato espinhoso é composto por células
cubdides, ligeiramente achatadas e com prolongamentos citoplasmaticos denominados de
desmossomos, que sdo responsaveis pela manutencdo da integridade da epiderme conferindo
coesdo e resisténcia ao atrito (STONE et al., 2016). Nesse estrato surgem 0S COrpos
lamelares, granulos que contém lipideos, fosfatases &cidas, lipases, proteases e glicosidases
que sao reconhecidos como o primeiro sinal de queratinizagdo (COUTURAUD, 2009).

Ja o estrato granuloso, é considerado uma zona de transicdo entre células vivas e
mortas repletas de queratina. Nessa camada, hé presenca de grande quantidade de granulos de
querato-hialina que conferem forca e estrutura ao tecido (LODEN; MAIBACH, 2013). Em
seguida, tem-se o estrato lGcido que é constituido por uma fina camada de células achatadas
preenchidas por queratina que proporciona impermeabilidade de fluidos a membrana
plasmatica. Por fim, tem-se o estrato corneo, camada mais externa da epiderme constituida
por queratindcitos em seu processo de maturacdo completo (WOLF; ARNOLDO, 2012). Essa
camada apresenta descamacao continua e os queratinocitos mortos secretam beta-defensinas,
que fazem parte do sistema de defesa do organismo contra patdgenos e agentes quimicos (JIA
etal., 2018).

A derme é a segunda camada da pele, sendo constituida por terminacdes nervosas,
foliculos pilosos, musculos eretores do pelo, vasos sanguineos e linfaticos, glandulas sebaceas
e sudoriparas (CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2008). A derme é composta por duas camadas, 0
estratopapilar e o estrato reticular. O estrato papilar encontra-se na porcéo superficial e esta
em contato com a epiderme sendo composto por tecido conjuntivo frouxo com fibrilas de
colageno que se inserem na membrana basal e penetram profundamente na derme,
mantendo a unido entre epiderme e derme (LUCEY; GOLDBERG, 2014). J4 o estrato
reticular € mais espesso e composto por tecido conjuntivo denso ndo modelado que possui
feixes de colageno fortemente entrelagcados, de natureza mais grosseira, com menor ndmero
de elementos celulares e maior nimero de fibras elasticas (LANE, 2013).

Abaixo e em continuidade com a derme encontra-se a hipoderme, também chamada de
tecido subcutaneo ou paniculo adiposo, € constituida por adipdcitos, trabéculas colagenas
frouxas e fibras elasticas (KAMMEYER; LUITEN, 2015). Como o tecido adiposo € o

principal constituinte da hipoderme, o isolamento térmico € uma de suas principais funcbes
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(BARONI et al., 2012). Além disso, atua como reservatorio energético, barreira térmica,
protecdo mecénica contra pressdes e traumatismos externos, fixa diversas estruturas e ainda
facilita o deslizamento da pele sobre as estruturas na qual se apoia (WOLF; ARNOLDO,
2012).

Por se tratar da primeira barreira de protegdo do corpo, a pele se encontra exposta a
traumas ou lesdes que podem resultar na perda de sua continuidade. Assim, rupturas da pele
com ou sem perda tecidual podem causar desequilibrios fisiolégicos nesse 6rgdo e em suas
estruturas protetoras, tornando o corpo vulneravel a micrébios patogénicos e oportunistas
(ALIASL et al., 2015).

2.2 Feridas

Caracterizadas como toda e qualquer lesdo que proporcione perda da continuidade do
tecido epitelial, as feridas podem atingir a epiderme, derme, tecido subcutaneo e a fascia
muscular, chegando a expor estruturas profundas do organismo (BOATENG; CATANZANO,
2015). Além disso, sdo responsaveis por inumeros fatores fisiopatoldgicos que podem resultar
em complicacGes como: elevacdo da taxa de infeccdo, aumento no tempo de internagao
hospitalar, tempo prolongado de inatividade das atividades de vida diaria e aumento das taxas
de morbidade e mortalidade (AN et al., 2018).

As feridas podem ser classificadas segundo diversos parametros, que auxiliam no
diagndstico, evolucdo e definicdo do tipo de tratamento, tais como: agente causal, grau de
contaminacdo, profundidade, tempo de reparacdo e tipos de cicatrizacdo das feridas
(FRYKBERG; BANKS, 2015). Em relacdo ao agente causal podem ser classificadas como
cirdrgicas, traumaticas ou ulcerativas. As cirlrgicas sdo ocasionadas por instrumentos
cirargicos com finalidade terapéutica mediante incisdo ou excisdo da pele. As traumaticas sao
provocadas acidentalmente por agentes mecanicos, fisicos, quimicos ou biologicos. E por fim
as ulcerativas, que ocorrem quando h& impedimento do aporte de oxigénio e nutrientes no
tecido lesionado (GROEBER et al., 2011).

Em seguida, pelo grau de contaminacdo sdo classificadas em limpas, contaminadas e
infectadas. As feridas limpas ocorrem em condicbes assépticas e estdo isentas de
microrganismo. As contaminadas apresentam reacdo inflamatoria e o risco de infeccdo da
ferida j& atinge entre 10% a 17%. E as infectadas possuem a presenga de agente infeccioso no

local da lesdo com evidéncia de intensa reacdo inflamatdria, como edema, vermelhid&o, dor,
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alteracdo de temperatura, presenca de pus e destruicdo de tecidos (ZHAO et al., 2016).
Quanto a profundidade podem ser superficiais envolvendo a epiderme e derme e profundas
guando envolvem tecidos moles profundos, tais como musculos e fascia muscular, podendo
atingir cartilagens, tenddes e ossos (Figura 3) (DEMIDOVA-RICE; HAMBLIN; HERMAN,
2012).

No que diz respeito aos tipos de cicatrizacdo das feridas, elas podem acontecer por
primeira, segunda ou terceira intencdo que dependem da quantidade de tecido danificado e da
presenca ou ndo de um quadro inflamatério. Na cicatrizacdo de primeira intencdo as bordas
sdo aproximadas por suturas, clipes ou cola cirdrgica, havendo perda minima de tecido. Nas
de segunda intencdo ocorre perda excessiva de tecido sendo impossivel a aproximacédo das
bordas, deixando as feridas abertas para cicatrizarem por contracdo e epitelizacdo
(BLANPAIN; FUCHS, 2014; CALEY; MARTINS; O’TOOLE, 2015). Ja nas de terceira
intencdo, as feridas sdo deixadas abertas, ocorre quando ha presenca de quadro infeccioso,
para evoluir com a cicatrizacdo de segunda intencdo e posteriormente € realizada a
aproximacgdo das bordas, por sutura, para concluir o processo cicatricial (LINDHOLM;
SEARLE, 2016; ZHAO et al., 2016).

Figura 3: Representacdo do grau de profundidade das feridas. A: Feridas Superficiais. B: Feridas Profundas.
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Fonte: < https://www.angiolifeclinica.com.br/blog/descubra-como-classificar-feridas/>. Acesso em: 14 de abril
de 2023.

Em relacdo ao tempo de reparacdo, sdo classificadas em agudas e cronicas. As agudas
sdo feridas recentes, de curta duracdo que respondem rapidamente ao tratamento e cicatrizam
sem complicagdes, sendo normalmente causadas por fatores externos, como traumas
bioldgicos, quimicos ou fisicos (ABDUL KHAYUM; PRAVEENA; ARATHI, 2016). Em
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seguida, temos as feridas crénicas que exibem um processo de reparo tecidual interrompido,
onde a integridade anatémica e funcional da pele ndo é alcancada dentro de um periodo de
tempo apropriado, ou seja, essas feridas apresentam um estado inflamatdrio constante e
excessivo levando de quatro semanas até mais de trés meses para cicatrizarem
(BONIAKOWSKI et al., 2017). A grande maioria das feridas cronicas se enquadra em trés
categorias principais: Ulceras venosas, lesbes por pressdao (LPP) e ulceras diabéticas
(JARBRINK et al., 2016; MARTIN; NUNAN, 2015) .

No Brasil, as feridas acometem a populacdo de forma geral, independente da idade,
sexo ou etnia, com altos indices de morbidade e mortalidade (TOSCANO et al., 2018). No
que diz respeito aos estudos envolvendo dados de incidéncia e prevaléncia, as informacdes
sdo escassas devido a falta de anotagdes adequadas durante os atendimentos, constituindo-se,
portanto, um grave problema de salde publica (BEZERRA et al., 2015). Uma pesquisa
realizada por Vieira e Aradjo (2018) apontou que o Brasil apresenta taxas elevadas de
prevaléncia de feridas crénicas, principalmente do tipo de LPP, podendo atingir até 11% da
populacdo (VIEIRA; ARAUJO, 2018).

De acordo com um estudo realizado por Tetteh-Quarshie et al. (2021), estima-se que
em alguns paises da América, as feridas representam quase 3% dos custos totais do sistema de
salde, totalizando aproximadamente mais de US$ 5 bilhdes anualmente (TETTEH-
QUARSHIE; BLOUGH; JONES, 2021). Nos Estados Unidos, as feridas crénicas,
especialmente as Ulceras de perna, afetam mais de 6.000.000 de pessoas, totalizando mais de
US$ 28 bilhdes anualmente (ROSENBAUM et al., 2018). Estudos envolvendo a prevaléncia
de feridas no Reino Unido e na Dinamarca indicam que a cada 1000 habitantes, trés a quatro
pessoas possuem uma ou mais feridas (HEYER et al., 2016; NUSSBAUM et al., 2018; STAN
et al., 2021). De acordo com Adib et al. (2022), o aumento na incidéncia de feridas cronicas
esta relacionado tanto ao envelhecimento da populagdo (maior expectativa de vida) quanto ao
aumento concomitante de comorbidades, como diabetes, obesidade, hipertensdo venosa e
doenca vascular periférica (ADIB; BENSUSSAN; MICHEL, 2022).

Portanto, diante do impacto socioecondmico que as feridas proporcionam aos
pacientes e aos sistemas de saude, é fundamental a compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares que envolvem o processo de cicatrizacdo de feridas, a fim de permitir o
desenvolvendo de novos recursos e tecnologias que possam otimizar a reparagédo tecidual,
reduzir os gastos e 0 impacto negativo na qualidade de vida das pessoas acometidas por

feridas independente da sua etiologia.
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2.3 Cicatrizacao de Feridas

Com o intuito de promover a restauracdo do tecido lesado, 0 processo de cicatrizacdo
de feridas ocorre em uma sequéncia de alteracbes moleculares e celulares, sendo composto
por quatro fases continuas, sobrepostas e precisamente programadas: hemostasia, fase
inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelacdo (MORRELL et al., 2014). Cada fase
depende de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que estdo envolvidos em uma
complexa integracdo de sinais com o propdésito de coordenar 0s processos celulares e garantir
um reparo tecidual eficaz (STONE et al., 2016).

Figura 4: Fases do processo de cicatrizacao de feridas.
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2.3.1 Fase de Hemostasia

Primeira fase do processo de cicatrizacdo de feridas, a fase de hemostasia tem inicio
imediatamente ap6s o trauma, com duracao de até 24 horas, sendo constituida por eventos de
vasoconstricdo dos vasos sanguineos, ativacdo plaquetaria (adesdo e degranulacdo) e
formagdo dos coagulos de fibrina (ANOWER et al., 2014; ARKHIPOV et al., 2013).

A vasoconstricdo é a primeira resposta a lesdo vascular e atua como mecanismo de
defesa contra a perda sanguinea (MANTOVANI et al., 2013). A vasoconstri¢do reflexa ocorre
antes da ativacdo das plaquetas e da cascata de coagulagdo, onde o endotélio dos vasos
danificados produz seu préprio vasoconstritor, a endotelina (BARRIENTOS et al., 2008).
Além disso, outros mediadores de vasoconstricdio como adrenalina, noradrenalina e
prostaglandinas também sédo liberadas pelo endotélio e reduzem o sangramento apos a leséo
(BONIAKOWSKI et al., 2017).

As plaquetas, as principais células desta fase, circulam proximas as paredes do
endotélio vascular e ap0s o trauma aderem-se a parede dos vasos sanguineos lesionados e ao
colageno exposto na matriz extracelular (MEC) bloqueando o extravasamento sanguineo
(WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2023). Em seguida, a agregacdo plaquetaria forma um
coagulo de fibrina que impede o sangramento continuo, estabelecendo uma barreira protetora
e fornecendo um reservatodrio de substancias liberadas pela degranulacédo das plaquetas.

Posteriormente, apds a degranulacdo plaquetaria ocorre a liberagdo de diversas
citocinas, fatores de crescimento, como fator de crescimento transformador (TGF-p), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator
de crescimento epidérmico (EGF), e de proteinas da matriz que estdo armazenadas dentro dos
granulos alfa das plaquetas que sdo relevantes na constituicdo da nova MEC e na manutencao
das outras fases do processo de cicatrizacdo de feridas (COGER et al., 2019; OZGOK
KANGAL; REGAN, 2023; RAZZAGHI et al., 2018).

Uma vez controlado o sangramento, os mediadores quimicos envolvidos nessa fase
promovem a vasodilatagcdo e aumento da permeabilidade vascular, favorecendo a quimiotaxia

leucocitéria para o leito da ferida dando inicio a fase inflamatoria.
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2.3.2. Fase Inflamatéria

A fase inflamatoria tem inicio entre 24 — 48 horas ap0s a lesao sendo representada por
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de leucdécitos para o local
da lesdo (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Com duracdo de trés a quatro dias, a
resposta inflamatoria é essencial para fornecer fatores de crescimento e citocinas responsaveis
pelos movimentos celulares e teciduais que s@o cruciais para 0s mecanismos subsequentes do
reparo tecidual (ABBAS et al., 2019). Ademais, nessa fase temos a presenca de células
granulociticas, como basofilos, mastocitos, neutréfilos, linfécitos e eosinéfilos, que sdo
ativadas e, por sua vez, produzem e liberam vérios mediadores sollveis que estimulam e
regulam a resposta inflamatoria (REINKE; SORG, 2012).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células inflamatorias atraidas pelos fatores
quimiotaticos liberados no local da ferida, tendo como funcdo primordial proteger a pele
lesada de infecgbes (FORTINGO et al., 2022). Eles apresentam pico de infiltracdo nas
primeiras 24 horas e estdo envolvidos no controle da infeccdo por meio da fagocitose, da
producdo de substancias bactericidas e no auxilio de desbridamento dos tecidos desvitalizados
através da producéo de elastases e colagenases (BOLLAG et al., 2020).

Além disso, os neutréfilos tém a capacidade de gerar multiplas citocinas e fatores de
crescimento que contribuem para o recrutamento de mondcitos circulantes do sangue
periférico, que posteriormente se diferenciam em macrofagos garantindo uma amplificacdo da
resposta inflamatoria no local da lesdo (CHAZAUD, 2020). Com uma meia-vida curta de
aproximadamente 72 horas, e apés a eliminacdo de todos os contaminantes no local da leséo,
a atividade dos neutrofilos diminui e posteriormente sdo eliminados pelo processo de
apoptose, dando lugar aos macrofagos que passam a ser o tipo celular predominante originado
da migracéo e diapedese dos monacitos circulantes (COSTA et al., 2013).

Os macréfagos sdo uma fonte importante de metaloproteinases de matriz (MMPs),
citocinas pro-inflamatorias, como interleucina IL-12 (IL-12), interleucina IL-1p (IL-1B),
interleucina IL-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e Oxido nitrico induzivel
(iINOS), fatores de crescimento, tais como PDGF, fator de crescimento transformador B1
(TGF-B1) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e citocinas anti-inflamatorias,
como interleucina IL-4 (IL-4), interleucina I1L-10 (IL-10) e interleucina IL-13 (IL-13), que
desempenham um papel predominante na regulacdo e resolucdo da resposta inflamatoria
(ANOWER et al., 2014; GANESH; RAMKUMAR, 2020).
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Conhecidos por sua capacidade de polarizagcdo, os macrofagos adquirem diferentes
tipos de fendtipos de acordo com o seu local de ativacdo que determinam respostas
fisiolégicas distintas (MELTON et al., 2015). Duas classes de macrofagos com diferentes
fungdes incluem os macréfagos M1 (ML), indutores da inflamacéo, e macréfagos M2 (M2),
anti-inflamatorios, que sdo ativados pela via classica e pela via alternativa, respectivamente
(Figura 5) (WEIDENBUSCH; ANDERS, 2012).

Os M1 sdo tipicamente induzidos por citocinas Thl, tais como interferon gama (IFN-
v) € TNF-a, e lipopolissacarideos (LPS), além disso, secretam citocinas pro-inflamatérias,
como IL-12, IL-1pB e IL-6 (ROCK et al., 2010). Estudos demonstraram que 0s M1 também
sdo atuantes na producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), contribuindo para o quadro
de estresse oxidativo e redugdo dos niveis de 6xido nitrico (NO) (ROSZER, 2015). A medida
gue a resposta celular dos M1 vai reduzindo, os macrofagos convertem-se para o fenétipo M2,
suprimindo a inflamacéo a fim de garantir o reparo tecidual (BRANCATO; ALBINA, 2011;
MOORE; SHEEDY; FISHER, 2013).

Figura 5: Polarizacdo de macrdfagos.
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Na sequéncia, temos 0os M2, que sdo anti-inflamatdrios e imunorreguladores. Esses
macrofagos sdo induzidos por citocinas Th2, como IL-4, 1L-10 e IL-13, e produzem citocinas
anti-inflamatorias, como 1L-10 e TGF-$ (MARTINEZ; GORDON, 2014). Alem da defesa
contra patdégenos, os M2 limpam as células apoptoticas, atenuam a resposta inflamatéria e
promovem a cicatrizacdo de feridas por meio da producdo de mediadores da angiogénese,
como o VEGF e 0 EGF (SICA; MANTOVANI, 2012). Vale ressaltar, que o equilibrio entre
os dois estados polarizados é responsavel por mediar uma cicatrizacdo adequada da ferida
(GANESH; RAMKUMAR, 2020).

Também presentes na fase inflamatéria, as quimiocinas desempenham um papel
fundamental por meio da regulacéo da angiogénese e do recrutamento de células inflamatorias
que secretam citocinas e fatores de crescimento para promover a cicatrizacdo de feridas
(ZUBAIR; AHMAD, 2019). Entre esses mediadores, as citocinas podem ser classificadas em
citocinas pré-inflamatérias, como IL-1p, IL-8, INF-y e TNF-a, e anti- inflamatdrias, como IL-
4 e IL-10 (BEN DJEMAA et al., 2016).

A IL-1B é uma das principais citocinas que regulam o processo inflamatério ao
participarem da resposta imune do hospedeiro contra os microorganismos (KIM; NAIR,
2019). Essa citocina atua no aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, producao
de prostaglandinas por inducdo da enzima ciclooxigenase (COX) e inducdo de moléculas de
adesdo na parede dos vasos com o intuito de promover o processo migratorio de leucocitos
para o local da lesdo (LEGRAND; MARTINO, 2022).

Ja a IL-8 e TNF-a, também conhecidos como mediadores pro-inflamatérios, sao
importantes na adesdo de leucdcitos a parede dos vasos, promovendo a quimiotaxia, e na
ativacdo de células endoteliais que contribui para o recrutamento e acimulo de fagdcitos na
area inflamada (BERRY-KILGOUR; CABRAL; WISE, 2021). Por sua vez, o INF-y esta
envolvido na inducdo da resposta imune nos locais de lesdo e sua atividade pode desempenhar
um papel importante na terapia de feridas infectadas removendo os restos celulares a fim de
promover a cicatrizacdo e reorganizagdo das areas com inflamacdo (KRIZANOVA et al.,
2022).

Com o intuito de promover uma regulacao na inflamacao local, a IL-10, citocina anti-
inflamatdria, é liberada e exerce uma importante funcdo na modulacéo dessa etapa garantir a
infiltracdo de neutrdfilos e mondcitos para o local do dano tecidual (XU et al., 2021). Além
disso, é capaz de inibir a sintese de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6 e TNF-a,
evitando a cronificacdo do processo inflamatdrio (SUNTAR et al., 2021). Adicionalmente, ha

IL-4, outra citocina anti-inflamatéria que auxilia na sintese de anticorpos por plasmacitos,



40

ativacdo de eosindfilos e participacdo na resposta cicatricial e nos processos fibroticos
(SERRA et al., 2017).

A producdo dos mediadores inflamatérios € regulada, em parte, pelo fator nuclear
kappa B (NFxB) (MESSADI et al., 2004). O mesmo ainda desempenha um papel
fundamental na regulacdo da resposta imune a infeccdo e protege as células do processo de
apoptose em resposta ao estresse celular (FRANZ et al., 2022). No citoplasma ele € inativo
porque esta ligado ao seu inibidor (IkB) (ISHISE et al., 2015). Apds um estimulo adequado, 0
IxB ¢ fosforilado, liberando o NF-kB. O NF-«B, liberado da inibicdo do IkB, ¢ translocado
para o0 nucleo onde promove a transcricdo de genes (GAMBLE et al., 2012). Nas feridas, o
estimulo atraves de mediadores inflamatdrios fosforila o IkB e promove a translocagdo do
NF-xB para o nucleo, estimulard a produgédo de citocinas pro-inflamatorias (MOTTA et al.,
2014).

Presentes na fase inflamatdria, a sintese de radicais livres e EROs pelas células
inflamatdrias contribui para a defesa contra patdogenos e medeia vias intracelulares
importantes para a resolucdo dessa fase (RINNERTHALER et al.,, 2015). No entanto,
quantidades excessivas de radicais livres e EROs promovem estresse oxidativo tecidual,
causando efeitos deletérios nas membranas celulares, proteinas e &cidos nucléicos
(SPOONER; YILMAZ, 2011). Esse estresse tecidual causado por vias bioguimicas ativadas,
como a via AGE/RAGE, resulta na producdo de mediadores inflamatorios, degeneracdo de
pericitos, espessamento da membrana basal, hiperplasia endotelial, redugdo de NO,
vasodilatacdo prejudicada e aumento de biomarcadores pro-coagulantes, como TNF- o e I1L-6
(AMINZADEH et al., 2013; BANERJEE; MUKHOPADHYAY, 2018). Logo, inibir a
producdo excessiva de ROS é uma caracteristica importante no processo cicatricial de feridas
(REZUCHOVA et al., 2019).

O desequilibrio redox entre as atividades oxidantes e antioxidantes é um fator que
aprisiona as lesbes na fase inflamatdria, pois causa citotoxicidade que resulta em atraso na
cicatrizacdo de feridas (ASONG et al., 2019). Dentre as enzimas antioxidantes, temos o
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que atuam como
mecanismos de defesa mantendo quantidades aceitaveis das EROs para um bom reparo
tecidual (SOUZA et al., 2015). No entanto, quantidades excessivas de EROs atenuam as
atividades dos antioxidantes levando a peroxidacdo de proteinas e lipidios., danos ao DNA e
até morte celular (PUSHPAVALLLI et al., 2010). Em feridas cronicas, assim como em feridas
agudas, a atividade dos antioxidantes enzimaticos, como CAT, SOD e GPx plasmaéticas e

teciduais, aumentam na tentativa de combater o dano oxidativo (SAREILA et al., 2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lipid-peroxidation
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Ao final dessa fase, a medida que a inflamacdo diminui, a reconstituicdo dérmica
comeca e as células endoteliais juntamente com os fibroblastos comecam a se acumular no

local da ferida para sintetizar o tecido de granulacao e iniciar a fase proliferativa.

2.3.3 Fase Proliferativa

Sobrepondo a fase inflamatdria, a fase proliferativa ocorre do 4° ao 10° dia apés a
lesdo, podendo estender até o 14° dia, e tem como foco principal a reepitelizacdo, restauracdo
da rede vascular (angiogénese), fibroplasia, deposicdo de fibras colagenas e formacdo do
tecido de granulacdo (MAZINI et al., 2020; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). Nessa
fase temos a presencga de uma intensa atividade celular com o objetivo de diminuir a &rea da
lesdo e formar tecido de granulacéo e epitélio (MORRELL et al., 2014).

A reepitelizacdo tem a finalidade de reestruturar as fungdes da epiderme que foram
perdidas em decorréncia da lesdo (DINIZ et al., 2023). Este processo € ativado por vias de
sinalizacdo de células epiteliais e ndo epiteliais nas bordas da ferida que liberam diferentes
citocinas e fatores de crescimento, como EGF, TGF-a e fator de crescimento dos
queratindcitos (KGF), a fim de permitir uma intensa migracéo e proliferacdo de queratindcitos
sobre uma MEC proviséria rica em fibrina e fibronectina (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; PAZYAR et al., 2014). Presentes na camada basal da pele, os
queratindcitos apresentam um grau de especificidade que permite o reconhecimento de células
semelhantes no mesmo ambiente. Essas células se reconhecem, aderem-se umas as outras e 0
contato de células semelhantes inibem as divisdes mitdticas e regulam a proliferacdo celular
(GRANDI et al., 2022).

Em tecidos ndo lesionados, as células encontram-se em inibi¢do por contato com o
propdsito de impedir um crescimento desordenado através dos processos mitdticos
inadequados (MONAVARIAN et al., 2019). Uma vez instalada a lesdo, essa propriedade é
perdida e 0s sinais quimicos, como citocinas e fatores de crescimento, permitem a migracdo e
proliferacdo de células da camada basal para preencher toda a regido lesada e estratificar um
novo epitélio (MARTIN; NUNAN, 2015). A medida que o leito da ferida for preenchido por
células epidermais, e ocorra 0 encontro entre as células da borda oposta da ferida, o
mecanismo de inibicdo por contato € ativado, o processo mitdtico é bloqueado e as células
voltam a apresentar o fendtipo original finalizando o processo de reepitelizagdo com a
membrana basal refeita (TOTTOLI et al., 2020).
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Concomitantemente a reepitelizacdo, a angiogénese é essencial para uma cicatrizacao
normal devido a demanda de oxigénio para as atividades de alto consumo de energia no
reparo de feridas (GOPALAKRISHNAN et al., 2016). Em resposta ao quadro de hipoxia,
fatores de crescimento, como FGF, VEGF e o TGF-f, sdo liberados para reparar 0s vasos
lesionados (AN et al., 2018). Nesse processo, ocorre a liberagdo de proteases para degradar a
lamina basal da MEC proviséria a fim de facilitar a migracdo e proliferacdo das células
endoteliais em direcdo a origem do estimulo angiogénico, permitindo o fornecimento de
oxigénio e nutrientes para o novo epitélio (HONNEGOWDA et al., 2015).

Além do VEGF, as angiopoetinas, outro tipo de fator de crescimento vascular, também
atuam na formacao de novos capilares (XUE; JACKSON, 2015). Ao contrario do VEGF, as
angiopoetinas, especialmente as angiopoietina-1 (Ang-1) e a angiopoietina-2 (Ang-2), ndo
atuam na proliferacdo das células endoteliais, mas sim na diferenciacdo e amadurecimento dos
vasos neoformados (WILLENBORG et al., 2012).

Presente na fase proliferativa, a fibroplasia é caracterizada pelo recrutamento de
fibroblastos das margens da ferida e consequente producdo de colageno por essas celulas,
sendo as fibras do tipo Ill (fibras curtas, finas e sem resisténcia) as primeiras a serem
depositadas (TRACY; MINASIAN; CATERSON, 2016). Esse recrutamento é estimulado
através de sinais quimicos que sao liberados por varias citocinas e fatores de crescimento, tais
como: PDGF, FGF, VEGF, TGF-o, TGF-B, TNF-a, IL-2 e IL-8 (FENG et al., 2016; SUGA et
al., 2014; WILKINS; UNVERDORBEN, 2013). Uma vez recrutados, os fibroblastos aderem-
se a rede de fibrina, se multiplicam e secretam os componentes protéicos do tecido cicatricial,
como fibronectina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e acido hialurénico (FENG et al.,
2016; GANESHKUMAR et al., 2012; LEVINSON, 2013). Vale ressaltar, que ap0s a
migracdo dos fibroblastos ocorre uma alteracéo fenotipica nessas células transformando-as em
miofibroblastos, principal componente celular que garante a contracdo da ferida através das
proteinas de actina e miosina que sdo responsaveis pela contracdo muscular (ARWERT;
HOSTE; WATT, 2012; MANTOVANI et al., 2013).

Caracterizado por uma gama de compostos celulares, o tecido de granulacdo é
composto por fibroblastos, granulécitos, macrofagos, capilares sanguineos e feixes de
colageno frouxamente organizados (MARCONI et al., 2021). A formacdo desse tecido é
considerada a parte final da fase proliferativa e a sua producdo € mantida até que a
reepitelizacdo esteja completada, além disso, o tecido de granulacdo apresenta como fungdes

preencher e proteger a ferida, servir de superficie para a reepitelizacdo e conter
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miofibroblastos responsaveis pela contracdo da lesdo (JOHNSON; WILGUS, 2014; STONE
et al., 2016).

Ao final dessa fase, quando a deposicdo de colageno na MEC atinge um nivel ideal, a
producdo de colageno tipo 3 é reduzida e, assim como as células endoteliais dos vasos
neoformados, os fibroblastos sofrem apoptose e o tecido de granulacdo vai sendo substituido

por uma cicatriz dando inicio a fase de remodelagéo.

2.3.4 Fase de Remodelacéo

Ultima etapa do processo de cicatrizacdo de feridas, a fase de remodelag&o comeca em
torno do 21° dia e pode durar anos apos a lesdo. Nessa fase, ocorre a regressdao dos capilares
recem-formados, auséncia de células inflamatorias e a substituicdo das fibras de colageno tipo
I11 por fibras de colageno tipo | (KUFFLER, 2016; PENN; GROBBELAAR; ROLFE, 2012).

O colageno é uma das proteinas mais abundantes da MEC, sendo fundamental na
organizacdo do tecido e na sua resisténcia (JIANG et al., 2015). Na fase proliferativa, o
coladgeno produzido inicialmente (tipo Ill) é mais fino do que o coladgeno presente na pele
normal e apresenta uma orientacdo desordenada a pele (ZHAO; ROLANDI; ISSEROFF,
2022). Na fase de remodelacéo, o colageno tipo Il é reabsorvido e um coldgeno mais espesso
é sintetizado (tipo 1) e depositado de maneira mais organizada, com pequenos feixes paralelos
ao longo das linhas de tensdo da pele, aumentando a resisténcia a tracdo e a integridade
estrutural para proporcionar um aumento da forca ténsil da ferida (KALLIS; FRIEDMAN,
2018; ROSS, 2021).

A reorganizagdo da MEC e das fibras colagenas é regulada, em parte, pela acdo de
enzimas proteoliticas como as MMPs, que atuam na degradacdo do colageno tipo |11 enquanto
a sintese do colageno tipo | acontece (SUNTAR et al., 2021). Para que o remodelamento
ocorra de maneira dindmica, os inibidores teciduais das metaloproteinases da matriz (TIMPS)
atuam em conjunto com as MMPs para proporcionar eficacia no processo de manutengdo do
equilibrio metabdlico e estrutural da nova MEC (KASUYA; TOKURA, 2014). Portanto, é
imprescindivel o equilibrio entre MMPs e TIMPs, lise e sintese de coldgeno e outros
componentes da MEC, para que ndo haja destruicdo e perda das propriedades normais da pele
e levem a cronicidade da ferida ou surgimento de cicatrizes patolégicas (CALEY; MARTINS;
O’TOOLE, 2015; SCHMIDT et al., 2019).
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Ao final desta etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas sebaceas, ja
estdo presentes e o tecido de granulagdo rico em células € convertido em uma cicatriz
hipocelular preenchida por fibras de colageno organizadas, resistentes e paralelas a pele (DE
ALENCAR FONSECA SANTOS et al., 2018).

Por fim, ressalta-se a importancia de reconhecer todas as fases do processo de
cicatrizacdo de feridas e os mecanismos de acdo envolvidos, pois, a compreensdo desses
eventos contribui positivamente nos avangos para desenvolvimento de novas tecnologias e

opcoes terapéuticas para o tratamento adequado das feridas.

2.4 Tratamentos de Feridas

Os protocolos para tratamento de feridas sdo variados e devem levar em consideracao
varios aspectos que indicam a sua gravidade, como: localizacdo, profundidade, extensdo,
presencga ou ndo de infeccdo, agente causador, estado nutricional dos pacientes e presenca de
doencgas cronicas (HAN et al., 2012). Salienta-se ainda, que todos esses aspectos afetam o
processo de cicatrizagéo e influenciam na escolha do tratamento adequado (NUSSBAUM et
al., 2018).

Durante o tratamento de pacientes acometidos por feridas, 0s aspectos
socioeconémicos sdo relevantes e devem ser levados em consideracdo, pois 0s procedimentos
terapéuticos demandam tratamento imediato para auxiliar na reparacdo, protecdo contra
infeccdes e restauracdo das funcbes normais da pele gerando em muitos casos custos elevados
(SORG et al., 2017). Um estudo epidemioldgico realizado por Galvdo (2017) relatou que no
Brasil, precisamente no estado de Manaus, a prevaléncia de feridas foi maior em homens com
idade média entre 60,4 anos com baixa escolaridade (GALVAO, 2017). Outro estudo de
Vieira e Araljo (2018) apontou que a prevaléncia das feridas s&o maiores em pessoas idosas,
sem escolaridade e de baixa renda familiar (VIEIRA; ARAUJO, 2018).

Atualmente, véarias opc¢Oes terapéuticas podem ser utilizadas nas diferentes etapas de
tratamento das feridas, como: higienizagéo, controle do exsudato, desbridamento, diminuigéo
da populagdo bacteriana, estimulo a granulacdo e protecdo da reepitelizacdo (MURPHY;
EVANS, 2012). Embora muitos estudos ja tenham sido propostos, ainda ndo ha um consenso
sobre o tipo de tratamento mais eficaz para todos os tipos de feridas e o segredo do sucesso

terapéutico esta principalmente no conhecimento e compreensdo dos fenémenos envolvidos
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nas diversas fases do processo de cicatrizagdo para que seja possivel desenvolver um
protocolo assistencial adequado (BOERMAN et al., 2023; LOGAN, 2015).

No mercado mundial, varios tratamentos estdo disponiveis para as feridas, como: 0s
curativos, coberturas, terapia por pressdo negativa, estimulacdo por corrente, ultrassom,
laserterapia ou LED terapia, oxigenoterapia hiperbarica e ozonioterapia (HOWE, 2015;
MICKELSON; MANS; COLOPY, 2016; STANLEY, 2017; YIP, 2015; ZHAO; ROLANDI;
ISSEROFF, 2022). Entretanto, muitos apresentam baixa efetividade farmacoldgica, de acordo
com o tipo de leséo, e custos elevados para os pacientes (DHIVYA; PADMA; SANTHINI,
2015; HAN; CEILLEY, 2017).

Nos ultimos anos, 0s curativos tradicionais (a base de 1a e algodao), que oferecem
passivamente a seguranca da ferida e ndo apresentam funcdo ativa no processo cicatricial,
vém sendo substituidos por curativos inovadores, conhecidos também por coberturas, que sao
proficientes em fornecer um ambiente favoravel e distribuir substancias ativas para a ferida
com o propésito de facilitar o reparo tecidual (STAN et al., 2021).

Nesse sentido, uma infinidade de materiais e combinagdes, tanto sintéticos quanto
naturais, tém sido utilizados através de inimeras formulagBes para tratar diversos tipos de
feridas, tais como: esponjas, hidrogéis, filmes transparentes, hidrocol6ides e hidrofibras
(BHARDWAJ; CHOUHAN; MANDAL, 2017) (Tabela 1). De maneira geral, espera-se que
esses curativos sejam capazes de fornecer/manter um ambiente Umido, permitir troca gasosa,
proteger contra invasdo bacteriana, proporcionar isolamento térmico e que sejam de fécil
armazenamento, aplicacdo e remocédo a fim de evitar danos ao tecido circundante (TORRES;
COMMEAUX; TRONCOSO, 2013). Além disso, devem ser atdxico e hipoalergénicos para
ndo causar nenhuma resposta imune no local da ferida (NEGUT; DORCIOMAN;
GRUMEZESCU, 2020).

Também disponiveis como alternativa aos curativos de gaze tradicionais, podemos
citar os substitutos biologicos da pele, substitutos da pele produzidos por bioengenharia,
incluindo produtos autélogos cultivados e ndo cultivados (xenoenxertos e aloenxertos), e 0s
curativos biossintéticos da pele que estdo disponiveis para produzir o fechamento fisiol6gico
da ferida até que a camada epidérmica seja reparada (DABROWSKA et al., 2016; KIM et al.,
2019). Apesar da diversidade com diferentes aplicacdes, vantagens e desvantagens a escolha
de qual substituto cutdaneo empregar é determinada por varios fatores como: tipo, tamanho e
profundidade da ferida, comorbidades presentes, acessibilidade do paciente, custo beneficio e
que seja capaz de minimizar o desgaste fisico e emocional para os pacientes (BOATENG,;
CATANZANO, 2015).
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Tipo de Composigéo Mecanismo de ac¢éo Indicagdes Desvantagens
cobertura
Queimaduras N&o deve ser
Tela de acetato de parciais, areas usado na presenca
Curativo celulose e/ou tela Promover meio Umido doadoras e de infeccdo e
ndo-aderente | de raio com emulsdo receptoras de exsudato; necessita
de petrolato enxertos e de trocas
laceragbes frequentes
Livre fluxo de exsudato e Queimaduras Nao deve ser
Curativo remocao atraumatica; parciais, areas usado na presenca
ndo-aderente Tela de poliamida proporciona meio Umido; doadoras e de infeccéo e de
com silicone com silicone possibilita menor ndmero receptoras de grande quantidade
de trocas de curativo enxertos e de exsudato
laceragdes
Cobertura impermeével & | Visibilizagdo do N&o deve ser
Polimero de agua e micro-organismos; leito, feridas usado na presenca
Filme poliuretano, com manutencdo do leito superficiais sem de infeccdo e de
transparente uma das faces de Umido; possibilita menor exsudato; areas grande quantidade
adesivo de acrilico numero de trocas de doadoras de de exsudato
curativo enxertos
Feridas
exsudativas,
Espuma Absorgdo com isolamento profundas, N&o deve ser usada
polimérica | Matriz de poliuretano térmico; agéo Ulceras residuais | em feridas simples
com ou sem e silicone com ou bacteriostatica da prata; com colonizacéo e secas
prata sem prata possibilita trocas menos bacteriana
frequentes cronica pos-
enxertia de pele
Polimero de N&o deve ser
poliuretano Protecdo de usado na presenca
semipermeavel Absorve pequeno proeminéncia de infecgdo e de
Hidrocol6ide (face externa) e volume de exsudato; Ossea e feridas grande quantidade
carboximetilcelulose, mantém o meio Umido com leséo de exsudato;
gelatina e pectina parcial de pele necessita de trocas
(face interna) frequentes
Mantém ambiente imido, Queimaduras e
Polimero de alcool possibilitando, liquifacdo feridas com N&o deve ser
Hidrogel de polivinil, de materiais necréticos tecidos usado na presenga
poliacrilamidas e (desbridamento autolitico) desvitalizados de infecco e de
polivinil (esfacelos e exsudato
necrose Umida)
Fibras de algas O calcio induz hemostasia; Feridas abertas Né&o deve ser
Alginato de marinhas capacidade de absorver exsudativas, usado em feridas
calcio impregnadas com exsudatos; desbridamento cavitérias e simples e secas
calcio autolitico sangrantes
O carvdo ativado adsorve o
Carvéo Fibras de carvao exsudato e diminui o odor; Feridas fétidas, N&o deve ser
ativado com | ativado impregnado a prata exerce funcéo exsudativas e usado em feridas
prata com prata 0,15% bacteriostatica infectadas simples e secas
Prata ibnica causa Feridas com N&o deve ser usada
precipitacdo de proteinas, infeccdo; em pacientes com
Malha com Malha com sais de agindo na membrana queimaduras hipersensibilidade
prata prata citoplasmatica da bactéria profundas e a prata
(bacteriostatica) extensas

Fonte: Adaptado de KOLIMI et al., 2022.
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Devido a complexidade patoldgica e fisiologica do processo de cicatrizagdo, a perfeita
regeneracdo dos tecidos é dificil de ser alcancada (SINGH; SHITIZ; SINGH, 2017; YU,
ZHANG; GUO, 2021). Atualmente, varias pesquisas estdo sendo realizadas no intuito de
desenvolver novos recursos e tecnologias que permitam o monitoramento das feridas e
entrega de substéncias biologicamente ativas, que orientem a adesdo, proliferagéo,
diferenciacdo celular e formacdo de um tecido cutdneo intacto, com maior efetividade
farmacoldgica, baixo custo e acessibilidade a populacdo (DIAZ-GARCIA et al., 2021;
HOSSEINI; SHAFIEE, 2021; NETHI et al., 2019; POWERS et al., 2016).

Nesse contexto, torna-se necessario o desenvolvimento de novos tratamentos, bem
como, o0 uso de novas estratégias relacionadas com a incorporacdo de farmacos sintéticos ou
produtos naturais em sistemas versateis, que promovam a acelera¢do do processo de reparo
cicatricial de maneira eficaz e segura e que sejam produzidos a partir de matérias-primas de
baixo custo e facil obtencdo (PILEHVAR-SOLTANAHMADI et al., 2018; SHEIR; NASRA,;
ABDALLAH, 2022).

2.5 Plantas Medicinais

Durante séculos, as plantas medicinais e seus metabolicos secundarios, tém sido
utilizados para o tratamento de diversas doencas em todo o mundo (SALAZAR-GOMEZ;
ALONSO-CASTRO, 2022). Considerados como fontes de compostos com importantes
atividades bioldgicas, as plantas medicinais exercem um papel importante na medicina
popular e também na medicina moderna (AYAZ et al., 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de um terco dos
medicamentos mais vendidos no mundo séo produtos naturais ou seus derivados (CALIXTO,
2019). Além disso, estudos estimam que mais de 35% dos medicamentos utilizados no mundo
foram originados direta ou indiretamente de produtos naturais, tornando-os um importante
recurso para as industrias farmacéuticas que trabalham no desenvolvimento de novos
medicamentos (MA; YAO, 2020).

Embora existam diversas estratégias e metodologias disponiveis para que se possa
sintetizar e desenvolver novos produtos atraves das plantas medicinais, estudos envolvendo a
eficacia, seguranca e qualidade devem ser realizados com a finalidade de comprovar e
garantir o uso seguro na préatica clinica (LEAL; TELLIS, 2015; ROCHA et al., 2021). A

eficdcia garante a acdo terapéutica prevista; a seguranca avalia a posologia adequada para
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minimizar efeitos adversos e a qualidade € a garantia da uniformidade, eficcia e seguranca da
formulacdo, independente da quantidade produzida (RAMALHO et al., 2018).

Para a confirmacdo da qualidade, eficacia e seguranca das plantas medicinais sdo
necessarios estudos quimicos e farmacoldgicos, visto que, embora sejam produtos de origem
natural, o uso indiscriminado pode promover efeitos adversos, estes compostos podem
apresentar algumas substancias nocivas, ou interacdo medicamentosa, nas situacdes de
politerapia farmacolégica (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010; STASI, 2016).

Considerado o pais que detém a maior biodiversidade de espécies naturais do planeta,
o0 Brasil é fonte de substancias biologicamente ativas e a sua preservagdo é fundamental tanto
pelo valor intrinseco dessa imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial como
fonte de novos farmacos (ALVARENGA et al., 2017; DUTRA et al., 2016). Pesquisas
realizadas no Brasil mostram que 91,9% da populacéo ja fez uso de alguma planta medicinal,
seja para prevencdo ou para o tratamento de doencas (ARAUJO-FILHO et al., 2016;
BARRETO et al., 2014; CORDEIRO; CHUNG; SACRAMENTO, 2005; SOARES et al.,
2022).

O aumento do interesse publico pelas terapias envolvendo as plantas medicinais pode
estar relacionado com o custo elevado dos medicamentos alopaticos e dificuldades no acesso
aos servicos de assisténcia médica e dispensacdo de farmacos (PEDROSO; ANDRADE;
PIRES, 2021; ZAGO; MOURA, 2018). Além disso, um dos grandes beneficios do uso das
plantas medicinais esta relacionado ao seu baixo custo, efeitos colaterais reduzidos e a sua
facil aquisicdo, o que os torna mais acessivel & populacdo e viaveis na escolha do tratamento
de doencas (DANTAS-MEDEIROS et al., 2020; ROCHA et al., 2015).

No Brasil, em 2006, o Ministério da Saude lancou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, em 2008, ambos com o objetivo de garantir a populacdo brasileira 0 acesso
seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006). Além disso,
essas medidas estabelecidas pelo governo visam promover o0 uso sustentavel da
biodiversidade, o crescimento da pratica terapéutica fitoterapica no pais, o desenvolvimento
da cadeia produtiva e da industria nacional (FEITOSA et al., 2016; OLIVEIRA; ROPKE,
2016; ROCHA et al., 2021).

As plantas medicinais desempenham um grande papel no processo de cicatrizagdo de
feridas com atividades anti-inflamatérias, antioxidantes, antibacterianas, angiogénicas e
aumento na sintese de pré-coldgeno (KOGA et al., 2018; PIRIZ et al., 2014; VITALE et al.,

2022; YAZARLU et al., 2021). Na literatura, existem varios estudos sobre compostos naturais
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com potencial para promover a reparacdo tecidual e que podem ser usados como um
tratamento eficaz ao longo das varias fases do processo de cicatrizacdo de feridas (MEHTA;
BRANFORD; ROLFE, 2016; MELGUIZO-RODRIGUEZ et al., 2021; SHAH; AMINI-NIK,
2017; SUNTAR et al., 2012).

Um estudo realizado por Polera et al. (2019), analisaram o efeito da quercetina e da
rutina em queimaduras dérmicas no dorso de ratos, os resultados evidenciaram um aumento
da neovascularizacdo, regulacdo positiva sobre IL-5, IL-4, GPX-7, tioredoxina redutase 2
(TXNRD-2) e regulacdo negativa das citocinas inflamatorias IL-1p e IL-6, sugerindo um
efeito antioxidante e anti-inflamatorio no processo cicatricial (POLERA N. et al., 2019). Chen
et al. (2019), avaliou o efeito da atividade anti-inflamatéria da crisina em modelo
experimental de lesdo cutanea cronica, 0s resultados demostraram uma supressdo nos niveis
de NF-xB o que possivelmente pode ter contribuido para o aumento da proliferacdo de
fibroblastos, migracdo de queratindcitos e deposicdo das fibras colagenas (CHEN et al.,
2019).

Representando um dos grupos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem natural, os flavonoides pertencem a um grupo de fitoquimicos derivados do
metabolismo secundéario das plantas, além disso, constituem a classe mais representativa e
estruturalmente diversificada dos compostos fenolicos (CHEN et al., 2018, 2014; SAK,
2017). Quimicamente, os flavonoides apresentam dois anéis benzénicos, A e B, ligados a um
anel central de pirano, C, formando uma estrutura quimica com 15 &tomos de carbono (C6 —
C3 - C6) (Figura 6) (BASSINO; GASPARRI; MUNARON, 2019; DI CARLO et al., 1999).

Figura 6: Estrutura geral dos flavonoides.

Fonte: Adaptada por DI CARLO et al., 1999.
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Os flavonoides sdo encontrados naturalmente nas frutas, vegetais, gréos, ervas, chas,
chocolate, flores, café, vinho, além de estarem presentes na dieta humana com um consumo
entre 1-2g por dia (BIGONIYA P. et al., 2013; KIM; LIM, 2020; SHARMA et al., 2017). A
complexidade estrutural desses compostos acarretou a sua divisdo em subclasses descritas em:
flavonas, glicoflavonas, flavanonas, flavonois, isoflavonas, chalconas, auronas,
antocianidinas, leucoantocianinas e antocianinas (BRAVO, 1998; KIYAMA, 2023;
MULVIHILL; BURKE; HUFF, 2016).

Nos ultimos anos, os flavonoides tém atraido a atencdo de pesquisadores devido as
suas atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatoria, antimicrobiana, anticancer,
antioxidante, antialérgica e efeito neuroprotetor em doencas cardiovasculares, o que torna essa
classe uma fonte importante para novos produtos com potencial farmacéutico e aplicabilidade
na pratica clinica (AHMED et al., 2018; AROUI et al., 2016; CHANG H.-L. et al., 2017;
CHUNG; VADGAMA, 2015; DA SILVA et al., 2019; PUSHPAVALLI et al., 2010). Um dos
principais fatores que contribuem para essas propriedades dos flavonoides é a sua relacéo
estrutura-atividade, ou seja, a presenca de grupos hidroxila em sua estrutura quimica,
principalmente quando apresentados nas posi¢es 5, 7, 3 e 4, sdo essenciais para suas
atividades antibacterianas, antifibroticas, antioxidantes e anti-inflamatdrias, principalmente
devido a alta hidroxilacdo (BAGHER et al., 2020; CHEN et al., 2019).

No mercado farmacéutico, a HESP, um flavonoide que pertence a subclasse flavanona,
vem sendo comercializada em grande escala para o tratamento de doengas, a exemplo da
insuficiéncia venosa e hemorroida, demostrando a grande importancia dos produtos naturais
diante da industria farmacéutica mundial (BARBOSA; OLIVEIRA; TESSER, 2014,

STREFEZZA, 2010). No Brasil, esses medicamentos sdo conhecidos comercialmente como:
Daflon®, Diosmin®, Flavenos®, Flavonoid®, Venaflon® e Venovaz®.

Por fim, vale ressaltar que algumas atividades farmacoldgicas ja foram descritas para a
HESP, tais como antioxidante, anti-inflamatoria e antibacteriana, tornando-a uma fonte

natural promissora para a cicatrizacao de feridas.
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2.6 Hesperidina

Dentre os flavonoides promissores para industria farmacéutica destaca-se a HESP
(3,5,7-tri-hidroxi-7-flavanona ramnoglucosideo), de forma molecular C2sH34015, que
pertence a classe das flavanonas (Figura 7) (HAJIALYANI et al., 2019). E encontrada
naturalmente em varias espécies de plantas citricas, principalmente nas espécies do género
Citrus da familia Rutaceae, como laranja, limao, toranja e tangerina (M’HIRI et al., 2016;
ZHAO et al., 2020). A HESP foi isolada pela primeira vez em 1828 da casca da laranja, e
desde entdo o potencial terapéutico das suas propriedades farmacoldgicas vem sendo estudado
(LI; SCHLUESENER, 2017; MANTHEY; GROHMANN, 1998).

Inimeras propriedades farmacoldgicas ja foram descritas para a HESP, tais como:
anti-inflamatoria (GUAZELLI et al., 2021), antibacteriana (KAWAGUCHI et al., 2004),
antioxidante (CETIN; CIFTCI; OTLU, 2016), antiviral (WACKER; EILMES, 1975),
neuroprotetora (ANTUNES et al., 2014), cicatrizante (LI et al., 2018), angiogénica
(HADDADI et al., 2018), antialérgica (KILIC et al., 2019), anti-hiperlipidémica (AKIYAMA
et al., 2010) e cardioprotetora (KAKADIYA; MULANI; SHAH, 2010).

Figura 7: Estrutura quimica da hesperidina
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Fonte: Adaptado de HAJIALYANI et al., 2019.

Muitos esforgos tém sido realizados no sentido de elucidar os mecanismos de agédo da
HESP. Para investigar o efeito protetor da HESP no dano hepético oxidativo, Cetin, Ciftci e
Otlu (2016) utilizaram um modelo animal de hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de
carbono, os resultados demonstraram que a HESP aumentou os niveis das enzimas
antioxidantes glutationa (GSH), CAT e SOD e atenuou os de &cido tiobarbitdrico (TBARS),
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sugerindo uma eficacia da atividade antioxidante desse flavonoide (CETIN; CIFTCI; OTLU,
2016). Kandhare et al. (2017) através de um modelo experimental de fibrose pulmonar
idiopatica, induzida por bleomicina, provou a eficacia da HESP em sua acdo antioxidante ao
modular a expressdo de SOD, GSH, malondialdeido (MDA), NO e fator nuclear derivado de
eritréide 2 (Nrf2) (KANDHARE; MUKHERJEE; BODHANKAR, 2017).

A atividade antibacteriana da HESP frente a Salmonella typhimurium foi investigada
por Kawaguchi et al. (2004) em um modelo experimental de sepse. Os resultados
apresentados nesse estudo demostraram que o tratamento com a HESP foi capaz de reduzir os
niveis de LPS, TNF-a e o choque séptico (KAWAGUCHI et al., 2004). Com relacdo a
atividade antiviral, em estudo in vitro, a HESP possui acdo, em diferentes concentracdes,
contra o virus da estomatite vesicular ( WACKER; EILMES, 1975).

O efeito cardioprotetor da HESP foi investigado por Kakadiya, Mulani e Shah (2010)
em modelo experimental de infarto do miocardio induzido por isoproterenol. Nesse estudo, 0s
resultados evidenciaram que o tratamento com esse flavonoide, 100 mg/kg por via oral,
atenuou os niveis de hemoglobina glicada (HbA1c), glicose, lipoproteina de baixa densidade
(LDL), colesterol total (CT), triglicerideos (TG), pressdo arterial sistolica e diastolica e
aumentou significativamente os niveis de lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) e
lipoproteina lipase (LPL), sugerindo um efeito protetor sobre o sistema cardiovascular
reduzindo o indice de complicacdes cardiacas no infarto do miocardio. Vale ressaltar, que o
metabolismo lipidico alterado predispBe o surgimento da ateroesclerose, um importante fator
de risco no infarto do miocardio (KAKADIYA; MULANI; SHAH, 2010).

Antunes et al. (2014), ao administrarem HESP em camundongos, 50 mg/kg por via
oral em modelo animal de doenca de Parkinson induzida por hidroxidopamina, conseguiram
comprovar que o tratamento com HESP atenuou as alteragcbes comportamentais, protegeu
contra o estresse oxidativo, modulando os niveis de CAT e GPx, e contra as reducdes dos
niveis de dopamina. Este estudo demonstrou um efeito protetor da HESP na neurotoxicidade
induzida por hidroxidopamina em camundongos, indicando que pode ser util como terapia
para o tratamento da doenca de Parkison (ANTUNES et al., 2014).

Akiyama et al. (2010) por meio de estudos utilizando ratos diabéticos tipo 1, induzidos
por estreptozotocina, investigaram a eficacia da HESP, 10g/kg por via oral, como atividade
anti-hiperlipidémica. Nesse estudo, a inducdo do diabetes tipo 1 por estreptozotocina elevou
os niveis de glicemia, adiponectina e insulina. Os resultados comprovaram que o tratamento

com HESP normalizou os niveis da glicemia alterando a atividade das enzimas reguladoras da
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glicose e diminuindo os niveis de lipideos séricos e hepaticos, sugerindo efeitos
hipoglicémicos e hipolipidémicos (AKIYAMA et al., 2010).

O potencial cicatrizante da HESP foi investigado por Li et al. (2018) atraves de um
modelo experimental de excisdo de Ulcera do pé diabético utilizando ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina. Nesse estudo, os resultados demostraram que 0s animais
tratados com hesperidina apresentaram aumento significativo nos niveis de VEGF, Ang-1,
receptores tirosina quinase 2 (Tie-2), TGF-p ¢ Smad-2/3, contribuindo no avan¢o do processo
cicatricial de Ulceras de pé diabético (LI et al., 2018).

A atividade da HESP na expressdo génica do VEGF foi investigada por Haddadi et al.
(2018) em um modelo de queimadura induzida por radiacdo UVB. Os resultados
evidenciaram que o tratamento com esse flavonoide aumentou os niveis de VEGF garantindo
um aumento da permeabilidade vascular e um maior aporte de nutrientes e oxigénio para o
tecido em reparacdo, sugerindo uma potente acdo angiogénica. Concomitantemente a esse
resultado, o tratamento com a HESP aumentou as taxas de epitelizacdo, deposicdo de
colédgeno e proliferacdo celular, atividades que podem ser moduladas pela agdo do VEGF
(HADDADI et al., 2018).

No que diz respeito a atividade anti-inflamatéria da HESP, um estudo experimental
em modelo de colite ulcerativa, induzida com 200uL de acido acético 7,5%, realizado por
Guazelli et al. (2021), comprovou que o tratamento com HESP reduziu significativamente a
infiltracdo de neutrdfilos, edema, encurtamento do cdlon e 0s danos macro e microscopicos
induzidos pela administracdo intracol6nica de &cido acético. Os autores atribuiram que o
efeito anti-inflamatdério da HESP pode estar relacionado a diminui¢do das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6, IL-1p e IL-33 e a inibigdo do NF-«B no colon (GUAZELLI et al.,
2021).

Kilic et al. (2019) investigou a atividade antialérgica da HESP através de um modelo
experimental de rinite alérgica induzida por ovalbumina. A rinite alérgica € uma resposta
inflamatoria mediada pela imunoglobulina E (Ig-E) na mucosa nasal através da inalagdo de
alérgenos. As citocinas desempenham um papel regulador em varios eventos incluindo
diferenciacéo celular, ativacdo de células imunes, migracdo celular e morte celular, e também
estdo envolvidas na patogénese da rinite alérgica, em especial as IL-5 e 1L-13. Nesse estudo, 0
tratamento com HESP atenuou os niveis de Ig-E, IL-5, IL-13 e TNF-a, sendo eficaz na
supressdo da inflamagdo e dos sintomas alérgicos (KILIC et al., 2019).

No ambito das feridas, a HESP apresenta propriedades promissoras devido ao seu

potencial antioxidante, anti-inflamatorio, antibacteriano e antialérgico. Entretanto, apesar das
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inimeras atividades ja descritas na literatura, seus efeitos terapéuticos tornam-se limitados
devido a sua baixa solubilidade em agua e estabilidade fisico-quimico desfavoraveis (WANG
etal., 2021; WOLFRAM et al., 2016).

Nesse contexto, uma das alternativas para melhorar a eficacia terapéutica da HESP ¢ a
veiculacdo em sistemas envolvendo nanotecnologia para que seja possivel o desenvolvimento

de novas formulacGes farmacéuticas.

2.7 Lipossomas

Atualmente, novas tecnologias farmacéuticas vém sendo desenvolvidas no intuito de
aumentar a estabilidade, a solubilidade e reduzir os efeitos colaterais dos farmacos, a fim de
permitir uma utilizacdo terapéutica mais segura e eficaz (BAYDA et al., 2019; BLANCO-
FERNANDEZ et al., 2021; BOAFO et al., 2022; LOPEZ-CANO et al., 2021).

Nesse contexto, a nanotecnologia, como o0s lipossomas, nanoemulsdes e
nanoparticulas lipidicas ou poliméricas, tem atraido o interesse dos pesquisadores devido ao
seu potencial na veiculacdo de novos produtos (FARJADIAN et al., 2019; RAGELLE et al.,
2017). Essas estruturas em nanoescala permitem uma dosagem de farmacos mais adequada,
melhor penetracdo nas células e liberacdo direta nos tecidos alvo (GIRIA;
BALASUBRAMANIAN; COWIN, 2022; WANG et al., 2019).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas constituidas por uma ou mais bicamadas
concéntricas de fosfolipidios, de natureza sintética ou natural, uma cabeca hidrofilica e duas
caudas hidrofébicas que isolam um ou mais compartimentos internos aquosos do ambiente
externo (Figura 8) (BOZZUTO; MOLINARI, 2015; NINOMIYA et al., 2016). Os lipideos
mais utilizados estdo os que apresentam uma forma cilindrica, a exemplo das fosfatidilcolinas,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que naturalmente formam uma bicamada
estavel em solucdo aquosa (COSTA et al., 2015). Dentre esses, as fosfatidilcolinas séo as
mais utilizadas por apresentarem grande estabilidade frente as variacbes de pH ou da

concentracédo de sal no meio (SHAH et al., 2020).
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Figura 8: Representacdo da estrutura basica dos lipossomas.

Fosfolipideo

Cabeca polar

Cauda apolar

Fonte: Adaptado de NINOMIYA et al., 2016.

Além de apresentarem caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa imunogenicidade, os lipossomas apresentam uma estrutura que lhes confere a
capacidade de conter drogas hidrofilicas e hidrofébicas, que permite o encapsulamento da
forma ativa de um farmaco na bicamada lipidica garantindo protecdo contra fenémenos
naturais, como degradacdo enzimética e inativacdo imunoldégica e quimica (Figura 9)
(ELSANA et al., 2019; FANG et al., 2018; LU et al., 2019). Logo, os lipossomas impedem
qgue um farmaco seja metabolizado antes de atingir os tecidos alvo e minimizam a exposi¢édo
do tecido saudavel ao farmaco encapsulado durante sua circulacdo no sangue, contribuindo
para um indice terapéutico maior (GHEYBI et al., 2021; THAPA MAGAR et al., 2022).

Um estudo realizado por Almeida et al. (2013), utilizando modelo animal de
gueimadura dérmica analisou o efeito das membranas de colageno contendo prépolis
vermelha incorporada em lipossomas, o0s resultados evidenciaram uma modulagdo do
infiltrado leucocitario, induzindo uma maior diferenciacdo plasmocitaria, aumento das taxas
de epitelizacdo e deposicdo de fibras colagenas tipo Ill, sugerindo um avanco do processo de
cicatrizacdo de feridas (DE ALMEIDA et al., 2013).



56

Figura 9: Representacdo esquematica da incorporacdo de farmacos hidrofébicos e hidrofilicos nos lipossomas.

@ Farmaco Hidrofilico

Farmaco Hidrofobico

Fonte: Adaptado de LU et al., 2019.

Concomitantemente ao que foi exposto, o desenvolvimento de novas opc¢oes
farmacoldgicas envolvendo lipossomas, como nanocarreadores, tem o intuito de aumentar a
estabilidade, solubilidade, eficacia e o indice terapéutico das drogas, fornecer liberacdo
direcionada, melhorar os efeitos farmacocinéticos, como diminuir a eliminacdo e aumentar o
tempo de circulacdo, e reduzir a toxicidade das substancias encapsuladas (DING et al., 2015;
GHARIB et al., 2017; SEBAALY et al., 2015).

Nos ultimos anos, varias pesquisas envolvendo nanotecnologia e produtos naturais
para o tratamento de feridas tém sido realizadas na tentativa de obter melhorias no processo
de reparacdo tecidual, como aumento da epitelizacdo, proliferacdo de fibroblastos,
neovascularizacdo, deposicao de fibras colagenas e diminuigdo da resposta inflamatdria (ALI
et al., 2018; ALLAW et al., 2021; MANCA et al., 2019; MIRANDA et al., 2021; NGUYEN
etal., 2019; NUNES et al., 2016; SKLENAROVA et al., 2023). Sendo assim, a veiculacdo de
substancias hidrofébicas, como a hesperidina, em sistemas de liberacdo contendo lipossomas
pode ser uma estratégia eficaz para superar a baixa solubilidade e permitir o desenvolvimento

de novas formulagdes com grande potencial de aplicagdo clinica no tratamento de feridas.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pharmacokinetics
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Atualmente, uma das alternativas que vém sendo bastante investigada é a combinacao
e agregacdo de biopolimeros, nanotecnologia e produtos naturais aos diversos tipos de
coberturas que estdo disponiveis no mercado (ALVEN; ADERIBIGBE, 2020; SAHANA,
REKHA, 2018; SALEHI et al., 2018; SOUZA; ALVES; SANTANA, 2018; XIA et al., 2022).
O progresso significativo na ciéncia dos biomateriais e no desenvolvimento de novas
tecnologias vem sendo evidenciado pelo crescente mercado global de produtos para
tratamento de feridas que foi de cerca de US$ 12 bilhdes em 2020 e deve chegar a US$ 18,7
bilhdes até 2027 (SEN, 2021). Dessa forma, os estudos envolvendo as caracteristicas dos
biopolimeros no reparo cicatricial tornam-se essenciais na medida em que oferecem a
possibilidade de melhorar o processo de cicatrizacdo e garantir modalidades terapéuticas mais
eficientes (SINGH; SHITIZ; SINGH, 2017).

2.8 Biopolimeros e Colageno

A necessidade de buscar novos recursos e estratégias com o propdésito de acelerar o
processo de cicatrizacdo de feridas tem tornado crescente os estudos em torno de melhores
condigdes para a reparacdo tecidual (MOUSAVI et al., 2021).

Nesse contexto, os polimeros de origem natural, ou biopolimeros, tém atraido o
interesse dos pesquisadores como uma das alternativas mais promissoras para o tratamento de
feridas, devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade
e bioreabsorcéo, versatilidade, ndo toxicidade e baixo custo (ELANGWE et al., 2022; IACOB
et al., 2020; YUSUF ALIYU; ADELEKE, 2023). Com propriedades bioldgicas que visam
promover o reparo tecidual, estdo disponiveis no mercado uma variedade de biopolimeros, a
exemplo do colageno, quitosana, alginato e celulose (Tabela 2) (GARDIKIOTIS et al., 2022).

Presente na pele, 0ssos, tenddes, dentes e cartilagens, o colageno corresponde a 30%
das proteinas totais e 6% do peso de todo o corpo humano (DE ALMEIDA et al., 2013). Nos
ultimos anos, esse biopolimero vem sendo bastante investigado devido as suas caracteristicas
de biodegradabilidade, baixa antigenicidade e toxicidade, e boa flexibilidade composicional e
estrutural (GE et al., 2020). Além disso, apresenta excelente biocompatibilidade, pois, sua
estrutura molecular possui pouca diferenca quando comparada entre as espécies o0 que torna o
seu uso um recurso inovador destinado a aplicacdes clinicas, como dispositivos de liberacao
de farmacos, scaffolds para engenharia de tecidos, estruturas que agem como suporte para o
crescimento celular, e curativos bioativos (ABEROUMAND, 2012; GE et al., 2018).
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Tabela 2: Tipos de biopolimeros e suas indicacdes

Tipo de Biopolimeros Indicacdes

Feridas agudas

Ulceras do pé diabético

Enxertos de pele de espessura parcial
Recessdes gengivais localizadas

Colégeno

Ulceras Venosas
Ulceras do pé diabético
Queimaduras

Pénfigo

Penfigoide

Celulose

e Feridas cronicas ( > seis semanas)
Alginato e Feridas profundas infeccionadas

Quitosana e Feridas agudas e cronicas

Fonte: Adaptado de GARDIKIOTIS et al., 2022.

No campo biomédico, o colageno tem sido utilizado para diversas aplicacfes e podem
ser encontrados em inUmeras formas, tais como: membranas, esponjas, geis, dispersdes e po
(CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014; MANO et al., 2007; PAIVA et al., 2022; WISE et
al., 2016). Na reparacdo tecidual, tem sido utilizado devido a sua capacidade de recobrir o
leito da ferida, proteger contra processos infecciosos e a perda de agua e fluidos, além de
colaborar com a epitelizacdo, angiogénese, fibroplasia e a formacédo de tecido de granulacao
(HAYCOCKS; CHADWICK; CUTTING, 2013; KAASI et al., 2018). Vale ressaltar, que a
presenca de uma arquitetura celular que atua como suporte mecénico, para a construcdo de
novos tecidos in vitro ou in vivo, possibilita a incorporacdo de substancias ativas em sua
estrutura proteica (ALAM et al., 2022; GAJBHIYE; WAIRKAR, 2022).

Os biomateriais a base de colageno podem se originar de duas técnicas fundamentais:
quando uma matriz colagena € descelularizada e preserva a forma do tecido original ou
quando ocorre uma extracao colagena a partir de tecidos bioldgicos, utilizando a solubilizacdo
por &cidos, por enzimas ou por sais neutros (SARGEANT et al., 2012). Entre as principais
fontes de colageno exdgeno, para fins comerciais e industriais, estd a fonte animal,
principalmente bovinos e suinos, podendo ser isolado da pele, musculo esquelético, valvulas

cardiacas, vasos sanguineos, nervos, tenddes e ligamentos (ABOU NEEL et al., 2013).
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De acordo com Zelechowska e Sadowska (2007), a extracdo do colageno por meio
acido é a mais eficaz, sendo o &cido acético um dos melhores solventes para extrair as
moléculas de colageno reticuladas que estdo presentes na pele animal. Vale ressaltar, que para
garantir sua seguranca em aplicacBes biomédicas o isolamento do coldgeno, a partir de
animais deve ser purificado por precipitacdo, centrifugacdo e didlise (ZELECHOWSKA;
SADOWSKA, 2007).

Varios estudos envolvendo a aplicacdo de diferentes formulacdes de colageno ja foram
realizados, tais como: hidrogel a base de colageno contendo pululano para o tratamento de
feridas cutaneas (WONG et al., 2011); membranas de colageno para tratamento de feridas
diabéticas em modelo animal(CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014); esponjas de colageno
carregadas com 4acido flufenamico para curativos de queimaduras (GHICA et al., 2017);
complexo de coldgeno com neurotensina como curativo para feridas diabéticas (MOURA et
al., 2014); hidrogel a base de colageno para o tratamento de queimaduras cutaneas (RANA et
al., 2020) e esponjas a base de colageno com curcumina como curativo para feridas cutaneas
(KARRI et al., 2016).

Com ampla aplicabilidade no campo da cicatrizagdo de feridas, a formulacdo de
membranas bioativas de colageno tem sido empregada para melhorar o reparo cicatricial de
danos mecanicos e quimicos da derme, uma vez que promove a maturacdo da ferida ao
fornecer um suporte para uma transicdo mais rapida a producdo do colageno maduro e seu
realinhamento (INDRANI; LUKITOWATI; YULIZAR, 2017; MIGUEL et al., 2019). Além
disso, apresentam caracteristicas renovaveis, biodegradaveis e sustentaveis que possibilitam a
nutricdo das células que preenchem o tecido afetado e a migracdo das células de defesa ao
local, permitindo adesdo, migracdo e proliferacdo celular, satisfazendo algumas das
exigéncias para uma cobertura ideal (AYCAN et al., 2019; LIU et al., 2017).

Sun et al. (2007) por meio de estudos utilizando modelo de Ulcera dérmica isquémica
na orelha de coelhos avaliaram a eficacia das membranas de colageno carregadas com fator de
crescimento derivado de plaquetas exdgeno BB (PDGF — BB). Os resultados evidenciaram
que o tratamento com membranas de colageno carregadas com PDGF-BB acelerou a
reepitelizacdo de feridas de Ulcera dérmica, a deposicao de colageno, e a formacéo de lumens
capilares dentro da area de tecido recém-formado, sugerindo um efeito promissor no
tratamento de Ulceras dérmicas (SUN et al., 2007).

Um estudo realizado por Kassi et al. (2018) utilizando um modelo de ferida cutanea
aberta no dorso de ratos avaliou o efeito de membranas bioativas de colageno no reparo

cicatricial. Nesse estudo, o tratamento com as membranas foi capaz de induzir a neoformacéo
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tecidual, levando a um fechamento completo da ferida, em média trés vezes mais rapido do
que ocorre normalmente (KAASI et al., 2018).

Liu et al. (2017) desenvolveu uma membrana bioativa contendo colageno-quitosana
carregada com fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) para investigar a liberacdo
controlada de fatores de crescimento durante o processo cicatricial em modelo de ferida
cutanea excisional no dorso de ratos. Os resultados comprovaram que o grupo tratado com as
membranas atenuou a infiltracdo de células inflamatdrias e acelerou a reepitelizacdo e a
formacéo do tecido de granulacéo, sugerindo que esse recurso terapéutico pode ser eficaz na
reparacao tecidual (LIU et al., 2017).

Por fim, diante de todas as propriedades mencionadas, pesquisas cientificas
envolvendo biopolimeros carregados com substancias bioativas, crescem a cada dia com o
proposito de orientar futuros pesquisadores no desenvolvimento de modalidades terapéuticas
mais eficazes para cicatrizagdo de feridas e regeneragdo da pele (HOMAEIGOHAR,;
BOCCACCINI, 2020; IACOB et al., 2020). Sendo assim, as membranas de colageno se
mostram como um produto com grande potencial de aplicabilidade, visto que, apresentam

muitas caracteristicas para um tratamento promissor na reparagdo tecidual (MEYER, 2019).



CAPITULO 11l

Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial cicatrizante dos flavonoides, especialmente flavanonas, sobre
a cicatrizacdo de feridas.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar um levantamento bibliografico (revisdo sistematica) acerca dos
flavonoides com atividade cicatrizante em modelo animal de cicatrizacdo de
feridas;

Obter membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas
(COL/HESP);

Determinar o teor e a eficiéncia de encapsulacdo da hesperidina nas membranas
bioativas de colageno contendo lipossomas;

Determinar a uniformidade de distribuicdo da hesperidina nas membranas
bioativas de coladgeno contendo lipossomas;

Determinar alteragdes morfoldgicas, area de reducdo das feridas, reacdo e perfil
inflamatério e reepitelizagdo do processo de cicatrizacdo de feridas cuténeas
induzidas pelas membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em

lipossomas.



CAPITULO IV

Propriedades cicatrizantes dos flavonoides: uma
revisao sistematica destacando os mecanismos de

acao
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4 PROPRIEDADES CICATRIZANTES DOS FLAVONOIDES: UMA REVISAO
SISTEMATICA DESTACANDO OS MECANISMOS DE ACAO

Para iniciar o processo da busca pelo conhecimento de flavonoides com propriedades
cicatrizantes, esse artigo foi publicado para evidenciar e servir de subsidio para as demais

etapas deste trabalho.
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4.1 Métodos

O estudo foi realizado de acordo com as diretrizes da declaracdo Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (MOHER et al., 2009). O
protocolo foi registado no International Prospective Register of Systematic Reviews
(PROSPEROQO), registro n°. CRD 42020189592, e estda disponivel em:
https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42020189592.

4.1.1 Estratégias de busca

Foi realizada no periodo de Maio/2020 e Junho/2020 atraveés de uma busca
especializada em quatro bases de dados: PubMed, Scopus, Web of Science e Embase. Foram
utilizadas as seguintes combinacgdes de palavras-chave: "flavonoidal” OR "flavonoid” OR
"flavonoidic” OR "flavonoids” AND "wound healing”, bem como termos MeSH, termos
Emtree e palavras de texto livre. Os operadores booleanos variaram de acordo com as regras
de cada base de dados especifica. As listas de referéncias dos estudos incluidos foram

analisadas para identificar estudos elegiveis adicionais ndo recuperados pela nossa pesquisa.

4.1.2 Selecdo dos artigos

Todos os titulos, resumos e artigos de texto completo foram revisados por dois
revisores independentes (MTBC e HGAF). Nos casos em que ndo houve consenso, um
terceiro revisor independente tomou a deciséo. Os artigos foram selecionados de acordo com
0s seguintes critérios de inclusdo: (1) qualquer tipo de tratamento utilizando flavonoides em
sua forma pura; (2) estudos em animais; e (3) modelos de cicatrizacdo de feridas. Foram
excluidos estudos em seres humanos, culturas de células, artigos de revisdo, meta-analises,

resumos, anais de conferéncias, editoriais/cartas e relatos de casos.
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4.1.3 Extracao de dados

Os dados foram extraidos por um dos revisores utilizando critérios de selecdo
predefinidos e verificados quanto a precisdo pelo segundo revisor. Os artigos foram avaliados
detalhadamente e posteriormente foram extraidos os seguintes dados: pais/ano, flavonoide
(forma pura), subclasses, dose/concentracdo, via de administracdo, modelo/método de

cicatrizacao de feridas, especie animal, resultados e mecanismo de a¢ao proposto.

4.1.4 Qualidade metodoldgica e risco de viés

A qualidade dos estudos selecionados foi avaliada para randomizagédo, cegamento,
calculo do tamanho da amostra, declaracdo de conflito de interesses e aprovacéo ética. Em
relacdo a esses itens, um 'sim' indica relatado e um 'ndo’ indica ndo relatado. O risco de viés
dos estudos incluidos foi avaliado utilizando a ferramenta de risco de viés da Systematic
Review Centre for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE) (HOOIJMANS et al.,
2014). Dez dominios foram avaliados em relacdo a seis tipos de viés (selecdo, desempenho,
deteccdo, atrito, relatorios e outros vieses). A presenca dos itens foi avaliada como 'sim'
(indicando um baixo risco de viés), 'ndo' (indicando um alto risco de viés) e '?* (indicando um
risco pouco claro, ou incerto, de viés). A avaliacdo do risco de viés foi realizada por dois
revisores de forma independente (MTBC e HGAF).

4.2 Resultados

4.2.1 Estudos incluidos

A busca no banco de dados identificou 5.055 registros para revisdo preliminar, sendo
1.007 do PubMed, 1.344 do Scopus, 2.051 do Embase, 653 do Web of Science. Depois que as
duplicatas foram removidas, 2.868 artigos foram selecionados com base em seu titulo e
resumo, e um total de 78 artigos foram submetidos para uma revisdo de texto completo. Dos
estudos selecionados por texto completo, 23 estudos foram excluidos e 55 foram incluidos

nesta revisdo sistematica (Figura 1).



Figura 1: Fluxograma dos estudos incluidos.
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4.2.2 Caracteristicas dos estudos incluidos

Os paises que mais publicaram sobre cicatrizacdo de feridas foram india (27,2%),
China (14,5%) e Ird (12,7%). Nesta revisdo, mais de 70% dos artigos selecionados foram
publicados nos Gltimos cinco anos, 0 que aponta para a atual importancia e relevancia do
assunto. Foram estudados 24 compostos diferentes, sendo 0s mais comuns a quercetina
(21,8%), galato de epigalocatequina (EGCG) (10,9%) e naringenina (9%). As estruturas
quimicas dos principais flavonoides utilizados estdo apresentadas na Figura 2. As vias de
administracdo mais utilizadas foram topica (61,8%) e oral (21,8%). O modelo de ferida
cuténea de espessura total (76,3%) foi o mais utilizado, sendo o rato Wistar (60%) a principal
especie animal utilizada. Os principais mecanismos de acdo foram baseados em moléculas
gue atuaram na angiogénese, estresse oxidativo, inflamacdo e progresso no processo de
cicatrizacdo de feridas. O principal resultado dos estudos foi acelerar o processo de
cicatrizacdo. As caracteristicas dos estudos incluidos estdo resumidas na Tabela 1 (Anexo L)

4.2.3 Qualidade dos estudos e risco de viés

Quanto a qualidade dos estudos incluidos (total de 55) apenas 23 relataram ter feito
alguma randomizacédo (41,8%). 17 dos artigos (30,9%) relataram cegamento, 12 apenas na
avaliacdo histoldgica e 5 na alocacdo dos grupos. Nenhum dos estudos relatou calculo de
tamanho de amostra para analise de poder estatistico. No entanto, mais de 80% dos artigos
relataram aprovacéo ética dos estudos em animais e incluiram uma declaracéo de conflito de
interesses (Figura 3A).

Em relacdo ao risco de viés mais de 70% dos artigos avaliados ndo descreveram
claramente como a randomizacdo foi aplicada em relacdo a alocacdo dos grupos, cegamento
na alocacdo dos grupos, caracteristicas da linha de base, alojamento aleatério, randomizagédo
nas intervencodes e avaliagdo dos resultados e cegamento na avaliacdo dos desfechos. Mais de
80% dos estudos foram capazes de descrever dados de desfecho para cada desfecho principal.
Dentre os artigos, 51,8% ndo apresentaram outros tipos de viés que comprometessem a
validade do estudo. Além disso, 32,7% deixaram a desejar nos desenhos farmacol6gicos, ndo
utilizaram dose/concentragdo do flavonoide e descri¢cdo precisa dos procedimentos (Figura
3B).



Figura 2: Estrutura quimica dos principais flavonoides com propriedades cicatrizantes.
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Figura 3: Qualidade dos estudos e avaliagdo do risco de viés utilizando a ferramenta SYRCLE. A: Qualidade

metodolégica dos estudos. B: Risco de viés

A Qualidade metodoldgica
dos estudos

Randomizacdao

Cegamento

Calculo do tamanho da amostra . Na&o reportado

Reportado

Declaracéo de conflito de interesses

Comité de ética

0 20 40 60 80

—
(=]
=

% dos estudos

B Risco de viés

Aleatorizacdo dos animais I
Caracteristicas basais |
Alocagéo dos animais ||
Habitac#o aleatdria | B Atorisco de viés
Cegamento dos investigadores "l Baixo risco de viés
Avaliacao de desfecho aleatéria |
Cegamento do avaliador dos resultados | Risco de viés incerto
Desfechos com dados incompletos
Relatorio de resultado seletivo

I
I
Outras fontes de viés ]

(Clareza no uso dos flavonoides 0 10 20 30 40 50 €0 70 80 90 100

% dos estudos

Fonte: Prépria do autor.



71

4.3 Discussao
4.3.1 Evidéncias das propriedades cicatrizantes dos flavonoides

Uma vez controlado o sangramento, as células inflamatdrias migram para a superficie
da lesdo por quimiotaxia e promovem a fase inflamatoria, caracterizada pela infiltracdo de
neutrdfilos, macréfagos e linfocitos (MORRELL et al., 2014). Nas primeiras 24-48 horas ap0s
a lesdo, os neutrofilos migram para a lesdo como primeira linha de defesa contra patdgenos
(MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2014). Apo6s esta fase, os macrofagos tém uma
importante acdo no processo inflamatorio (MOSSER, 2003). Apds serem expostos a pequenas
quantidades de mediadores inflamatdrios como citocinas, interferons e LPS, 0os macréfagos
adquirem um fenotipo ativado para a inflamacdo. Apds esse evento, inicia-se uma grande
producdo de mediadores e citocinas como IL-1, IL-6, IL-12 e INOS (BARRIENTOS et al.,
2008; BRANCATO; ALBINA, 2011). Estudos sugerem que células do tipo M1 sdo
responsaveis por essas propriedades inflamatérias (BRANCATO; ALBINA, 2011;
MARTINEZ; GORDON, 2014; SICA; MANTOVANI, 2012).

Por outro lado, os macréfagos também sdo capazes de ativar um fenotipo alternativo,
caracterizado pela expressdo de mediadores anti-inflamatérios como o antagonista de IL-1Ra,
receptor decoy IL-1 tipo Il e IL-10, TGF-B1, VEGF ¢ fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF -1) (DIPIETRO, 2013). O fendtipo tipo M2 é mais adequado para apresentar
esse tipo de caracteristica (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Nesta revisao, 0s
flavonoides tiveram propriedades anti-inflamatorias importantes, pois diminuiram os niveis de
mediadores inflamatérios como prostaglandina E2 (PGE2), leucotrieno B4 (LTB-4), IL-1B,
TNF-a, IL-6, IFN-y ¢ COX (AHMED et al., 2018; CHENG et al., 2018; HUANG Y.-W. et
al., 2019) e aumento de mediadores anti-inflamatdrios, particularmente a IL-10 (SINGH et al.,
2019).

Células inflamatdrias, como macréfagos, bem como outros tipos de células
(queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais) sdo capazes de expressar MMPs (Caley et
al., 2015). Estas moléculas desempenham um papel crucial em todas as fases da cicatrizacéo
de feridas, modificando a matriz da ferida, permitindo a migracgéo celular e a remodelacdo do
tecido (YAN; BOYD, 2007). Na fase inflamatoria, a expressdo de MMP-2 é aumentada
(LEVI et al., 1996). Apos a migracdo dos fibroblastos para a area da ferida, ocorre aumento
da expressdo das MMP 1, 8, 9 e 13, remodelando o coagulo de fibrina e formando uma nova
matriz extracelular (CALEY; MARTINS; O’TOOLE, 2015). Em seguida, ocorre a

reepitelizacdo e a expressao das MMPs promigratorias (1 e 2) é diminuida e a expressao da
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MMP remodelada (3) é aumentada (STEFFENSEN; HAKKINEN; LARJAVA, 2001). Nas
feridas crénicas, a falha na remodelacdo devido ao aumento de MMP e da inflamacéo é vista
como uma das principais causas de cicatrizacdo inadequada (CALEY; MARTINS;
O’TOOLE, 2015).

As MMP-2 e MMP-9 sdo conhecidas como gelatinase A e gelatinase B,
respectivamente. A MMP-2 desempenha um papel importante na remodelacdo da matriz de
angiogénese, enquanto a MMP-9 é uma indicacdo de reepitelizacdo na fase inicial de
cicatrizacdo (BAKER; LEAPER, 2003; MANUEL; GAWRONSKA-KOZAK, 2006). A
MMP-8 (colagenase-2) cliva os colagenos, predominantemente a colagenase, na cicatrizagdo
de feridas e a MMP-13 (colagenase-3) promove a reepitelizacdo indiretamente, afetando a
contracdo da ferida (CALEY; MARTINS; O’TOOLE, 2015). Nesta revisdo foi possivel
evidenciar a acdo dos flavonoides sobre as MMPs. As flavonas (MOHAMMADI et al., 2017)
e os flavandis (JAISWAL M. et al., 2013) foram capazes de aumentar a expressdo das MMPs
2, 8, 9 e 13, mostrando a capacidade dos flavonoides em potencializar o processo de
regeneracao tecidual.

Uma ampla variedade de citocinas e fatores de crescimento ativam transcricionalmente
as MMPs, incluindo o TGF-B. Este fator desempenha um papel crucial no sucesso da
reepitelizacdo promovida pela migracdo dos queratindcitos (KOH; DIPIETRO, 2011).
Recentemente, foi demonstrado que a sinalizacdo celular de TGF é dependente de Smads.
Essas moléculas, especialmente Smad 2 e 3, atuam como ativadores da transcri¢do nuclear e
regulam as funcdes celulares responsaveis pela cicatrizacdo de feridas (ASHCROFT;
ROBERTS, 2000). Além disso, 0 Smad 7 também é induzido pelo TGF, porém, o feedback
negativo atua impedindo a fosforilagdo e a translocagdo nuclear do SMAD 2 e 3 (SHI;
MASSAGUE, 2003). Moléculas das classes flavondis, isoflavonas e flavanonas mostraram
ser capazes de aumentar a expresséao e regulacdo de TGF-f, aumentando assim a expressao de
Smad 2 e 3 e diminuindo a regulacdo de Smad 7. Além disso, TGF-B1 esta envolvido na
angiogénese por regulagdo positiva do VEGF (PENN; GROBBELAAR; ROLFE, 2012).

A angiogénese é considerada uma etapa importante na fase proliferativa do processo
de cicatrizacao de feridas e envolve a formacéo de novos vasos sanguineos a partir dos pré-
existentes (CHEN et al., 2019). E iniciado por fatores de crescimento, como VEGF, além de
angiopoietinas (Ang 1 e 2) e receptores como tirosina quinase (Tie) (CHO H.-D. et al., 2019).
Nesta revisdo, varios flavonoides apresentaram atividades angiogénicas, aumentando os niveis
de VEGF e a migragédo de Tie 1, Tie 2 e Ang-1, promovendo vascularizagdo sustentada e

suprimento de oxigénio aos tecidos em crescimento, garantindo efeitos terapéuticos na
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cicatrizacdo de feridas. O VEGF € considerado a principal molécula reguladora do
crescimento vascular, tanto no desenvolvimento embrionario quanto na reparacdo tecidual
(MELINCOVICI et al., 2018). Expressos predominantemente em células da parede endotelial,
o0s receptores Tie (1 e 2) estdo relacionados com a maturacdo e plasticidade de novos vasos
sanguineos (MA et al., 2016). Interagindo com o Tie 2, 0 Ang-1 cobre toda a parede do vaso
sanguineo, garantindo sua integridade durante a formacao.

Ja esta bem estabelecido na literatura cientifica que as vias de sinalizacdo MAPK e
PI3K/AKT estdo envolvidas na angiogénese durante a cicatrizacdo de feridas (YUAN et al.,
2018). A via de sinalizacdo Raf/MEK/Erk atua principalmente na proliferacdo de novas
células (KIM et al., 2010) . A ativacao da via PI3BK/AKT/mTOR esta envolvida na ativacdo da
eNOS, que leva a producdo de NO, que pode simular vasodilatacdo, remodelamento vascular
e angiogénese (DIMMELER et al., 1999). Nesta reviséo, a icariina mostrou evidéncias de
ativacdo de Akt e ERK em um modelo de ferida de espessura total, promovendo a migragéo e
proliferacdo de queratindcitos e acelerando a cicatrizacdo de feridas cutaneas (Ml B. et al.,
2018).

Considerada uma das primeiras respostas da imunidade inata, a produgdo de EROs é
desencadeada logo apds o dano tecidual, sendo crucial em todas as fases do processo de
cicatrizacdo de feridas (BILGEN et al., 2019). Embora sua producdo seja necessaria para
iniciar o reparo tecidual, uma quantidade excessiva de formacdo de EROs é prejudicial a
cicatrizacdo de feridas, causando um atraso no processo de contracdo da ferida, migragéo de
queratinocitos e reepitelizacdo (ZHANG et al., 2019). Dentre as enzimas antioxidantes, SOD,
CAT e GPx atuam como mecanismos de defesa, mantendo quantidades aceitaveis de EROs
para 0 bom funcionamento do organismo, sendo crucial o equilibrio homeostatico entre
enzimas antioxidantes e EROs no processo de cicatrizacdo de feridas (ABDULAZIZ et al.,
2019; AL-DABBAGH B. et al., 2018). Alguns dos flavonoides descritos nesta revisdo foram
capazes de aumentar os niveis de SOD, CAT, GSH, GST e GPx e reduzir o MDA, sugerindo
um efeito antioxidante e promovendo o processo de cicatrizagéo.

Assim, com base nas informagdes coletadas dos artigos selecionados, os flavonoides
sdo ferramentas fundamentais na cicatrizacdo de feridas. A Figura 4 mostra as principais vias

de sinalizacdo celular influenciadas pelos flavonoides.



Figura 4: Mecanismos de cicatrizacao de feridas dos flavonoides em modelo animal.
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4.4 Consideragdes finais e Perspectivas

Feridas que duram mais de 8 semanas e ndo mostram sinais de cicatrizacdo sdo
consideradas feridas cronicas. Essas feridas podem surgir devido a méa circulagdo sanguinea,
diabetes ou um sistema imunol6égico comprometido (ZIELINS et al., 2015). Apesar dos
avancos da ciéncia e tecnologia e do surgimento de inimeras terapias farmacologicas para o
tratamento dessas feridas, o tratamento ainda € considerado, muitas vezes, um desafio
altamente complexo (ENOCH; GREY; HARDING, 2006). Além disso, também € importante
ter em mente o tratamento de condi¢cdes que acompanham a ferida cronica, como a dor
(BLANPAIN; FUCHS, 2014; ENOCH; GREY; HARDING, 2006).

Entre as drogas utilizadas para tratar essas feridas estdo a pentoxifilina, uma
metilxantina que melhora a perfusdo vascular periférica; iloprosta, um analogo da
prostaciclina; antimicrobianos, incluindo preparagdes a base de iodo e agentes de liberacdo de
prata; gliceril trinitrato, um doador de gliceril 6xido nitrico; e antagonistas do calcio, como
diltiazem e nifedipina (BEITZ, 2017). Na classe dos produtos naturais, o mel pode ser
utilizado como curativo ou gel devido as suas propriedades antibacterianas, anti-inflamatorias
e de desbridamento autolitico (AMAYA, 2015). Outros produtos como 6leo de tea tree
(melaleuca), aloe vera e cascas de batata sdo usados mundialmente para tratar lesdes
(AMAYA, 2015; MOHR; REYNA; AMAYA, 2014; SHEDOEVA et al., 2019). No entanto, a
falta de pesquisas sobre as substéancias ativas desses produtos naturais e seus mecanismos de
acao tem dificultado o avango farmacologico dessa importante fonte de possiveis tratamentos.

Esta revisdo destacou uma classe importante e promissora de produtos naturais que
podem ser utilizados no tratamento de feridas, os flavonoides. Eles s&o um grupo
diversificado de fitonutrientes e sdo encontrados em todas as partes das plantas, desde a raiz
até as folhas. Sua complexidade estrutural levou a sua subclassificacdo em 10 compostos de
acordo com seu processo de formacdo: antocianinas, leucoantocianidinas, flavonois, flavonas,
glicoflavonas, antocianidinas, chalconas, auronas, flavanonas e isoflavonas (CASSIDY;
MINIHANE, 2017; MUKAI, 2018). Devido a sua estrutura quimica basica (trés anéis
fenolicos) e sua alta distribuicdo na natureza, os flavonoides se destacam por possuirem
importantes propriedades farmacoldgicas no combate a inflamacdo, hipertensao, estresse
oxidativo e deméncia (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019). As diferentes
propriedades apresentadas por essa classe estdo intimamente ligadas a sua estrutura quimica,
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que pode sofrer variagdes como hidrogenacdo, hidroxilacdo, metilagdo, malonilagéo,
sulfatacdo e glicosilacdo (KUMAR et al., 2013).

Estudos sobre a atividade antioxidante de flavonoides sugerem que a presenca de
hidroxilas na bioatividade desses compostos estd relacionada principalmente a hidroxilacdo
do anel B, como puerarina, naringenina, genisteina e apigenina que foram citados nesta
revisdo (AHMED et al., 2018; AL-ROUJAYEE, 2017; EO; LEE; LIM, 2016; ZHANG et al.,
lipoxigenase, como é o caso da isoliquiritina, quercetina, EGCG, crisina e naringina, que
blogueiam a liberacdo de eicosandides, modulando assim a producdo e expressao génica de
moléculas pré-inflamatoria e da enzima formadora de NO (KANDHARE A.D. et al., 2016;
KAR et al.,, 2019a; LIU Y.-Y. et al.,, 2020; MOHAMMADI et al.,, 2017). Um estudo
relacionando estrutura com atividade demonstrou que a insaturacdo no anel C (posigdes 2-3),
0 numero e posicionamento das hidroxilas, carbonila em C-4 (anel B) e a ndo glicosilagao da
molécula, sdo fatores estruturais importantes para o efeito anti - inflamatério dos flavonoides
(JUCA et al., 2020; KUMAR et al., 2013).

Como mencionado anteriormente, foi possivel observar a acdo de diversas moléculas
nas respostas inflamatorias, estresse oxidativo, reepitelizacdo e angiogénese. Além disso, as
moléculas atuaram nas vias de sinalizacdo celular, como as vias Ras/Raf/MEK/ERK,
PI3K/Akt e NO, contribuindo ainda mais para um ambiente favoravel a cicatrizacéo.

O papel central da inflamagdo durante o reparo tecidual foi comprovado por varios
estudos clinicos e experimentais (KANDHARE A.D. et al., 2016; SWIFT et al., 2001; ZHAO
et al., 2016). Sabe-se que é necessario um equilibrio entre a rede leucocitaria e os mediadores
pré e anti-inflamatorios para que esta fase transcorra sem complica¢fes (EMING; KRIEG;
DAVIDSON, 2007). Trata-se, portanto, de uma fase complexa, sendo necessario compreender
os fatores que podem levar a falha na saida da fase inflamatéria da cicatrizacdo, bem como
identificar como o ambiente pode ser melhorado para favorecer a formacdo do tecido de
granulacdo (MARTIN; LEIBOVICH, 2005). Assim, farmacos com propriedades inflamatorias
como os flavonoides sdo alvos de extrema importancia que podem contribuir para o equilibrio
necessario dessa rede de moléculas e, assim, favorecer uma cicatrizacdo rapida e eficaz.

Desencadeado por danos teciduais, o estresse oxidativo surge logo apés a presenca de
um quadro inflamatorio, levando a um desequilibrio na oxidacdo celular com a atividade
antioxidante das células, o que resulta no aparecimento de EROs que causam quebra do DNA,
peroxidacdo lipidica e inativacdo enziméatica (AUF DEM KELLER et al., 2006; ZHANG et

al., 2019). Entre os varios efeitos negativos desse desequilibrio, uma condicdo oxidativa
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exacerbada é responsavel por prolongar o processo inflamatorio, levando a um atraso no
processo de cicatrizacéo e lesdes cronicas (DUNNILL et al., 2017). Sabe-se que a escolha de
um medicamento para tratamento de lesdes agudas e crbnicas, deve-se levar em consideracao
a complexidade das fases do processo cicatricial e a heterogeneidade das feridas. Assim,
drogas contendo flavonoides com propriedades antioxidantes s&o vitais na promocdo do
reparo de feridas, pois atuam nos niveis de SOD, CAT e GPx, enzimas antioxidantes
envolvidas na sinalizacdo do sistema redox que capturam o excesso de radicais livres
(BILGEN et al., 2019; ESCOBAR et al., 2019).

Caracterizada por uma intensa atividade celular, a fase proliferativa desempenha um
papel crucial na reorganizacao do tecido conjuntivo lesado (ADDIS R. et al., 2020). Dentre as
varias atividades presentes nessa fase, a reepitelizacdo € responsavel pela migracdo dos
fibroblastos para a matriz temporaria. Essa etapa é essencial para a producgéo e proliferagdo
das MMPs para realizarem a degradacdo dessa matriz a fim de auxiliar no aumento da
contracdo da ferida e avancar no reparo do tecido (ABBAS et al., 2019). Assim, 0s
flavonoides que promovem a formacdo do novo epitélio sdo capazes de aumentar a migragao
dos queratindcitos e suas respectivas fixacGes epiteliais a ferida. Isso resulta na liberacdo de
fatores de crescimento para aumentar a mitose e a hiperplasia epitelial, garantindo o avango
da fase proliferativa durante o processo de cicatrizacdo (ABINAYA M.; GAYATHRI M.,
2019; KAPADNIS P.D.; SHROTRIYA S.N., 2019). Nesta reviséo, os flavonoides em estudo
foram capazes de ativar a via Ras/Raf/MEK/ERK promovendo proliferacédo, diferenciacéo e
secrecao de queratindcitos e aumento da expressao de MMP-9 que é uma molécula importante
na reepitelizacdo e migracdo promovida através das vias internas de sinalizacdo de
fibroblastos (Smads).

O foco para o tratamento de feridas cronicas que apresentam hipdxia e vascularizagdo
prejudicada estdo relacionados a melhora da angiogénese (BAO et al., 2009). Um dos
principais candidatos a mediar esse processo € o VEGF, pois esta relacionado a maltiplos
mecanismos, como permeabilidade vascular, deposicdo de colageno e epitelizacdo
(JOHNSON; WILGUS, 2014). O curso de tempo da expressdo de VEGF também é um fator
importante na progressao da cicatrizacdo de feridas e foi demonstrado que 0 mMRNA maximo
de VEGF é encontrado entre trés e sete dias apds o ferimento de espessura total (FRANK et
al., 2015). Além disso, o uso clinico de VEGF em humanos ja é uma realidade para pacientes
com problemas isquémicos (ISNER et al., 1996). No entanto, € necessario entender o motivo
da cicatrizacdo lenta e estabelecer se o problema esta relacionado a angiogénese ou a funcao

vascular, se ha alguma desregulacdo no receptor VEGF ou na transducdo de sinal, se
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proporciona um efeito positivo e qual o grau de epitelizacdo e deposicdo de colageno
envolvidos (BAO et al., 2009). Esta revisdo mostrou que os flavonoides foram capazes de
aumentar a expressdo de VEGF, Ang-2 e Tie-1, promovendo um processo de cicatrizacdo
mais rapido quando comparado aos animais controle.

Vale ressaltar que uma das limitacdes dos flavonoides como tratamento promissor na
cicatrizacdo de feridas reside em sua baixa solubilidade em agua (ADDOTEY et al., 2018;
ALEXANDRU et al., 2007; ANITHA et al., 2011). Nesse contexto, a fim de superar essa
baixa biodisponibilidade, estudos envolvendo flavonoides e estruturas em nanoescala tém
sido desenvolvidos com o objetivo de aumentar a estabilidade e solubilidade e reduzir os
efeitos colaterais, tornando o uso terapéutico dessas substancias mais seguro e eficiente
(BOZZUTO; MOLINARI, 2015; ZUBER et al., 2015). Entre as estruturas em nanoescala
estdo: a nanoemulsdo (CHEN; STEPHEN INBARAJ, 2019), nanoparticulas (CHOUDHARY
A. et al., 2020; KAR et al., 2019b), lipossomas (JANGDE; SINGH, 2016), nanocapsulas
(MARCONDES SARI et al., 2017), nanofibras (MOHAMMADI et al., 2017), hidrogel
(ALMEIDA et al., 2012), membrana (ABBAS et al., 2019), gelatina (SALEHI et al., 2018) e
emulsdo (ASFOUR et al., 2017).

Portanto, esta revisdo foi capaz de mostrar as propriedades dos flavonoides no
processo de cicatrizacdo de feridas. Essas moléculas atuaram em todas as fases da cicatrizacéo
de feridas e ativaram as vias de sinalizagcdo intracelular essenciais para que ocorra a
cicatrizagdo. Estes sdo eventos importantes no manejo clinico de feridas diabéticas, pois
podem combater a inflamagdo e estimular a regeneracdo tecidual. Durante esta revisao,
algumas limitacbes foram encontradas, como estudos moleculares superficiais que deixam
lacunas no conhecimento sobre 0 mecanismo de acdo da droga em estudo. Outra deficiéncia
encontrada foi a falta de estudos envolvendo a micro e nanoencapsulagéo de flavonoides para
melhorar suas propriedades farmacol6gicas, estabilidade e entrega e liberacdo direcionadas.
No entanto, apesar dessas limitacdes, concluimos que os flavonbides sdo ferramentas
potenciais extremamente promissoras para uso no desenvolvimento de terapias para feridas, e
esperamos que nossa revisdo fornega uma base cientifica para futuras pesquisas bésicas e

translacionais.



CAPITULO V

Efeitos da membrana bioativa de colageno contendo
hesperidina em lipossomas (COL/HESP) sobre a
cicatrizacao de feridas cutaneas em modelo animal
de ferida cutanea excisional
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5 EFEITO DA MEMBRANA BIOATIVA DE COLAGENO CONTENDO
HESPERIDINA EM LIPOSSOMAS (COL/HESP) SOBRE A CICATRIZACAO DE
FERIDAS CUTANEAS EM MODELO ANIMAL DE FERIDA CUTANEA
EXCISIONAL

5.1 Material e Métodos

5.1.1 Material e Substancias

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizados tampédo fosfato (PB; UFS,
Brasil); Tris-acetato (UFS, Brasil); Tris/HCI (UFS, Brasil); Dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-
Aldrich®) e (x)-Hesperidina (C28H34015, >80%, Sigma-Aldrich®). Para o preparo das
membranas de colageno foi empregado colageno liofilizado extraido do tenddo bovino (UFS,
Brasil); Propilenoglicol (Proquimios®) e Acido acético (Neon®). Para o preparo dos
lipossomas, utilizou-se o lipidio Fosfatidilcolina (Lipoid GMBH®); (+)- Hesperidina
(C28H34015, >80%, Sigma-Aldrich®) e Cloroférmio (Dindmica®). Dimetilsulfoxido
(Sytnh®) e Tampéo Fosfato pH 7,4 (Neon®) foram utilizados como meios de dissolugéo para
as membranas. Metanol (HPLC gradient grade, Sigma-Aldrich®) e Agua ultrapura (milli-g

system, millipore®) foram utilizados como fase mével para os procedimentos analiticos.

5.1.2 Extracdo do Colageno

O coléageno foi extraido a partir de tenddo bovino (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al.,
2009). Posteriormente, esse tendao foi cortado em pequenos pedacos (Figura 1) e tratado com
acetona para remocao de material gorduroso. Posteriormente, 5 g do material foram lavados
com agua destilada e colocados em solugdo de NaCl 10% (m/V) durante 24h a temperatura de
4°C. Apbs esse periodo, o material foi novamente lavado com agua destilada e colocado em
solugéo de tampdo citrato 0,02mol/L pH 4,3 durante 48h em temperatura ambiente, para o
intumescimento do tecido.

O tecido intumescido foi homogeneizado em 500 mL de uma solucdo de &cido acético
0,5 mol.L™ , na presenca de pepsina na proporcdo de 1:50 (m:m) em relacio a massa inicial
do material. O gel formado (Figura 6) foi mantido por 24h a 4°C. Apos esse periodo, a

proteina foi precipitada por salting out adicionando ao gel 5% de NaCl (m/V).
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O colageno precipitado foi dialisado durante 72 horas contra agua destilada e
posteriormente foi realizada a liofilizacdo. O colageno liofilizado foi guardado em tubos

falcon, protegidos contra temperatura e umidade.

Figura 1: Processo de extragdo do colageno. A: Tendao cortado em pedacos. B: Formacéo do gel de colageno

Fonte: Propria do autor

5.1.3 Preparo das Membranas

As membranas de coldgeno contendo hesperidina incorporada em lipossomas
(COL/HESP) foram preparadas de acordo com o método descrito por Nunes et al. (2016).
Inicialmente, preparou-se a solucéo de colageno, contendo 1 g de colageno liofilizado, 60 mL
de &cido acético (0,5 mol/L) e 0,2 g de propilenoglicol (agente plastificante). Essa solucdo foi
submetida a agitacdo magnética durante 24 horas.

Os lipossomas foram preparados dissolvendo 250 mg de fosfatidilcolina e 10 mg de
HESP em 20 mL de cloroférmio (NUNES et al., 2011). Essa solu¢do foi sonicada em banho
de ultrassom por 10 minutos e ap06s esse procedimento, o solvente orgéanico foi evaporado
pela técnica de rotaevaporacdo sob temperatura de 40°C. Apds a evaporagdo do solvente,
formou-se um filme fosfolipidico no fundo do baldo, o qual foi ressuspenso com 40 mL de
agua ultrapura e em seguida foi submetido a banho de ultrassom por 30 minutos, formando
uma dispersdo de lipossomas em meio aquoso. Apds 24 horas de agitacdo da solucdo de
colageno, verteu-se a solucdo dos lipossomas, mantendo-se sob agitacdo magnética por mais
24 horas.
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As membranas COL/HESP foram obtidas utilizando o método de casting (NUNES et
al., 2016). Nesse meétodo as dispersdes aquosas dos polimeros foram vertidas em suportes
adequados, tais como: superficies de polietileno ou placas de petri. Dessa forma, apos as 24
horas de agitacdo, verteu-se a solugdo das membranas em placas de petri de 14 cm de
diametro, as quais foram depositadas em capela para secagem a temperatura ambiente.

Membranas de coldgeno contendo lipossomas sem HESP (COL) foram preparadas
utilizando a mesma metodologia, com excecdo do uso da HESP. Nessa formulacdo, a
fosfatidilcolina foi dissolvida no cloroférmio e adicionada diretamente na solugdo de
coladgeno. Essas membranas sem HESP, ou seja, contendo o colageno puro, foram utilizadas

como formulagédo controle em um grupo experimental para fins de comparacéo de resultados.

5.1.4 Teor e Eficiéncia de Encapsulacdo da Hesperidina nas Membranas de Col&geno

contendo Lipossomas

O teor e a eficiéncia de encapsulacdo (EE) da HESP foram determinados através da
dissolugdo de segmentos das membranas de coldgeno contendo HESP em lipossomas com
4rea de 7 cm? em 10 mL de metanol, mantidos sob agitagdo magnética constante (250 rpm)
por 12 horas, para permitir que toda HESP encapsulada na membrana estivesse em contato
com a solugdo. Em seguida, a solugéo obtida foi filtrada em filtros de membrana (PTFE) de
0,45 um e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os segmentos
foram obtidos a partir de uma membrana de colageno contendo HESP em lipossomas (A) e as
analises foram realizadas em triplicata (n= 3). A EE foi calculada de acordo com equacéo 5,

descrita abaixo:
Eq.(5):EE= C1/C2+100

onde, C1 é o teor de HESP presente nas membranas e C2 é a quantidade inicial de HESP
utilizada para preparar as membranas de colageno contendo HESP em lipossomas.
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5.1.5 Uniformidade de contetdo de Hesperidina nas Membranas de Colageno contendo

Lipossomas

Para determinar se a HESP esta distribuida de maneira uniforme ao longo das
membranas COL/HESP, foram obtidas 8 fracdes com area de 7 cm?, sendo que cada fragdo
foi dissolvida em 10 mL de metanol e mantida sob agitacdo durante 12 horas. As solugdes
obtidas foram filtradas em filtros de membrana (PTFE) de 0,45 um e o teor de hesperidina em
cada fracdo foi determinado por CLAE. Esse experimento foi realizado utilizando 3

membranas COL/HESP diferentes. Dessa forma, foram analisadas 24 fracdes por CLAE.

5.1.6 Protocolos Experimentais

5.1.6.1 Animais

Foram utilizados 72 ratos (Rattus novergicus), albinos da linhagem Wistar, machos,
com peso compreendido entre 250 — 300 gramas todos oriundos do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe (DFS/UFS). Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno (41x34x16cm) sob as mesmas condicGes de
temperatura ambiente (20 + 2°C), umidade, ruido, ciclo claro-escuro de 12:00 horas, com a
fase clara iniciando as 6:00 e terminando as 18:00 horas, recebendo racdo comercial (Purina;
Labina) e agua ad libitum, durante todo o periodo de experimentacdo cientifica, no Biotério
do Laboratério de Farmacologia Cardiovascular (LAFAC) e no Laboratorio de Neurociécias e
Ensaios Farmacoldgicos (LANEF), no Departamento de Fisiologia, da Universidade Federal
de Sergipe. Todos os protocolos experimentais propostos respeitaram os critérios éticos de
experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e Internacional Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). O
projeto foi submetido ao comité de ética e pesquisa na UFS e obteve a aprovacdo com o
CEUA n° 7086120523.

5.1.6.2 Grupos de Estudo

Os ratos foram divididos aleatoriamente em trés grupos distintos e subdivididos em
quatro subgrupos, (n=06 animais por cada subgrupo), que foram tratados, respectivamente,

por 3, 7, 14 e 21 dias consecutivos:
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e Sl: Grupo sem intervencédo (foi confeccionada apenas uma ferida e os animais
permaneceram sem tratamento até a eutanasia);

e COL: Grupo controle tratado com membrana de colageno, sem o farmaco,
contendo lipossomas;

e COL/HESP: Grupo tratado com membranas bioativas de coldgeno contendo

hesperidina em lipossomas.

5.1.6.3 Modelo da Ferida Cutanea Aberta

Para a realizacdo do procedimento cirdrgico, todos os animais foram pesados e
anestesiados (quetamina na dose de 80 mg/kg e xilazina na dose de 10 mg/kg), por via
intraperitoneal e apds atingir o plano anestésico, os animais foram submetidos a tricotomia e a
antissepsia com &lcool a 70% e iodo-povidona topico a 10% (POVIDONE®). Posteriormente,
os animais foram colocados sobre a mesa cirtrgica e posicionados em decubito ventral para a
realizacdo do modelo de ferida excisional.

O modelo de ferida cutanea excisional, que mimetiza uma ferida cutanea aberta, foi
padronizada para todos os animais de ambos 0s grupos e consiste na excisédo total da pele e
hipoderme (regido dorsal) realizada com um punch metélico para bidpsia com 8 mm de
didmetro (RICHTER®) (Figura 2) no centro da area tricotomizada. Néo foi realizada sutura
das feridas. A hemostasia foi feita por compresséao digital com compressa de gaze.

Cada animal foi submetido a confeccdo de apenas uma ferida e ao final do
procedimento cirdrgico, os animais foram realocados (2 a 2) nas suas respectivas gaiolas com
racdo e agua ad libitum e foram examinados diariamente quanto & mobilidade e as condigdes
da ferida e suas complicagdes. Os animais presentes na mesma gaiola foram separados por
divisoria de acrilico transparente, de modo a evitar que nenhum animal ficasse isolado,
alterando o habito de viver em grupo, e de permitir contaminacdo da ferida pelo outro animal.
O ambiente de alocagéo dos animais contou ainda com um adequado sistema de exaustio de
ar diretamente com o ambiente externo.

O tratamento dos animais de acordo com 0 seu grupo, consistiu na aplicacdo da
membrana (mesma dimensdo do punch metalico — 8mm de diametro) diretamente sobre a
ferida uma Unica vez, no momento de realizacdo da ferida, especificamente apds a

hemostasia.
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Figura 2: Punch metalico 8 mm para bidpsia.

Fonte: Propria do autor.

5.1.6.4 Determinacéo do indice de Retracéo das Feridas

A avalia¢do macroscopica ocorreu no 3°, 7°, 14° e 21° dias ap0s a confeccdo da ferida.
Os animais foram novamente pesados e entdo sacrificados com dose letal de anestésico pela
via intraperitoneal. Apds a eutanasia, os animais foram colocados em mesa cirdrgica e tiveram
suas feridas fotografadas com camera de celular iphone 7 12.0 megapixels, com resolugédo
4608 x 2592 pixels, a distancia constante de 30 cm da mesa cirdrgica. Foi realizada a medida
do didmetro, avaliacdo e analise duplo cego, da ferida residual no eixo cranio-caudal e latero-
lateral com paquimetro digital (MESSEN®) (Figura 3). Para a determinacdo das areas das

feridas, utilizou-se uma variagéo da formula A = T X R x r, onde:

A - Area da ferida;
7 - Valor matematico utilizado até a quarta casa apés a virgula (3,1415);
R - Raio maior da ferida;

r - Raio menor da ferida.

Neste experimento R e r corresponderam aos raios das feridas no sentido cranio-caudal
e latero-lateral, respectivamente (PRATA et al., 1988). Os diametros obtidos foram divididos
por 2 determinando-se, dessa maneira, os raios (BARRETO et al., 2013a). Para a
determinacdo da area de reducdo (AR), utilizou-se a férmula AR= [(A0-At) / A0] x 100,
onde: AR = Area resultante; A0 — Area inicial apds confeccdo; At — Area final medida antes
da retirada da ferida nos dias 3,7,14 e 21 dias (AGRA et al., 2013).
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Figura 3: Paquimetro digital para mensuracao do indice de retracdo das feridas.

Fonte: Propria do autor.

5.1.6.5 Processamento Histoldgico

Ap0s os protocolos de avaliagdo macroscdpica, os animais foram eutanasiados, ao 3°,
7°, 14° e 21° dias de poOs-operatorio e a &rea das feridas residuais foram retiradas com margem
externa de 1cm de pele integra em torno da lesdo com profundidade até a primeira camada
muscular. A peca foi colocada em uma placa de petri e examinada para verificacdo de crostas,
edema, secrecBes e necroses, para uma avaliagdo qualitativa por analise macroscopica. Em
seguida, cada peca foi fixada por alfinetes em EVA e colocada em recipiente plastico com
solucdo de formol tamponado a 10% por no minimo 48h para a fixacdo. Ap6s o periodo de
48h para fixacdo, as pecas foram seccionadas longitudinalmente e tratadas convenientemente
para a inclusdo em parafina e coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE) para posterior anélise
histopatologica (BARRETO et al., 2013b).

As laminas foram avaliadas quanto a intensidade da reacdo inflamatoria, tipo de
infiltrado inflamatério, indice de epitelizacdo, formacdo do tecido de granulacéo,
vascularizagdo, proliferacdo de fibroblastos e deposi¢do de fibras coldgenas no 3°, 7°, 14° e

21° dias pés-cirargicos (avaliacdo e analise duplo cego).
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5.1.6.6 Andlise Histomorfoldgica

5.1.6.6.1 Analise da Reacdo Inflamatoria

Para avaliacdo das caracteristicas histomorfologicas associadas ao processo
inflamatorio/reparativo, foram analisadas as secgdes histoldgicas coradas em HE (10 campos),
observando-se os seguintes critérios: intensidade e tipo do infiltrado inflamatorio.

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

e LEVE: (+1) — quando as células inflamatorias, independentemente de seu
fendtipo, constituirem menos de 10% da populagdo celular observada na area da
ferida cirargica;

¢ MODERADA: (+2) — quando as células inflamatdrias, independentemente de seu
fenotipo, constituirem entre 10% e 50% da populacao celular observada na area da
ferida cirdrgica;

e SEVERA: (+3) — quando as células inflamatorias, independentemente de seu
fenotipo, constituirem mais de 50% da populacdo celular observada na area da
ferida cirdrgica (BARRETO et al., 2013a; RIBEIRO et al., 2009a).

Para a determinacdo da tipagem da reacdo inflamatoria foi considerado a analise
guantitativa das diferentes células inflamatorias individualmente, a saber: neutréfilos,
eosinofilos, linfécitos, plasmdcitos e macrofagos, identificadas pela sua morfologia especifica
(BARRETO et al., 2013b; RIBEIRO et al., 2009b). Desta forma, esta analise obedeceu os
mesmos criterios de classificacdo descritos acima: +1,+2 e +3.

Apdls a analise anterior, a reacdo inflamatéria foi categorizada de acordo com o

fendtipo inflamatorio predominante em:

Inflamacéo aguda (quando predominarem neutrofilos e/ou eosindfilos);

Inflamacgdo subaguda (quando houver equilibrio entre neutréfilos/eosindfilos e

linfocitos/plasmaocitos);

e Inflamagdo cronica inespecifica (quando predominarem linfocitos e/ou
plasmdcitos);

e Inflamagdo crénica granulomatosa (quando predominarem macrofagos e/ou

gigantocitos) (BARRETO et al., 2013a; RIBEIRO et al., 2009a).
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5.1.6.6.2 Determinacéo do indice percentual de epitelizacdo da superficie da ferida

O indice de epitelizacdo da superficie da ferida foi determinado pelo percentual de
epitelizacdo (Ep) (HE, ampliacdo de 40X). Nessa avaliacdo, realizada por pesquisadores
treinados para analise histoldgica de perfil inflamatorio, calculou-se a razdo entre a extensdo
superficial ocupada pelo epitélio neoformado (Eex) e a extensdo total do ferimento (Et),
multiplicando por 100 (BARRETO et al., 2013a), de acordo com a seguinte férmula: Ep =
(Eex/Et) x 100, onde:

Ep — Percentual de epitelizagéo;
Eex — Extensdo superficial ocupada pelo epitélio neoformado;

Et — Extenséo total do ferimento

5.1.7 Descarte dos Animais

Os animais eutanasiados ao término dos protocolos experimentais foram
acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados como material bioldgico
infectante e armazenados no freezer do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia/UFS
até a coleta seletiva de lixo biolégico da instituicdo para descarte adequado de acordo com a

legislacdo vigente.

5.1.8 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos em média = E.P.M. A normalidade das amostras foi
avaliada através do teste de Shapiro — Wilk. Nas analises da area de reducdo das feridas e
indice de epitelizagdo (3°, 7°, 14° e 21° dias pds-lesdo) as diferencas entre os grupos foram
analisadas através do teste de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo pds-
teste de Tukey. A anélise semi-quantitativa da reacdo inflamatéria foi analisada pelo teste
ANOVA de duas vias, seguido pelo pds-teste de Bonferroni. Todos os resultados foram
tratados estatisticamente utilizando-se GraphPad Prism® versdo 8.0. Valores com p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5.2 Resultados

5.2.1 Obtenc¢éo das Membranas COL/HESP

ApOs a secagem a temperatura ambiente, as membranas foram removidas das placas
com o auxilio de uma pinca de metal e em seguida suas caracteristicas organolépticas foram
analisadas. As membranas COL/HESP (dose tedrica de 3,0 mg), produto j& depositado junto
ao INPI - BR 10 2023 023131, foram embaladas, lacradas, identificadas e armazenadas em
dessecador. Macroscopicamente, apresentaram uma coloragdo branca, baixa opacidade, boa
flexibilidade, sem odor caracteristico e exibiram uma superficie lisa, sem a presenca de

grumos, rachaduras ou ranhuras (Figura 4).

Figura 4: Membrana bioativa de colageno contendo hesperidina em lipossomas, ap6s a secagem, obtida pelo
método de casting.

Fonte: Propria do autor.
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5.2.2 Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) da Hesperidina nas Membranas de Colageno Contendo
Lipossomas

O teor da HESP obtido com as anélises, através do método de CLAE, foi de 183,55 +
0,34 ng-em-2 e dessa forma a EE foi de 98% (Tabela 1). O valor da EE préximo a 100%
indica que praticamente toda a HESP foi incorporada nos lipossomas/membranas.

Tabela 1: Teor (ug-cm-2) e EE (%) da Hesperidina nas Membranas de Coléageno contendo Lipossomas.

Teor (pHg.cm?) Média + DP EE (%)

(Todas as amostras)

Membrana A Média + DP
(n=3)
Segmento 1 203,83+ 0,81
183,55 + 0,34 98%
Segmento 2 172,69 +0,69
Segmento 3 174,14 +0,68

DP: Desvio padréo; EE: Eficiéncia de encapsulacéo.

Fonte: Propria do autor.

5.2.3 Uniformidade de contetdo da Hesperidina nas Membranas de Colageno Contendo
Lipossomas

A HESP apresentou uma distribuicdo uniforme nas membranas COL/HESP, pois o
teor das 24 fragdes analisadas por CLAE apresentaram pequenas variagdes. O teor médio e 0
DPR foram de 182,43 pgem™ e 0,65 %; 181,45 pgrem™ e 0,80 %; 182,95 pug-cm™ e 0,74 %,

para as membranas 1, 2 e 3, respectivamente (Tabela 2).



91

Tabela 2: Distribuicdo da Hesperidina nas Membranas de Colageno contendo Lipossomas.

Teor (ug-cm™) Teor (ng-cm™) Teor (ng-cm™)

Fracéo Membrana 1 Membrana 2 Membrana 3

1 183,2809 181,6508 181,3718

2 181,6793 182,086 180,9916

3 183,0602 182,0184 183,6928

4 180,4518 179,5523 183,1965

5 182,7274 181,0406 182,0194

6 181,1876 182,553 183,6128

7 183,6995 179,2575 183,7639

8 183,3945 183,4771 184,9814

Média + DP
(n=8) 182,43 £1,18 181,45+ 1,44 182,95 + 1,36
DPR (%) 0,65 % 0,80 % 0,74 %

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padréo relativo.

Fonte: Propria do autor.

5.2.4 Efeito da COL/HESP sobre a Area de Reducéo das Feridas

A determinacdo da area reducional das feridas indica a progressdo do processo
cicatricial das lesGes dos animais em estudo (SI, COL e COL/HESP) no seu respectivo tempo
(dias) de retirada da ferida residual.

Nesse estudo, no 3° dia po6s-lesdo, os animais tratados com HESP apresentaram um
aumento significativo na area de reducdo da ferida quando comparado aos animais do grupo
Sl (p<0,01) (Figura 5).
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Figura 5: Efeito das membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP) sobre
a mensuracdo da reducdo da area da ferida (%) 3 dias apds a confeccdo da ferida. A: Calculo da area de reducéo
(%). B: Imagem ilustrativa de cada grupo 3 dias ap6s a confeccao da ferida.
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SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de coladgeno sem o farmaco;
COL/HESP: Animais tratados com membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas. Os
animais foram tratados imediatamente apds a lesdo cirlrgica e avaliados 3 dias apds a confec¢do da ferida
cutanea aberta. Os valores estdo representados pela média + E.P.M. ** p<0,01 quando comparado ao grupo Sl.
ANOVA uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey (n = 6/grupo).
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No 7° dia pos-lesdo (Figura 6), o grupo COL/HESP (0,88 + EPM) aumentou
significativamente a area de reducédo da ferida, quando comparado ao grupo COL (0,740,88 +
EPM, p <0,001) e quando comparado ao grupo Sl (0,69 = EPM, p <0,001). O grupo COL néao
apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo SI.

Figura 6: Efeito das membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP) sobre
a mensuracdo da reducgdo da &rea da ferida (%) 7 dias apds a confeccéo da ferida. A: Célculo da &rea de reducédo

(%). B: Imagem ilustrativa de cada grupo 7 dias ap0s a confeccdo da ferida.
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SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de coldgeno sem o farmaco;
COL/HESP: Animais tratados com membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas. Os
animais foram tratados imediatamente apds a lesdo cirlrgica e avaliados 7 dias apds a confeccdo da ferida
cutanea aberta. Os valores estéo representados pela média + E.P.M. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Sl
e ### p<0,001 quando comparado ao grupo COL. ANOVA uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey (n =
6/grupo).
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No 14° e 21° dia de experimentacdo (Figura 7 e 8), o grupo COL/HESP néo apresentou
diferenca estatistica quando comparado aos grupos COL e Sl, no que se refere a area de
reducéo da ferida.

Figura 7: Efeito das membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP) sobre
a mensuracdo da reducdo da rea da ferida (%) 14 dias ap6s a confec¢do da ferida. A: Célculo da rea de reducéo

(%). B:lmagem ilustrativa de cada grupo 14 dias apds a confec¢do da ferida.
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SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de coldgeno sem o farmaco;
COL/HESP: Animais tratados com membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas. Os
animais foram tratados imediatamente ap6s a lesdo cirtrgica e avaliados 14 dias ap6s a confeccdo da ferida
cutanea aberta. Os valores estdo representados pela média + E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo pés-teste de
Tukey (n = 6/grupo).
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Figura 8: Efeito das membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP) sobre
a mensuracdo da reducdo da area da ferida (%) 21 dias ap6s a confeccao da ferida. A: Calculo da area de redugao

(%).B:Imagem ilustrativa de cada grupo 21 dias ap6s a confeccao da ferida.
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SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de coldgeno sem o farmaco;
COL/HESP: Animais tratados com membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas. Os
animais foram tratados imediatamente ap0s a lesdo cirlrgica e avaliados 21 dias apds a confec¢do da ferida
cutanea aberta. Os valores estdo representados pela média = E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo pds-teste de
Tukey (n = 6/grupo).
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5.2.5 Efeito da COL/HESP sobre a Composi¢do Histomorfologica das Feridas

A avaliacdo histopatologica foi constituida por analise descritiva e semiquantitativa
(laminas coradas em HE) das caracteristicas histomorfologicas associadas ao processo
inflamatorio/reparativo. Foram observados os critérios de intensidade da reacdo inflamatoria,
tipo de infiltrado inflamatdrio, indice de epitelizacdo, formacgdo do tecido de granulacéo,
vascularizagéo, proliferacdo de fibroblastos e deposi¢éo de fibras colagenas no 3°, 7°, 14° e 21
dias pds-cirargicos, conforme os grupos e o dia estabelecido para a eutanasia (Figura 9).

No 3° dia pobs-cirargico, foi possivel observar em todos os grupos, Sl, COL e
COL/HESP, um intenso infiltrado inflamatério (Figura A, B e C). Nos grupos SI e COL
observamos um infiltrado composto por macréfagos e neutrofilos (Figura A e C), ja no grupo
COL/HESP (Figura C) houve uma atenuacdo do infiltrado neutrofilico com a presenca de
macrofagos. Esse achado corrobora com os resultados referentes a area de reducédo das feridas
(Figura 5), onde os animais tratados com HESP apresentaram um aumento significativo da
area de reducdo quando comparado ao grupo Sl sugerindo um avango na reparacgéo tecidual.
Ademais, nesse mesmo grupo, COL/HESP, foi possivel observar uma invasdo do tecido
adiposo subjacente (paniculite), do muscular subjacente (miosite) e edema.

No 7° dia, o grupo Sl apresentou um infiltrado leucocitario predominantemente por
neutrofilos e macrdfagos (Figura 9 D). Nos grupos COL foi possivel observar a presenca de
um tecido de granulacdo imaturo e ja no grupo COL/HESP um tecido de granulacdo bem
desenvolvido, além disso, foi observado o desenvolvimento de uma vasta rede de vasos
capilares em ambos os grupos (Figura 9 E e F). Diferentemente, 0 COL/HESP foi marcado
pela presenca de fibroblastos mais fusiformes e ativos, fibras coldgenas mais espessas e inicio
da epitelizacdo quando comparado aos grupos Sl e COL. Essas observacgdes corroboram com
os achados referentes a area de reducdo das feridas (Figura 6), em que o grupo tratado com
HESP diminuiu significativamente a area residual da ferida quando comparado aos grupos Sl
e COL, indicando uma maior sobreposicdo da fase inflamatdria para a fase proliferativa.

J& no 14° dia pos-operatorio, foi possivel observar uma reducdo da intensidade
inflamatéria em todos os grupos (Figura 9 G, H e 1), principalmente no grupo COL/HESP
com predominio de células mononucleares como os linfécitos. Quando comparado aos grupos
Sl e COL (Figura 9 G e H), o grupo tratado com HESP apresentou um processo de
cicatrizagdo mais evoluido devido a presenga de fibroblastos ativos, foliculos pilosos e
glandulas sebaceas bem formados, que sugerem um avanco da fase proliferativa para a fase de

remodelacao.
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Figura 9: Efeito das membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP) sobre
a analise histolégica das feridas residuais dos animais no 3°, 7°, 14° e 21° dias ap6s a confeccdo da ferida
excisional. Os animais foram tratados e avaliados no 3°, 7°, 14° ou 21° dia pds-lesdo, respectivamente, apos a
confeccdo da ferida. (HE, ampliacéo de 40x).
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Por fim, no 21° dia pos-leséo, todos os grupos apresentaram um diminui¢do acentuada
no infiltrado inflamatorio (Figura 9 J, K e L). Particularmente nos animais do grupo
COL/HESP (Figura 9 L), observamos uma maior maturacao da cicatriz o que possibilitou a
visualizagdo de anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas sebéceas, na regido da
cicatriz, além de uma deposicdo de fibras colagenas mais maduras, num arranjo mais
entrelacado e fibras mais longas e espessas quando comparado aos grupos Sl (Figura 9 J).

Na analise da intensidade e tipo de infiltrado inflamatério nas laminas coradas em HE
3 dias apds o procedimento cirurgico, foi possivel observar em todos os grupos, SI, COL, e
COL/HESP, uma intensidade inflamatdria com a presenga de >50% de células inflamatérias
na lesdo. Em relacdo a categorizacdo da reacdo inflamatoria, todos 0s grupos apresentaram
uma inflamacdo aguda pelo predominio de células polimorfonucleares como neutréfilos e
macrofagos (Tabela 3).

Ja no 7° dia, os grupos Sl e COL apresentaram uma intensidade inflamatoria severa
com o predominio de >50% de células inflamatorias. Ja no grupo COL/HESP houve uma
diminuigdo desse infiltrado leucocitario, caracterizando-o como moderado. Em relagdo ao
infiltrado inflamatdrio, o grupo Sl foi categorizado como inflamagéo aguda com o predominio
de neutrdéfilos e eosinofilos. O grupo COL foi marcado com o equilibrio entre neutréfilos e
macrofagos e entre linfocitos e plasmacitos, sendo categorizado como inflamacéo subaguda.
Por fim, no grupo COL/HESP foi possivel observar uma diminuigdo expressiva de neutrofilos
e predominio de linfdcitos, categorizando o infiltrado inflamat6rio como cronico inespecifico
(Tabela 4).
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Tabela 3: Avaliacdo da intensidade e tipo de infiltrado inflamatério das feridas residuais 3 dias apds a confeccéo

cirtrgica.
Intensidade Leucdcitos
GRUPOS Animais in(i?alszgglf)ia Neut. Eosin. Linf. Plasm. Macr. g?QI]
R1 +3 +3 +1 +1 +1 +2 +1
R2 +3 +2 +1 +1 +1 +1 +1
S| R3 +3 +3 +1 +2 +1 +3 +1
R4 +3 +2 +2 +2 +1 +2 +1
R5 +3 +3 +2 +1 +1 +3 +1
R6 +3 +2 +1 +1 +1 +3 +1
R1 +3 +1 +1 +2 +2 +2 +1
R2 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
R3 +3 +1 +1 +3 +1 +2 +2
coL R4 2 +2 2 +2 +1 +2 +1
R5 +3 +1 +1 +2 +2 +2 +1
R6 +3 +2 +1 +2 +2 +1 +2
R1 +2 +3 +2 +3 +2 +1 +1
R2 +2 +2 +1 +2 +2 +2 +1
* R3 +2 +3 +2 +3 +1 +2 +1
COL/HESP R4 +3 +2 +1 +3 +2 +2 +2
R5 +3 +2 +2 +3 +1 +3 +1
R6 +3 +2 +1 +2 +1 +3 +2

SlI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:

Animais tratados com membranas bioativas de coladgeno contendo hesperidina em lipossomas; R: Rato; Neut.:

Neutrofilos; Eosin: Eosindfilos; Linf.: Linfdcitos; Plas.: Plasmocitos; Macr.: Macrofagos; Cél. Gig.: Células
Gigantes. LEVE +1: < 10%; MODERADA+2: Entre 10 e 50%; SEVERA +3: > 50%. *p<0,01 COL/HESP

guando comparado ao grupo Sl. Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste de Dunn (n= 6/grupo).

Os resultados encontrados no 7° dia p6s-lesdo corroboram com os dados referentes a

area de reducdo das feridas, onde o grupo COL/HESP apresentou um aumento significativo

na taxa de reducdo quando comparado aos grupos Sl e COL. Dessa forma, podemos inferir

que os animais tratados com HESP apresentaram um avango no processso de cicatrizacdo de

feridas.
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Tabela 4: Avaliacdo da intensidade e tipo de infiltrado inflamatdrio das feridas residuais 7 dias apds a confeccédo

cirdrgica.
Intensidade Leucocitos
GRUPOS  Animais in(i?alszgglf)ia Neut.  Eosin. Linf. Plasm. Macr. g?QI]
R1 +3 +2 +1 +1 +1 +2 +1
R2 +3 +2 +1 +1 +1 +1 +1
S| R3 +3 +2 +1 +2 +1 +2 +1
R4 +3 +2 +2 +2 +1 +2 +1
R5 +2 +2 +1 +1 +2 +2 +1
R6 +3 +2 +1 +2 +1 +2 +1
R1 +2 +1 +1 +2 +2 +2 +1
R2 +2 +2 +1 +2 +1 +1 +1
R3 +3 +1 +1 +3 +1 +2 +2
coL R4 +3 +2 +2 +2 +1 +2 +1
R5 +3 +1 +1 +2 +2 +2 +1
R6 +2 +2 +1 +2 +2 +1 +2
R1 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R2 +2 +1 +1 +2 +2 +1 +1
x| # R3 +2 +1 +3 +3 +1 +1 +1
COL/HESP R4 +2 +1 +1 +3 +2 +2 +2
R5 +2 +1 +2 +3 +1 +1 +1
R6 +2 +2 +1 +2 +1 +1 +1

SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas; R: Rato; Neut.:
Neutrofilos; Eosin: Eosindfilos; Linf.: Linfdcitos; Plas.: Plasmocitos; Macr.: Macrofagos; Cél. Gig.: Células
Gigantes. LEVE +1: < 10%; MODERADA+2: Entre 10 e 50%; SEVERA +3: > 50%. **p<0,05 COL/HESP
guando comparado ao grupo Sl e # p<0,01 COL/HESP quando comparado ao grupo COL. Kruskal-Wallis,

seguido pelo pds-teste de Dunn (n= 6/grupo).

No 14° dia p6s-lesdo, todos os grupos apresentaram uma diminui¢do da intensidade
inflamatoria. Entretanto, no grupo Sl a intensidade foi classificada como moderada, entre 10-
50% de ceélulas inflamatorias, e nos grupos COL e COL/HESP foi categorizado como leve ou
ausente, <10% de células inflamatorias no local da lesdo. No que diz respeito a reacdo
inflamatoria no local da lesdo, todos os grupos foram categorizados como inflamacao crénica

inespecifica, com predominio de células mononucleares como os linfocitos (Tabela 5).
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Tabela 5: Avaliacdo da intensidade e tipo de infiltrado inflamat6rio das feridas residuais 14 dias apés a

confecgdo cirdrgica.

Intensidade Leucdcitos
GRUPOS Animais in?‘?a:rﬁgggfia Neut. Eosin. Linf. Plasm. Macr. gle;]
R1 +1 +1 +1 +1 +1 +2 +1
R2 +1 +1 +1 +1 +2 +1 +1
S| R3 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R4 +2 +2 +1 +2 +2 +2 +1
R5 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R6 +1 +1 +1 +2 +1 +2 +1
R1 +1 +1 +1 +2 +1 +1 +1
R2 +1 +1 +1 +1 +1 +2 +1
R3 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
CcoL R4 +1 +1 +1 +2 +1 +2 +1
R5 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R6 +1 +2 +1 +1 +1 +1 +1
R1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R2 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
COL/HESP R3 +1 +1 +1 +2 +1 +1 +1
R4 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R5 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R6 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de coladgeno contendo hesperidina em lipossomas; R: Rato; Neut.:
Neutréfilos; Eosin: Eosindfilos; Linf.: Linfocitos; Plas.: Plasmdcitos; Macr.: Macréfagos; Cél. Gig.: Células
Gigantes. LEVE +1: < 10%; MODERADA+2: Entre 10 e 50%; SEVERA +3: > 50%.

Diante da diminuicdo do infiltrado inflamatério no 14° dia pds-lesdo, podemos inferir
que os animais tratados com COL/HESP apresentaram uma reparacdo tecidual mais avancada
guando comparado aos grupos Sl. Nesse grupo, a fase de remodelacdo encontra-se no seu
estagio inicial, enquanto que os grupos SI e COL encontram-se na final da fase proliferativa.
Vale ressaltar, que esse avanco do processo de cicatrizacdo no grupo COL/HESP pode estar

relacionado com a presenca de apéndices da pele e fibras colagenas mais espessas.
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Tabela 6: Avaliacdo da intensidade e tipo de infiltrado inflamatorio das feridas residuais 21 dias apés a

confecgdo cirdrgica.

Intensidade Leucdcitos
GRUPOS Animais inc:‘?a:rﬁgfgfia Neut. Eosin. Linf. Plasm. Macr. gle;]
R1 +1 +1 +1 +1 +1 +2 +1
R2 +1 +1 +1 +1 +2 +1 +1
S| R3 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R4 +2 +2 +1 +2 +2 +2 +1
R5 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R6 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R2 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R3 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
CcoL R4 +1 +1 +1 +2 +1 +1 +1
R5 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R6 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R2 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
COL/HESP R3 +1 +1 +1 +2 +1 +1 +1
R4 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R5 +1 +1 +1 +1 +2 +1 +1
R6 +1 +1 +1 +2 +2 +1 +1

SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas; R: Rato; Neut.:
Neutrofilos; Eosin: Eosinofilos; Linf.: Linfdcitos; Plas.: Plasmécitos; Macr.: Macrofagos; Cél. Gig.: Células
Gigantes. LEVE +1: < 10%; MODERADA+2: Entre 10 e 50%; SEVERA +3: > 50%.

Finalmente, aos 21° dia p6s — lesdo, em todos os grupos (Tabela 6), a reacdo
inflamatoria mostrou-se bastante reduzida (leve) ou ausente. Quanto ao infiltrado
inflamatdrio, o mesmo foi categorizado como crénico inespecifico devido ao predominio de
leucdcitos mononucleares (linfocitos e plasmdcitos) em todos os grupos. Essa ja era uma
resposta previsivel, pois essa fase do processo de reparagdo tecidual é representada por uma
diminuicdo gradual do estimulo quimiotatico e apoptose das células inflamatorias da cicatriz,
resultado na atenuacdo do infiltrado leucocitario observado. No entanto, nos grupos tratados
COL e COL/HESP foi observado a presenca de apéndices cutaneos ja bem formados e
diferenciados em foliculos pilosos e glandulas sebaceas, fibras colagenas mais espessas e
entrelacadas, diferente do grupo Sl no qual foi observado apenas rudimentos de provaveis

apéndices cutaneos.
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De forma geral e estatisticamente, visando avaliar a intensidade da reacdo inflamatdria
entre os dias 3, 7, 14 e 21, foi possivel observar que no 3° dia pos- leséo houve diminuigéo
significativa na intensidade da reacdo inflamatoria nos animais tratados com COL/HESP
(2,33 + EPM) quando comparados ao grupo Sl (3,0 + EPM, p<0,01). A mesma resposta foi
encontrada no 7° dia pés-cirdrgico nos animais tratados com COL/HESP (2,0 +EPM) quando
comparados ao grupo Sl (2,66 + EPM, p<0,01) e COL (2,33 £ EPM, p <0,05). J4 no 14° e 21°

dia pds-cirurgico ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre os grupos (Figura 10).

Figura 10: Efeito das membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP)

sobre a intensidade da reacdo inflamatoria no 3°, 7°, 14° e 21° dia pés-lesdo.
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SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas. Os animais foram
tratados e avaliados no 3°, 7°, 14° e 21° dia apds a confeccdo da ferida. **p <0,01 quando comparado ao grupo Sl
no 3° dia p6s-lesdo. **p <0,01 quando comparado ao grupo Sl e # p <0,05 quando comparado ao grupo COL no
7° dia pos-lesdo. Os valores estdo representados média + E.P.M. ANOVA duas vias, seguido pelo pds-teste de

Bonferroni (n = 6/grupo).
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5.2.6 Efeito da COL/HESP sobre o indice de Epitelizagio da Superficie da Ferida

O indice de epitelizacdo da superficie da ferida foi avaliado através da observacéo da
migracao de queratindcitos na regido correspondente a area lesionada.

Ao 3° dia po6s-lesdo o grupo tratado com HESP (50 + EPM) apresentou um aumento
significativo nas taxas de epitelizagdo quando comparado aos grupos Sl (40 + EPM, p<0,01)
e COL (44,16 + EPM, p<0,05). J& nos animais do grupo COL ndo foi possivel observar

nenhuma diferenca estatistica quando comparado ao grupo Sl (Figura 11).

Figura 11: Efeito das membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP)

sobre o indice de epitelizacdo em feridas cutaneas abertas no 3°dia pds-lesao.
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SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas. Os animais foram
tratados imediatamente apés a lesdo cirlrgica e avaliados 3 dias apés a confec¢do da ferida cutanea aberta. Os
valores estdo representados média + E.P.M. ** p<0,01 quando comparado ao grupo Sl; # p<0,05 quando

comparado ao grupo COL. ANOVA uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey (n = 6/grupo).
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No 7° dia, o grupo COL/HESP (86,66 + EPM ) apresentou um aumento significativo
nas taxas de epitelizagdo quando comparado aos grupos Sl (68,33 + EPM, p<0,001) e COL
(75 £ EPM, p<0,01) (Figura 12). Esse achado corrobora com os resultados referentes a area
de reducdo das feridas, no qual os animais tratados com HESP apresentaram um aumento
significativo na taxa de reducdo quando comparado aos grupos Sl e COL. J& nos animais do

grupo COL néo foi possivel observar diferenca estatistica quando comparado ao grupo Sl.

Figura 12: Efeito das membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP)

sobre o indice de epitelizacdo em feridas cutaneas abertas no 7° dia pos-leséo.
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SlI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas. Os animais foram
tratados imediatamente ap0s a lesdo cirdrgica e avaliados 7 dias apds a confec¢do da ferida cutanea aberta. Os
valores estdo representados média + E.P.M. *** p<0,001 quando comparado ao grupo SI; ## p<0,01 quando

comparado ao grupo COL. ANOVA uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey (n = 6/grupo).
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Ja na avaliacdo dos grupos do 14° e 21° pdés-cirurgico, ndo foi possivel observar

distingGes estatisticas significativas quanto ao indice de epitelizagéo (Figura 13 e 14).

Figura 13: Efeito das membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP)

sobre o indice de epitelizacdo em feridas cutaneas abertas no 14°dia p6s-leséo.
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SI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de colageno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas. Os animais foram
tratados imediatamente apds a lesdo cirdrgica e avaliados 14 dias ap6s a confeccdo da ferida cutinea aberta.Os

valores estdo representados pela média + E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey (n =

6/grupo).
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Figura 14: Efeito das membranas bioativas de colageno contendo hesperidina em lipossomas (COL/HESP)

sobre o indice de epitelizacdo em feridas cutaneas abertas no 21°dia pos-lesao.
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SlI: Animais isentos de tratamento; COL: Animais tratados com membrana de coladgeno pura; COL/HESP:
Animais tratados com membranas bioativas de coldgeno contendo hesperidina em lipossomas. Os animais foram
tratados imediatamente ap6s a lesdo cirdrgica e avaliados 21 dias ap6s a confec¢do da ferida cutanea aberta.Os
valores estdo representados pela média + E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo pds-teste de Tukey (n =

6/grupo).
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5.3 DISCUSSAO

O processo de cicatrizacdo de feridas é definido como um evento fisiolégico natural
gue ocorre como uma reacgdo a danos estruturais nos tecidos, incluindo a pele (ADELEKE et
al., 2022; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017; YU; ZHANG; GUO, 2021). A procura de
formulagdes que possam acelerar o processo de cicatrizagdo aumenta a cada dia, tornando-se
indispensavel a compreensdo das vias de sinalizacdo que estdo envolvidas no processo de
reparo tecidual, as caracteristicas fisico-quimicas das interagdes dos produtos naturais e 0s
alvos especificos capazes de acelerar o processo de cicatrizagdo como abordagem
complementar ao uso de terapias convencionais de cicatrizagdo (ABINAYA M.; GAYATHRI
M., 2019; AFKHAMIZADEH et al., 2018; ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2016;
SONG et al., 2022).

As plantas medicinais desempenham um papel promissor no processo de cicatrizagao
de feridas e isso tem atraido o interesse publico para o desenvolvimento de novos alvos
farmacoldgicos de acordo com as suas inimeras atividades bioldgicas (AHMADIAN et al.,
2021; ALBAHRI et al., 2023; SHEDOEVA et al., 2019). Dentre as propriedades
farmacoldgicas que a hesperidina possui, tais como: anti-inflamatoria, antibacteriana,
antioxidante e angiogénica, optou-se por incorporar essa flavonona a uma formulagéo
contendo colageno em lipossomas, visando diminuir os obstaculos da hesperidina devido a
sua baixa solubilidade em &agua e baixa estabilidade fisico-quimica in vivo (CETIN; CIFTCI;
OTLU, 2016; GUAZELLI et al., 2021; HADDADI et al., 2018; KAWAGUCH]I et al., 2004;
ZHOU et al., 2019).

Os lipossomas tém sido amplamente utilizados como nanocarreadores seguros e
eficazes para transportar farmacos pouco sollveis em agua, de forma a aumentar a
biodisponibilidade e propiciar sua administracdo (CHEN; STEPHEN INBARAJ, 2019;
ELSANA et al., 2019). Além disso, podem ser aplicados diretamente na lesdo tecidual a fim
de sustentar a liberacdo a longo prazo, o que reduziria a toxicidade e os efeitos colaterais
causados pela liberacdo macica do medicamento de uso unico (JANGDE; SINGH, 2016;
THAPA MAGAR et al., 2022).

A fim de mensurar o teor e o percentual de encapsulacdo do principio ativo na
formulacdo, as membranas contendo hesperidina apresentaram teor de 183,55 + 0,34 ug-cm-2
e uma EE de 98%. O valor da EE proximo a 100% indica que praticamente toda hesperidina
foi incorporada nos lipossomas/membranas, demonstrando que o método de obtencdo das

membranas bioativas de colageno contendo hesperidina é adequado e eficiente. Um estudo



109

realizado por Morsy e Nair (2018) realizou a incorporacdo da hesperidina em lipossomas com
a finalidade de melhorar sua solubilidade e aumentar o seu potencial no tratamento de fibrose
hepatica em modelo animal. Nesse estudo a EE obtida foi de 74% (MORSY; NAIR, 2018).
Esses achados corroboram com diversos estudos que analisaram a inclusdo de substancias
hidrofébicas em lipossomas e apresentaram excelentes desfechos em relagdo a eficiéncia de
encapsulacdo, com uma porcentagem variando entre 70% e 100%. (BOZZUTO; MOLINARI,
2015; LEE; NA, 2020; PETTINATO et al., 2020; XU et al., 2018).

Ap0s avaliarmos o teor e EE, foi realizado o teste de uniformidade para mensurar o
contetdo de hesperidina nas membranas COL/HESP. A uniformidade de conteudo é um
método utilizado para avaliar a distribuicdo do principio ativo na formulacdo (DE O.
PORFIRIO et al., 2015). A principal finalidade da técnica é demonstrar que a substancia em
estudo foi difundida ao longo de toda & preparacdo, sem acumulos em determinados pontos
(CARVALHO et al.,, 2020). Nesse estudo, a hesperidina apresentou uma distribuicdo
uniforme nas membranas COL/HESP, pois o teor das 24 fracGes analisadas por CLAE
apresentaram pequenas variag0es. Esse achado corrobora com um estudo realizado por Nunes
et al. (2016) que através do método CLAE foi possivel comprovar a distribuicdo uniforme do
acido usnico em uma formulacdo contendo gelatina e lipossomas (NUNES et al., 2016).

Ap0s as analises de teor, EE e uniformidade de contetdo, o colageno e a hesperidina
incorporada em lipossomas mostraram-se substancias adequadas para a producdo de
membranas biodegradaveis, uma vez que, o coldgeno € um biopolimero natural,
biodegradavel e com boa flexibilidade composicional e estrutural, sendo altamente
biocompativel com a adicdo de agentes plastificantes e a fosfatidilcolina, fosfolipidio
utilizado para a producdo dos lipossomas (PAIVA et al., 2022; WISE et al., 2016). Nesse
estudo, as membranas COL/HESP apresentaram caracteristicas macroscépicas homogéneas e
deposicao aparentemente uniforme do farmaco na formulacdo. Souza, Alves e Santana (2018)
demonstraram que membranas de colageno contendo lipossoma e acido Usnico foram eficazes
no processo de cicatrizacdo de queimaduras evidenciando o efeito dessa formulacdo
farmacéutica na modulacdo de alguns eventos biolégicos, tais como: maior degradacdo de
fibrina, aumento da vascularizacdo e das taxas de epitelizacdo observados nos pacientes
tratados (SOUZA; ALVES; SANTANA, 2018).

Apresentando  inUmeras vantagens como: simplicidade, reprodutibilidade,
disponibilidade, baixo custo e praticidade em relacdo a técnica, materiais e manejo, 0 modelo
excisional de cicatrizacdo de feridas em roedores tem sido amplamente utilizado para estudar
cada fase do processo de cicatrizacdo (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009; ASSAR et al.,
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2021; BARRETO et al., 2016; CHEN et al., 2015). Nesse modelo, os tecidos sdo coletados
com facilidade para as analises histomorfométricas, imunologicas ou moleculares, além de
permitir maior acessibilidade a ferida para administracdo de agentes topicos a fim de elucidar
0S mecanismos de acao envolvidos na reparagéo tecidual (DOLIVO et al., 2023; FISCHER et
al., 2023).

Primeiramente, avaliou-se a capacidade da hesperidina em acelerar o processo de
contracdo da ferida cutanea. A contracdo é a reducdo de parte ou de toda a area da ferida
aberta, ocorrendo de forma centripeta, a partir das bordas da les&o, através da presenca dos
filamentos de actina oriundos dos miofibroblastos e pelo rearranjo das fibras de colageno
(CASADO-DIAZ et al., 2022; GRADA; MERVIS; FALANGA, 2018). Nesse estudo, as
feridas excisionais foram realizadas na regido dorso costal por ser considerada uma area com
menor probabilidade de contaminagdo por fezes e saliva do animal. Além disso, essa regido
evita 0 autocanibalismo e a irritacdo por contato (GALIANO et al., 2004; KASHYAP et al.,
1995).

De acordo com Khoo e Jansen (2016), a maneira mais precisa para avaliar a
cicatrizacdo de feridas é através do acompanhamento da reducgdo percentual da &rea em um
determinado periodo (KHOO; JANSEN, 2016). A taxa percentual de reducdo da area de uma
ferida pode ser utilizada para distinguir entre uma ferida com potencial de cicatrizacdo ou ndo
e também como uma importante ferramenta para distinguir quais os tipos de tratamentos mais
eficazes que estdo sendo estudados (LEVINSON, 2013).

Ao avaliarmos a area de reducéo das lesbes, no 3° dia pés-cirargico pode-se observar
que os animais do grupo COL/HESP apresentaram uma diminuicdo significativa na area
residual da ferida quando comparado ao grupo Sl. Este dado é relevante, pois sugere que 0
tratamento com hesperidina acelerou o processo de preenchimento da lesdo com tecido de
granulacdo favorecendo o aparecimento de miofibroblastos e consequentemente uma maior
aproximacdo das bordas da ferida.

No 7° dia pos-cirargico, o tratamento com COL/HESP apresentou um aumento
significativo na area de reducdo das feridas quando comparado ao grupo SI e COL. Esse
resultado corrobora com um estudo realizado por Gupta et al. (2022) que demonstrou um
efeito promissor da hesperidina na contracdo de feridas no 7° e 14° dia po6s lesdo em um
modelo excisional de feridas cutaneas (GUPTA et al., 2022). Diante disso, podemos inferir
que o grupo COL/HESP acelerou o processo de contracdo através dos efeitos anti-
inflamatdrios e cicatrizantes, da hesperidina, ja descritos na literatura (GUAZELLI et al.,
2021; Ll etal., 2018).
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Ja no 14° e 21° dia pds-lesdo, foi possivel observar um equilibrio nas taxas de area de
reducdo das feridas entre os diferentes grupos, SI, COL e COL/HESP. Esses achados ja eram
esperados, pois nessa fase as feridas encontram-se no fim da fase proliferativa e inicio da fase
de remodelagdo onde também se observam macroscopicamente a aproximacdo total das
bordas da ferida, com consequente reducdo da area residual (GANESHKUMAR et al., 2012).

Nos primeiros dias ap6s a lesdo, a resposta inflamatdria inicial que precede o0s
fendmenos proliferativos da reparacdo cicatricial é caracterizada como aguda devido a
migracdo em larga escala de células polimorfonucleares (FORTINGO et al., 2022).
Considerando que a resposta inflamatdria € um processo imunoldgico, indo muito além do
combate aos patogenos, inflamac6es exacerbadas e ndo controladas levam a um aumento da
intensidade e duracdo da resposta, originando dano tecidual (BONIAKOWSKI et al., 2017).
Portanto, compreende-se que a inflamacdo é absolutamente necesséaria ao processo de reparo,
embora, quando se manifeste em elevada intensidade ou se mantenha persistente ao longo do
processo de reparacdo tecidual, este fenbmeno seja o principal agente retardador da
cicatrizagdo (YU et al.,, 2022). Nesse estudo, vale ressaltar que durante todo periodo
experimental ndo foi observado em nenhum dos grupos presenca de edema, fistulas ou
formacdo de abscesso, que representariam sinais indicativos de resposta imunoinflamatéria
exarcerbada.

Com base na composicdo histologica das feridas, as fotomicrografias representativas
de cada grupo, evidenciaram a composicao celular e a reestruturagéo da pele lesionada. No 3°
dia poés-lesdo todos os grupos, Sl, COL e COL/HESP, apresentaram uma atividade
inflamatdria aguda devido ao nimero acentuado de células polimorfonucleares. Esse achado
ja era esperado, visto que, entre 0 3° e 4° dia po6s-lesdo ha um recrutamento de mediadores
inflamatorios com a finalidade de minimizar os efeitos de bactérias patogénicas ou do
traumatismo, destruindo ou neutralizando os patogenos e limitando sua disseminacgéo por todo
o0 organismo (HASSANSHAMHI et al., 2022).

No 7° dia pos-cirargico os grupos SI e COL apresentaram um infiltrado severo de
células polimorfonucleares, como neutrofilos e macréfagos, enquanto que no grupo
COL/HESP houve uma diminuicdo desse infiltrado mantendo-se moderado. Esses dados
demonstram um avanc¢o na reparacdo tecidual nos animais tratados com hesperidina, pois a
diminuicdo de células inflamatérias no local da lesdo permite um aumento da migracdo de
queratindcitos e de células endoteliais para preencher o leito da ferida para formar tecido de
granulacdo e epitélio. Essa hipotese é reforcada por varios estudos envolvendo a hesperidina

em modelos experimentais de lesGes cutaneas, no qual demostraram que a mesma apresenta
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propriedades essenciais para uma adequada cicatrizacdo, como atividades anti-inflamatorias,
antibacterianas e antialérgicas (GUAZELLI et al., 2021; HADDADI et al., 2018; LI et al.,
2018).

Um estudo realizado por Bagher et al. (2020) comprovou que o tratamento com
hesperidina foi capaz de atenuar significativamente a infiltracdo de neutré6filos e aumentar as
taxas de contracdo da ferida em modelo de ferida excisional de espessura total (BAGHER et
al., 2020). Portanto, nossos dados sdo consistentes com a ideia de que a reducdo do infiltrado
neutrofilico no local da les&o e a diminuigdo significativa na rea residual da ferida, no 7° dia
pos-lesdo, podem estar relacionados com a capacidade da hesperidina em aumentar a
quimiotaxia das células inflamatdrias para controlar a infec¢do, por meio da fagocitose, no
local da lesdo, que consequentemente contribui para o avanco do processo de cicatrizacdo de
feridas.

No grupo COL/HESP foi possivel observar a presenca abundante de tecido de
granulacdo, além de uma vasta rede de capilares sanguineos que pode contribuir no aporte de
nutrientes e oxigénio para um adequado reparo tecidual do tecido em crescimento. Nesse
mesmo grupo, 0 avango da reparacdo tecidual e o indice de epitelizacdo foram maiores
qguando comparado aos grupos Sl e COL, sugerindo que a hesperidina apresenta capacidade
de reparacdo do tecido epitelial através da migracdo de queratindcitos para o leito da ferida.
Esse dado corrobora com um estudo realizado por Toledo et al. (2017) no qual demonstrou
que pacientes portadores de Ulcera venosa tratados com hesperidina apresentaram uma
diminuigdo significativa na circunferéncia da lesdo e aumento nas taxas de epitelizagéo,
achados que contribuem para o avango e potencializacdo do processo de cicatrizacdo de
feridas (TOLEDO; SANTOS; SCHNAIDER, 2017).

Na analise histologica, ao 14° dia pds-cirdrgico, notou-se uma reducdo da intensidade
inflamatoria em todos os grupos, principalmente no grupo COL/HESP com predominio de
células mononucleares como os linfécitos. Quando comparado aos grupos Sl e COL, o grupo
tratado com hesperidina apresentou um processo de cicatrizagdo mais evoluido devido a
presenca de fibroblastos ativos que sugerem um avanco da fase proliferativa para a fase de
remodelacdo. Ademais, no grupo Sl, foi possivel observar a presenca de neovascularizacéo
que pode estar relacionada com o prolongamento da fase proliferativa nesse grupo de animais
que ndo receberam tratamento.

Por fim, no 21° dia p6s — lesdo, todos 0s grupos demonstraram uma reacao
inflamatdria de leve a ausente. No entanto, particulamente nos animais do grupo COL/HESP

foi possivel observar a presenca de anexos sugestivos da pele, como os foliculos pilosos e
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glandulas sebéaceas, indicando um avan¢o da fase de remodelacdo quando comparado aos
grupos Sl e COL.

Nesse estudo, vale ressaltar que os achados macroscépicos e histologicos encontrados
no 14° e 21° dia demonstram que do ponto de vista estatistico os eventos inflamatdrios
ocorreram seguindo o padréo fisioldgico esperado, com diminuigdo acentuada do infiltrado
inflamatorio e fechamento total da leséo.

Durante o processo de epitelizacdo, as ligacdes epiteliais estimuladas pela liberacédo de
fatores de crescimento e pela migracdo dos queratindcitos da ferida sdo os principais
responsaveis pelo aumento das mitoses e da hiperplasia epitelial (SORG et al., 2017).
Portanto, uma falha na reepitelizacdo da pele lesada pode ocasionar perda da fungdo de
barreira do 6rgdo, desidratacdo ou até mesmo uma infeccdo (HASSANSHAHI et al.,
2019). Assim, o rapido fechamento do local da ferida pela migracéo e proliferagdo de células
epiteliais é fundamental para restaurar a funcdo de barreira que € vital para a sobrevivéncia do
organismo (HUANG et al., 2021).

Nesse estudo, ao longo do periodo experimental, todos 0s grupos apresentaram
melhora na taxa de epitelizacdo, embora no 3° e 7° dia esse resultado tenha sido significativo
nos animais tratados com hesperidina. Esse achado corrobora com os resultados da area de
reducdo das feridas, onde no 3° e 7° dia os animais do grupo COL/HESP apresentaram uma
diminuigdo significativa nas areas residuais da ferida. Uma pesquisa realizada por Yoon et al.
(2022), demonstrou que a hesperidina acelerou eficientemente a migracdo de queratinocitos
humanos e fibroblastos dérmicos em estudo in vitro como também em um modelo
experimental de ferida aguda em camundongos (YOON et al., 2022). Portanto, diante dos
nossos resultados de indice de epitelizagdo, podemos inferir que o tratamento com
COL/HESP permitiu uma acentuada migracdo de células epiteliais das bordas integras das
feridas em direcdo ao centro da lesdo garatindo um avango no processo de reepitelizacdo
guando comparado aos demais grupos.

J& no 14° e 21° dia pos-lesdo, as taxas do indice de epitelizacdo se mantiveram
estabilizadas entre os diferentes grupos. Esse achado corrobora com os resultados
macroscopicos da area de reducédo das feridas, onde todos os animais, dos diferentes grupos
estudados, apresentaram uma reducéo total na area residual das feridas.

Por fim, diante de todos os resultados apresentados e discutidos, o tratamento com
COL/HESP se destacou como um biomaterial que pode ser utilizado como uma alternativa
tecnoldgica através de coberturas na cicatrizacdo de feridas por segunda intengédo. Seu efeito

cicatrizante somado as propriedades terapéuticas do colageno, tornam essas membranas um
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produto viavel para o tratamento de lesdes, entretanto, estudos posteriores ainda séo
necessarios para assegurar a eficacia e seguranca deste produto para tratamento de feridas em

humanos.
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CAPITULO VI

Conclusao e Perspectivas
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6 CONCLUSAO

Diante dos dados observados na nossa pesquisa acerca do efeito da membrana
COL/HESP sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas excisionais em roedores, pode-se

concluir:

e E um produto obtido a partir de biomateriais e com base nanotecnoldgica promissora
para o tratamento de feridas;

e A hesperidina foi incorporada de maneira efetiva nas membranas, com EE de 98%,
confirmando que o método de obtencdo das membranas ¢ eficaz;

e As membranas COL/HESP mostraram uma distribuicdo uniforme da hesperidina, que
foi comprovada pelo teste de uniformidade de contetdo;

e Acelerou a reducdo da area residual das feridas no 3° e 7° dia p6s-leséo;

e Atenuou o infiltrado inflamatdrio agudo no 3° e 7° dia p6s-leséo;

e Contribuiu no avango do processo inflamatorio evidenciado pelo predominio de
células mononucleares, como os linfocitos, maturacdo do tecido de granulacdo,
proliferacdo de fibroblastos e deposi¢éo de fibras colagenas ja no 7° dia pds-excisao;

e Acelerou a epitelizagédo das feridas em 3 e 7 dias;

e Promoveu de forma eficaz uma melhora da cicatrizacdo de feridas cutaneas abertas em

modelo animal.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, nossos resultados descritos no estudo pré-clinico para a hesperidina,
como seu efeito anti-inflamatério e cicatrizante, monstraram que o tratamento com
COL/HESP foi capaz de atenuar o processo inflamatorio, no local da ferida, e acelerar a
reepitelizacdo das bordas para o centro da ferida, potencializando a reparacdo tecidual no
modelo de lesdo cutanea aberta em roedores. Esses achados sugerem a eficiéncia das
COL/HESP como um produto inovador e com grande potencial para o tratamento de feridas,
através do seu papel em acelerar eventos bioldgicos essenciais para um adequado reparo
cicatricial.

Além disso, a nossa revisdo sistematica foi capaz de identificar as propriedades dos
flavonoides no processo de cicatrizacéo de feridas. Foi possivel perceber que essas moléculas
atuaram em todas as fases da cicatrizacdo de feridas e ativaram vias de sinalizagéo intracelular
essenciais para que ocorresse a cicatrizacdo. Assim, sugerimos que os flavonoides séo
ferramentas Uteis no desenvolvimento de terapias para tratar lesdes cuténeas, e a nossa revisao

forneceu uma base cientifica para futuras pesquisas basicas e translacionais.
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8 PERSPECTIVAS

Outros estudos sdo necessarios visando elucidar os mecanismos farmacoldgicos
envolvidos nos efeitos da hesperidina. Diante disso as proximas etapas devem investigar a
acao das COL/HESP na expressdo das mieloperoxidases, atividade das ERK, p38 e MAPK e
realizar a caracterizacdo fisico-quimica das membranas.

Ademais, avaliar o estresse oxidativo, a participacdo de miofibroblastos, atividade do
NF-kB, mediadores pro-inflamatérios (IL1-B, IL-6, TNF- o e COX-2), mediadores anti-
inflamatorios (IL-10 e IL-4), atividade do VEGF, fibras de coldgeno (coloragdo em
picrossirius) envolvidas no reparo tecidual, como também realizar novos testes em animais de
maior porte (suinos) para que seja possivel translacionar esse estudo para a etapa clinica,
seguindo todos os parametros descritos na RDC-17 de 24/02/00 e RDC-48 de 16/03/04 da
ANVISA (Agéncia de Vigilancia Sanitéaria).
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Original Article
Wound healing properties of flavonoids: A systematic review highlighting &%
the mechanisms of action

Mikaella T.B. Carvalho ", Heitor G. Aratijo-Filho ", André S. Barreto ™",
Lucindo J. Quintans-Jdnior ", Jullyana S.S. Quintans ™", Rosana S.S. Barreto ™"
* Labaratory of Newoscience and Pharsacokegfcal Assays (LANEF), Deparovent of Pysiology, Federal University of Sergipe, Marechal Rondon Avenwe, S/N, Rosa Elsa,

CEP: 49.000-100, S0 Cristingo, SE, Braxil
* Health Sciences Graduate Program (PPGCS), Federal Uniwersity of Sergipe, Sao Crisawlo, SE, Braxil

* Laboranary Pharmecclogy Cardiovesculer (LAFAC), Dep of Physiology, Federal Uniwersity of Sergipe. Sao Oristivie, SE, Brasil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Background: Flavonoids are a class of compounds with a wide variety of biological functions, being an important

Flavonoids source of new products with pharmaceutical potential, including treatment of skin wounds.

N““""r;’;lm" Purpose: This review aimed to summarize and evaluate the evidence in the literature in respect of the healing

pmgy ng properties of fl ids on skin ds in animal models.

Chroaic wound Study design: This is a 5 ic review following the guidelines of the Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
Methods This was carried out through a specialized search of four databases: PubMed, Scopus, Web of Science
and Embase. The fallawing keyword combinations were used: " idal’ OR 'fl i’ OR "l idic” OR

*flavonoids” AND “wound bealing’ as well as MeSH terms, Emtree terms and freetext words.

Resules: Fifty-five (55) articles met the established inclusion and exclusion criteria. Flavonaids presented effects
in respect of the inflammatory process, angiogenesis, re-epithelialization and oxidative stress. They were shown
to be able to act on macrophages, fibroblasts and endothelial cells by mediating the release and expression of
TGF.§1, VEGF, Ang, Tie, Smad 2 and 3, and [L-10. Mareover, they were able to reduce the release of inflam-
matory cytokines, NFiB, ROS and the M1 phenotype. Fl ds acted by positively regulating MMPs 2, 8, 9 and
13, and the Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt and NO pathways.

Conciusion: Flavonoids are useful tools in the development of therapies to treat skin lesions, and our review
provides a scientific basis for future basic and transkational research.

Introduction skin and subcutaneous tissue, reaching deeper layers such as muscles,
tendons and bones (Davane and Nagoba, 2016). The wound healing
In general, wounds are defined as the rupture of the continuity of the  process that restores injured tissues is complex and dynamic, being

Abbreviations: ALT, Alanina aminotransferase; Ang-1, Angiopoietin.1; AST, Aspartato aminotransferase; CAT, Catalase; CHL, Ciprofloxacin hydrochloride; COX,
Cycloaxygenase; ECG, Epicatechin. 3. gallate; EGCG, Epigallocatechin gallate; ERK, Extracellular signal.regulated kinase; GPx, Glutathione peroxidase; GSH, Reduced
ghutathione; GST, Glutathione S-transferase; [FN.y, Interferon.g; IGF1, Insulin-like growth factor.1; IL12, Interleukin-12; [L.1, Interleukin.1; IL-10, Inter.
leukin.10; [L-1f, Interleakin-1f); IL6, Interleukin.6; INOS, Inducible nitric oxide synthase; LPO, Lipid peraxidation; LPS, Lipopolysaccharide; LTB 4, Leukotriene B4;
MAPK, Mitogen.activated protein kinase; MDA, Malondialdehyde; MMP-13, Matrix metalloproteinase 13; MMP.2, Matrix metalloproteinase 2; MMP-8, Matrix
metalloproteinase 8; MMP.9, Matrix metalloproteinase 9; MPO, Myeloperoxidase; NFeB, Nuclear factor kappa B; NR, Not reported; OPC, Oligomeric proantho-
cyanidins; PCL, Poly(e-capealactone); PI3K, Phosphoincsitide 3-kinase; PRISMA, Preferred Reporting ltems for Sy ic Reviews and Meta-Analyses; PROSPERO,
Internatianal Prospective Register of Sy ic Reviews; ROS, Reactive axygen species; SAR, structure.activity relationship; SD, SpragueDawley; SOD, Superaxide
dismutase; TG2, Transglutaminase 2; TGF-§1, Transforming growth factar j1; TIE, Tyrosine kinase; TIMP.1, Metallopeptidase inhibstor 1; TIMP.2, Metallopeptidase
inhibitar 2; TNF., Tumor necrasis factor o; TPA, 12.0-tetradecanoylphorbol. 13.acetate; VEGF, Vascular endathelial growth factor; 3 PGA, Poly (y-glutamic acid).

* Corresponding author at: Laboratory of Newroscience and Pharmacological Assays (LANEF), Department of Physiology, Federal University of Sergipe, Marechal
Rondan Avenue, $/N, Rosa Elza, CEP: 49.000-100, Sao Cristovao, SE, Brazil.
E-mail address rosanasharretoqi pg.onpg.be (R.SS. Barreto).
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Wound healing properties of flavonoids: a systematic review highlighting the
mechanisms of action

Heitor Gomes de Araujo Filho, Mikaella Tuanny Bezerra Carvalho

Citation

Heitor Gomes de Araujo Filho, Mikaella Tuanny Bezerra Carvalho. Wound healing properties of flavonoids:
a systematic review highlighting the mechanisms of action. PROSPERO 2020 CRD42020189592 Available
from: https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42020189592

Review question [1 change]
What mechanisms are involved in the wound healing activity of flavonoids in animal models?
Context and rationale

Wounds are a public health problem, related to increased public spending, in addition to impairing the
quality of life of the affected population. In developed countries like the United States, chronic wounds affect
more than 6.5 million patients with approximately 300, 000 hospitalized patients, exceeding more than $ 25
billion in spending on health systems. Given the impact of costs related to the treatment of wounds, there is
a great search for the development of new resources and technologies that act to accelerate the healing
process, enabling an effective and low-cost treatment for patients.

Searches

We will search the following electronic bibliographic databases: PubMed, EMBASE, Scopus and Web of
Science. The full search strategy is based on the search components: (((((("flavonoidal"[All Fields] OR
"flavonoide"[All Fields]) OR "flavonoides"[All Fields]) OR "flavonoidic"[All Fields]) OR "flavonoids"[MeSH
Terms]) OR "flavonoids"[All Fields]) OR "flavonoid"[All Fields]) AND (("wound healing"[MeSH Terms] OR
("wound"[All Fields] AND "healing"[All Fields])) OR "wound healing"[All Fields]).

No publication date will be applied. We will screen the reference lists of included studies for additional
eligible studies not retrieved by our search. The searches will be re-run just before the final analyses to
retrieve the most recent studies eligible for inclusion.

Study designs to be included (1 change]

Inclusion criteria:
No restrictions on the types of study design eligible for inclusion.

Exclusion criteria:
No restrictions on the types of study design eligible for exclusion.

Human disease modelled
Wound Healing

Animals/population (1 change]

Inclusion criteria:
Any experimental model involving wound healing

Exclusion criteria:
Human studies
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Intervention(s), exposure(s) (1 change]

Inclusion criteria:

Inclusion criteria: Any type of treatment using flavonoids in its pure form or its derivatives joint effects with
other substances (including drugs or chemicals/biochemicals).

(We will not consider dosage, method, timing, and frequency. As long as the research groups used
flavonoids as treatment to treat the animals, we will include these studies.)
Exclusion criteria:

Exclusion criteria: Plants or essential oils that contain Flavonoids; Flavonoids with other studies uncovering
the current topic; Studies other than the flavonoids.

Comparator(s)/control (1 change]

Inclusion criteria:
Inclusion criteria: untreated, vehicle treated, or treated with a different intervention

Exclusion criteria:
Exclusion criteria: all other control conditions; use flavonoids as control.

Other selection criteria or limitations applied 1 change]

Inclusion: No restrictions on dates and articles in English only.

Exclusion: Review articles, meta-analyses, abstracts, conference proceedings, editorials/letters and case
reports.

Outcome measure(s) [ change]

Inclusion criteria:
Inclusion criteria: Any molecule that is part of a flavonoid wound healing cell signaling pathway.

Exclusion criteria:
Exclusion criteria: Indirect measures that do not show the possible mechanism of action of flavonoid.

Study selection and data extraction (1 change]

Procedure for study selection

In the first stage, the searches will be conducted by two independent investigators, and their results will be
compared.

Two reviewers (M.T.B.C. and H.G.A.F.) independently will read all titles and abstracts. In cases of non-
consensus, a third independent review will be obtained. At a second stage, the reviewers will read full-
length manuscripts and reached consensus about their inclusion. The articles that will meet all the
established criteria were included.

Prioritise the exclusion criteria

Exclusion:

1. Plants or essential oils that contain Flavonoids;

2. Flavonoids with other studies uncovering the current topic;

3. Studies other than the flavonoids.

4. All other control conditions;

5. Use flavonoids as control;

6. Review articles, meta-analyses, abstracts, conference proceedings, editorials/letters and case reports.
7. Indirect measures that do not show the possible mechanism of action of flavonoid.

8. Human studies

Methods for data extraction
The same reviewers will conduct the initial data extraction independently. Studies excluded will be recorded,
and the reasons for exclusion will be indicated in the flow chart. In case of articles not available, the main
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authors will be contacted only once to obtain a copy. If not possible, these articles will be excluded. In cases
of non-consensus, a third independent review will be obtained.

Information that will be extracted from the included articles: will be extracted from text or table and
summarized in tables (Author's name, publication year, Type of study, treatment concentrations, doses and
route, animal used, wound model and Proposed mechanism of action will be included in the table.)

Data to be extracted: study design

Flavonoid treated animals versus control (saline, non-treated, sham, positive and/or negative) group. At
least 2 experimental groups.

Data to be extracted: animal model

Animal specie, gender and cutaneous wound induction model.

Data to be extracted: intervention of interest
The dose and route of administration will be included.

Data to be extracted: primary outcome(s)

The main result is to know the intracellular signaling pathway proposed for wound healing activity. e.g.
VEGF and TNF overexpression. The data type will be nominal because the result of each experiment is a
non-quantifiable measure (name of a signaling molecule).

Data to be extracted: secondary outcome(s)

None

Data to be extracted: other
Bibliographical details, such as author and year.

Risk of bias and/or quality assessment

By use of SYRCLE's risk of bias tool.
Number of reviewers involved: 2 (MTBC and HGAF)

Contribution: Heitor and Mikaella will perform quality assessment independently and come together after
done individually

Discrepancies: discrepancies will be resolved by the third author

Strategy for data synthesis [1 change]

Planned approach

The data from the eligible studies will be described in the narrative summary and summarized in tables and
figures. The narrative synthesis aims to provide summaries of the results explained mainly in textual form.
The variables for summary and narrative analysis are: Author's name, publication year, Type of study,
treatment concentrations, doses and route, animal used, wound model and Proposed mechanism of action.
The results that will be synthesized qualitatively are: cell signaling proteins and wound areas.

We will use a sign to indicate increase (+) and decrease (-) or equal size (=) of the effect measured in the
follow-up between the treatment and control groups. The narrative syntheses will present data in the form of
tables for established patterns and variations.

Effect measure
N/A

Effect models
N/A

Heterogeneity
N/A

Other
N/A
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Analysis of subgroups or subsets

Subgroup analyses
N/A

Sensitivity
N/A

Publication bias
N/A

Contact details for further information

Heitor Gomes de Araujo Filho
heitorgaf@gmail.com

Organisational affiliation of the review

UFS
http://www.ufs.br

Review team members and their organisational affiliations

Dr Heitor Gomes de Araujo Filho. UFS
Ms Mikaella Tuanny Bezerra Carvalho. UFS

Review type

Pre-clinical animal intervention review

Anticipated or actual start date
31 May 2020

Anticipated completion date
16 August 2020

Funding sources/sponsors
CAPES and CNPq, Brazil.

Confilicts of interest

Language

English

Country

Brazil

Stage of review

Review Ongoing

Subject index terms status

Subject indexing assigned by CRD

Subject index terms

Animals; Flavonoids; Wound Healing
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Date of registration in PROSPERO
04 June 2020

Date of first submission
31 May 2020

Stage of review at time of this submission

Stage

Preliminary searches

Piloting of the study selection process

Formal screening of search results against eligibility criteria

Data extraction
Risk of bias (quality) assessment

Data analysis

Started

Yes
No
No
No
No
No

Completed

No
No
No
No
No
No

The record owner confirms that the information they have supplied for this submission is accurate and
complete and they understand that deliberate provision of inaccurate information or omission of data may

be construed as scientific misconduct.

The record owner confirms that they will update the status of the review when it is completed and will add

publication details in due course.

Versions

04 June 2020
04 June 2020

PROSPERO

This information has been provided by the named contact for this review. CRD has accepted this information in good
faith and registered the review in PROSPERO. The registrant confirms that the information supplied for this
submission is accurate and complete. CRD bears no responsibility or liability for the content of this registration

record, any associated files or external websites.
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0 verao e os cuidados com as cicatrizes

A, inda estamos no verao e os
ias sdo mais ensolarados e
quentes em diversas regies do
pais. Nesse periodo é comum o
uso de roupas menores que ex-
poem grandes regides do corpo
e também a pratica de atividades
diversas ao ar livre, proporcio-
nando uma maior exposi¢do da
pele ao sol. Assim, com a radia-
¢do solar mais intensa nessa épo-
ca, o risco de queimaduras, man-
chas e o cuidado com as cicatri-
zes devem ser uma preocupagao,
exigindo atencdo redobrada com
a pele na hora de curtir o calor.

A cicatrizagdo ¢é conhecida
como uma reparagao natural de
um tecido lesado, que no final
gera uma cicatriz. A qualidade
e a velocidade desse processo
dependem de varios fatores, tais
como: o local e o tipo de lesdo;
profundidade; alimentagao; hi-
dratagdo e exposigao excessiva
ao sol, por exemplo. Em geral, o
processo de reparagao tecidual
acontece em trés fases: cicatriza-
¢do, formacao de fibrose e remo-
delamento.

Na formacao de fibrose, o or-
ganismo cria fibras de coldgeno
que recobrem a regido lesionada
substituindo o tecido imaturo
pré-existente. E qualquer alte-
racdo dos tecidos, resultantes
nesse processo, é o que chama-
mos de cicatrizes. Dessa forma,
a formagdo dessas cicatrizes de-
pende de uma resposta adequa-
da da pele & uma injuria. E du-
rante a fase de remodelamento
que acontece a maturacio desse
novo tecido. Ocorre o aumento
gradual da resisténcia dessas
fibras, em consequéncia da sin-
tese e degradacao coordenada
e equilibrada das fibras de co-
lageno. Essa fase de maturagio
e remodelamento dura toda a
vida da ferida, e se estabiliza so-

mente ap6s 1 (um) ano da lesio.
E importante ressaltar, que este
novo tecido adquire em torno de
70% a 80% da resisténcia da pele
anteriormente intacta, sendo a
cicatriz uma regido de tecido
mais suscetivel a ruturas.

Inicialmente, a cicatriz apre-
senta uma coloracdo avermelha-
da e depois de aproximadamente
6 (seis) meses vai ficando mais
escura para posteriormente co-
megar a clarear, geralmente este
processo ocorre por volta de 1
(um) ano apos a pele ter sofrido
a lesdo. A pele apresenta diver-
sos tipos de células e uma delas
€ o melandcito, responsavel pela
produgdo do pigmento (melani-
na). Nos primeiros 3 (trés) meses
apos uma lesdo, a produgao de
melanina é mais intensa e nesse
periodo ¢é preciso manter um
cuidado redobrado, pois, qual-
quer estimulo traumatico (como
a exposicdo ao sol), por menor
que seja, é capaz de hiperativar
os melandcitos, aumentando
excessivamente a produgdo de
melanina e tornando a pele ci-
catricial mais escura de forma
irreversivel.

Além da luz solar, a radiagdo
ultravioleta é um dos maiores
responsdveis pelos danos (en-
velhecimento e manchas) cau-
sados a pele. Podendo atuar de
forma maléfica, dificultando a
recuperacdo completa pds-lesdo
e interferindo na cicatrizagdo
e pigmentagdo da epiderme. O
processo de cicatrizagio varia
conforme cada organismo, e a
exposigao solar pode retardar
todo o processo e suas fases.

Passado o periodo mais criti-
co, de 3 (trés) meses, a melhor
forma de proteger as cicatrizes
do sol é através do uso do prote-
tor solar (com alto fator de pro-
te¢io) e roupas sobre as regioes

afetadas. As maos, face, bragos e
antebragos, que sdo dreas mais
expostas, precisam de uma aten-
¢ao especial. Além do protetor
solar e das blusas de protecio UV,
o mercado disponibiﬁza de luvas
e meias de protegio solar espe-
cificas para areas com cicatrizes.
O uso desses deve ser didrio e
recomendado por profissionais
da dermatologia.

No verdo, além dos cuidados
com o sol a hidratagdo também
é essencial, pois durante a for-
macdo das cicatrizes a regido
lesionada perde a capacidade de
produzir hidratacdo como acon-
tece com a pele intacta e acabam
ficando mais ressecadas.

Portanto, em um pais tropi-
cal como o nosso, ao aproveitar
a praia, areia, rio ou piscina
lembre-se: mantenha a pele
hidratada; beba bastante dagua;
evite ficar ao sol entre as 10:00
e 16:00 horas (periodo de maior
radiagao ultravioleta); use rou-
pas leves e com protegao UV;
passe filtro solar mesmo que ndo
va expor a pele diretamente ao
sol e ndo exponha as areas afeta-
das ao sol por no minimo 1 (um)
ano. Sabendo todos os cuidados
com a pele, é possivel aproveitar
a estacdo mais quente do ano
sem maiores problemas.

Profa. Dra. Rosana de Souza Si-
queira Barreto - Professora Associa-
da do Departamento de Educagdo em
Saude Lagarto, Docente do Programa
de Poés-graduacao em Ciéncias da
Satde (PPGCS) e Ciéncias Aplicadas
a Sadde (PPGCAS) da Universidade
Federal de Sergipe.

MSc. Mikaella Tuanny Bezerra Car-
valho - Enfermeira e Doutoranda
do Programa de Pos-graduagao em
Ciéncias da Saude (PPGCS) da Univer-
sidade Federal de Sergipe.




=

- ar e o = P Py

-

~ =T

FR e e ™R

= e sz

» ke RE W

164

ANEXO G: Texto para a comunidade 11

Texto publicado na coluna Ciéncia e Saude do Jornal da Cidade — Sergipe

CIENCIA E SAUDE

Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncias da Saude - UFS

EDITOR: PROF. DR. RICARDO QUEIROZ GURGEL

COORDENADORA: PROF. DRA. TATIANA RODRIGUES DE MOURA

Potencial dos flavonoides na Cicatrizacao

Considerado um dos maiores cen-
tros de biodiversidade vegetal
do planeta, o Brasil apresenta inu-
meros ambientes e floras especificas
que foram introduzidos na cultura
popular e utilizados para os mais
diversos fins, entre eles o uso no
tratamento de diferentes doengas
agudas e cronicas. Nesse contex-
to, as espécies vegetais para o uso
medicinal tém recebido atencao
especial, pelos diferentes significa-
dos que estas assumem em nossa
sociedade como recurso bioldgico e
cultural, destacando seus potenciais
genéticos para o desenvolvimen-
to de novas drogas. Nos tultimos
anos, diversos estudos envolvendo
plantas medicinais tém discutido o
desenvolvimento de novos recursos
e tecnologias com potencial para
tratar diferentes tipos de feridas
agudas e cronicas, com o minimo
de efeitos adversos, facil aplicacao,
maior eficdcia e baixo custo de tra-
tamento para o paciente. Um dos
grupos de produtos naturais mais
importantes e promissores para o
tratamento de lesGes cutdneas sdo
os flavonoides.

Considerado um grupo diversi-
ficado de fitonutrientes, os flavo-
noides sao encontrados em todas
as partes das plantas, desde a raiz
até as folhas. Sua complexidade
estrutural levou a sua subclassifi-
cacdo em 10 compostos de acordo
com o seu processo de formagao:
antocianinas, leucoantocianidinas,
flavonéis, flavonas, glicoflavonas,
bioflavondides, chalconas, au-
ronas, flavanonas e isoflavonas.
Devido a sua estrutura quimica
basica (trés anéis fendlicos) e a
sua alta distribuicdo na natureza,
os flavonoides se destacam por

apresentarem importantes proprie-
dades farmacolégicas no combate
a inflamacao, hipertensao, estresse
oxidativo e deméncia. Dentre os
flavonoides conhecidos estdo a:
naringina, naringenina, crisina,
quercetina e curcumina, todos com
capacidade de proporcionar um
aumento significativo das taxas de
epitelizagao, taxas de contragao
acelerada da ferida e modulagao
de citocinas inflamatérias. Esses
compostos apresentam um papel
fundamental para o tratamento
de diversas doencas crénicas que
causam lesdes cutdneas como o
diabetes mellitus - um problema
que assola a populagao mundial e
é uma das principais causas de am-
putacdo no mundo.

Uma excelente e bastante dispo-
nivel fonte de flavonoides em nosso
meio vem da casca das frutas ci-
tricas, particularmente da laranja.
A partir da maceragdo e extracao
dessas substincia das cascas da la-
ranja, conseguimos extrair compos-
tos que, concentrados em forma de
6leo, podem atuar em todas essas
doencas ja mencionadas e outras
que estao sendo investigadas. Esta
fonte de flavonoides estd sendo
bem investigada em nosso meio
e a perspectiva € que essas novas
atividades sejam comprovadas nos
préximos anos.

Sabe-se que na escolha de um
medicamento para o tratamento de
lesbes agudas e cronicas, devemos
levar em considera¢do a comple-
xidade das fases do processo de
cicatrizacao e a heterogeneidade
das feridas. Assim, drogas conten-
do flavonoides com propriedades
anti-inflamatdrias, cicatrizantes e
antioxidantes sao vitais na promo-

¢ao do reparo de feridas, pois atuam
em todas as fases do processo de
cicatrizacao de feridas para que a
reparacio ocorra de maneira rapida
e eficaz.

Vale ressaltar que uma das li-
mitagoes dos flavonoides como
tratamento promissor na cicatri-
zacao de feridas estd em sua baixa
solubilidade em agua. Nesse con-
texto, a fim de superar essa baixa
biodisponibilidade, estudos envol-
vendo flavonoides e estruturas em
nanoescala tém sido desenvolvidos
com o objetivo de aumentar a es-
tabilidade e solubilidade, e reduzir
os efeitos colaterais, tornando o uso
terapéutico dessas substincias mais
seguro e eficiente entre eles estdo:
nanoemulsao, nanoparticulas, lipos-
somas, nanocdpsulas, nanofibras,
hidrogel, membrana, gelatina e
emulsao. No entanto, apesar dessas
limita¢oes, os flavonoides sao fer-
ramentas potenciais extremamente
promissoras para uso no desenvol-
vimento de terapias de feridas pois
podem trazer beneficios no que se
refere a inflamacdo, a cicatrizagao
de feridas e a prevengdo ou recupe-
ragao de cicatrizes patoldgicas.

Profa. Dra. Rosana de Souza Siquei-
ra Barreto - Professora Associada do
Departamento de Educagao em Saude
Lagarto, Docente do Programa de
Pos-graduagao em Ciéncias da Satde
(PPGCS) e Ciéncias Aplicadas a Saude
(PPGCAS) da Universidade Federal de
Sergipe.

MSc. Mikaella Tuanny Bezerra
Carvalho - Enfermeira e Doutoranda
do Programa de Pds-graduagao em
Ciéncias da Saude (PPGCS) da Univer-
sidade Federal de Sergipe.
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O isolamento social, as novas
praticas e a saude da pele

O isolamento social ainda conti-
nua sendo a melhor forma de conter
a disseminacao do coronavirus. Apés
um pouco mais de um ano desde o
inicio da pandemia, o isolamento
tem causado profundas mudangas
(novas préaticas) nas condigoes de
vida de milhoes de pessoas e muita
preocupagio no dia-a-dia da popu-
lagdo que sofre diante das incertezas
sobre a progressdo da COVID-19.
Tudo isso tem gerado consequéncias
significativas na satude geral e em
doencas crénicas coexistentes.

No Brasil, uma pesquisa realizada
pela Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ) constatou que du-
rante a pandemia houve um aumen-
to de 90% nos casos de depressio;
71% nas crises de ansiedade e 40%
de estresse agudo. Algumas pessoas
sensiveis ao estresse, portadores de
transtornos ansiosos e depressivos,
pioram muito com a experiéncia de
quarentena, principalmente pela
perda de liberdade. Segundo a So-
ciedade Brasileira de Dermatologia
(SBD), ja é comprovado que estres-
sores psicoldgicos sdo gatilhos para
0 aparecimento ou piora de doengas
cutdneas. A presenca desses estresso-
res, tanto internos quanto externos,
rompem o equilibrio do organismo,
estimulando uma série de reagoes
do sistema neuroenddcrino afetando
vdrios aspectos imunolégicos das
doengas da pele, como a dermatite
atépica (DA).

Considerada uma doenca psico-
dermatolédgica, DA € caracterizada
principalmente pela perda da barrei-
ra epidérmica associada a inflama-
¢ao crénica da pele, gerando prurido
(coceira), xerose cutdnea (pele seca),
além de sensibilizacdo epidérmica e
imunoldgica. Suas causas envolvem
fatores ambientais que interagem
com os defeitos da barreira genética
da pele, além da superexpressido de

fatores imunes como células Th2, as
quais estao envolvidas na ativagao
da resposta inflamatéria. Devido a
sua forma clinica intensa com lesoes
de pele eczematosas (avermelhadas)
que podem ocupar grandes dreas
expostas como a face e os membros
superiores, a qualidade de vida dos
pacientes com DA também ¢ afetada
com episddios de constrangimento,
estigmatizagao e vergonha.

As recomendagbes para conter
a disseminagao do virus como a la-
vagem cuidadosa das maos e o uso
frequente de antissépticos tépicos
podem levar ao agravamento da DA.
Na verdade, a lavagem e higieniza-
¢do das maos por repetidas vezes
levam a uma maior ruptura da bar-
reira da pele e subsequente eczema
das maos. Uma pesquisa realizada na
China em maio de 2020, constatou
que a DA afetou mais de 97% dos
profissionais da satide devido as re-
comendacoes dos cuidados de higie-
ne e ao uso prolongado dos equipa-
mentos de prote¢ao individual (EPI).

A ciéncia hipotetiza que neste
periodo de isolamento social muitas
pessoas diminufram a prdtica de
atividade fisica e a rotina correta de
alimentagao. Isso tem contribuido
para o aumento de uma dieta rica em
gorduras saturadas, carboidratos re-
finados e aumento de peso, e o con-
sequente surgimento e exacerbagao
da DA. A reducdo da atividade fisica,
é um fator pré-inflamatério impor-
tante que pode induzir ao aumento
das crises de dermatite. Somados
a isso, é possivel que o isolamento
social também esteja associado a
menor exposicao a luz solar e que,
juntamente com a alta temperatura
e uma baixa umidade, estes fatores
podem exercer um efeito imunossu-
pressor na DA.

A DA ndo tem cura conhecida e
seu risco multifacetado e fisiopato-

logia representam um desafio para
um tratamento eficaz. A preven¢ao
deve envolver o controle da doenga
com reposi¢ao da barreira cutinea
e o estabelecimento de uma rotina
didria de cuidados com a pele. Isso
requer o monitoramento dos gatilhos
da DA; ingestdo de dgua abundante;
hidrata-cao cutinea constante; ade-
réncia ao tratamento medicamento-
so; alimentacdo adequada; prética
de exercicio fisico; exposi¢ao ao sol
frequente e a educagao continuada
dos familiares e do paciente sobre
a doenga. Evidéncias cientificas
sugerem que a DA é melhor contro-
lada quando existe atuagao de uma
equipe multiprofissional constituida
de médicos especialistas (como der-
matologistas, pediatras e alergistas),
enfermeiros, psicélogos, educadores
fisicos e nutricionistas para abordar
a conduta terapéutica, fatores psicos-
sociais e aqueles referentes a quali-
dade de vida geral do paciente. Esses
sdo tempos de muitos desafios para
o cuidado da pele! Portanto, diante
do cendrio atual, atentar para essas
praticas podem ajudar a aumentar
a hidratacao, reduzir a secura, infla-
macao e coceira cutdnea. Afinal, a
nossa pele é o maior e mais eficaz ini-
bidor de patégenos que possuimos.

Profa Dra. Rosana de Souza Si-
queira Barreto - Professora Asso-
ciada do Departamento de Edu-
cacao em Saude Lagarto, Docente
do Programa de Pés-graduagao em
Ciéncias da Saude (PPGCS) e Cién-
cias Aplicadas a Saude (PPGCAS) da
Universidade Federal de Sergipe.

MSc. Mikaella Tuanny Bezerra
Carvalho - Enfermeira e Doutoran-
da do Programa de Pés-graduacao
em Ciéncias da Salide (PPGCS) da
Universidade Federal de Sergipe.
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ANEXO I: Texto para a comunidade 1V

Texto publicado na coluna Ciéncia e Saude do Jornal da Cidade — Sergipe

CIENCIA E SAUDE

Programa de Pos-Graduacio
em Giéncias da Sadde - UFS

CDITOR: P80 DA MCARDO QUI MOT GUAGEL

Plantas medicinais e seu papel promissor
no desenvolvimento de pesquisas para
o manejo de feridas diabéticas

acordo com a Sociedade Brasileira
de Diabetes (SBD), o diabetes mellinus
(DM) ¢ considerado um distdrblo endd-

tiam 285 milhdes de diabéticns, e para o
ano de 2030 estima-se, em todo o mundo,
rommm.mm

individuos. Sabe se que o impacto global
do diabetes, incluindo DM tipo 1 e tipo 2, é
alarmante, custando aos sistemas de satide

ration (1IDF), em 2019, o Brasil estava entre
o8 cinco paises no mundo com o malor
nimero de diabéticos, estimado em 168
milhbes de pessoas, tendo um aumento
de 61.8% dos casos nos ditimos 10 anos.
Um estudo brasileiro de 2018 estimou que
havia 829.724 possivels individuos com
neurolsquemia devido ao diabetes, dos
quals 43,726 teriam diceras nos pés, € que
se metade desses pacientes tivessem wma
ulcera crinica infectada, isso resultania em
11.254 amputacies.

No estado de Sergipe, 0 Hospital de Ur

mentos cindrgicos de , sendo o
DM a doenca por 0% dessas
crurgias. Assim, hd um alto grau de mor

nchlemmummom além de
altos custos para o sistema de satdde, torman
do as feridas dabéticas um grave problema
de satide publica ¢ um desafio mundial para
profissionais e pesquisadores.

dos avangos da cénda ¢ tecno-

resisténcia por microorganismos, bem como
0 alo custo dos medicamentos, voltaram a

atenclo dos pesquisadotes para as fontes

naturas de para o tratamento de
maﬂ“
Consderado o pais que detém a maor
biodiversidade de espécies naturais do
planeta, o Brasil ¢ fonte de substincias
blologicamente ativis ¢ a sua preservacho
¢ fundamental tanto pelo valor intrinseco
dessa imensa riqueza bloldgicn como pelo
seu enorme potencial como fonte de novos

plantas nativas da regido. Em um amblente
marcado pela escassez de recursos hidricos

terebinthifolia), o umbuzeiro (Spondias
tberosa), a gotabeira (Padium guajava),

(Aloe vera) ¢ a canela de velho (Miconia
Albicans). Usna das mais recentes pesquisas
com o sambacaitd ou canudinho (Hyptis
pectinata), realizadas pelo nomo grupo na
UFS, tem revelado resultados positivos para
a doatrizagho de feridas abertas. A medida
que o conhecimento popular se encontra
com a oéncia moderma, abvese uma nova
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ANEXO J: Meng¢do Honrosa no IX Simposio Plantas Medicinais do Vale do Sao
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ANEXO K: Meng¢do Honrosa no IX Simposio Plantas Medicinais do Vale do Sao

APOIO

UNIVASE

UNIVASF

| PPGB
:...iltatﬂunﬁumhﬂt .

SBPM

Sacledade Brasileira
de Plantas Medicinais

Q

Sociedade Brasileira
de Farmacognosia

\mm NP

Francisco e 3rd France-Brazil Meeting on Natural Product

¥ ‘ Certificamos que o trabalho
h EFEITO DO FILME BIOATIVO DE CC mngoz:zco FLAVONGIS N
— - RAGAC AS EM RATOS WISTAR
L — L

8* B LANTAS
é_p_zs_m ooVALE

4

:C::: Bra S..r::c o8 fatandl ..

LEGLEY .t.N[__

,Dm_u._._ﬂ_0>0 C

!m m=83§__.< SANTANA om OLIVEIRA; ADENILSON DOS SANTOS; ALAN SANTOS
| IKAELLA TUANNY BEZERRA CARVALHO; ANA MARIA SANTOS o:<m_=> MAIRIM
650 SERAFINI; JULLYANA DE SOUZA SIQUEIRA QUINTANS; LUCINDO JOSE QUIN
g>=n_o ROBERTO VIANA DOS SANTOS; ANDRE SALES BARRETO2; ROSA
BARRETO
recebeu =mzo> HONROSA no IX Simpésio Plantas Medicinais do V




ANEXO L: Tabela 1: Viséo geral das caracteristicas dos estudos incluidos.

169

Pais/Ano Flavonoide Grupo Subclasse Dose/ Con_centragao Modelo/Método Espeme Resultados Mecanismo de agdo Referéncias
Controle (via) animal proposto
Promoveu resposta
inflamatoria e exprﬁ;l;g]oegtezo\?éGF-
angiogénese, que :
. . .. 4, Flk-1, Ang-2, tie-1,
China, 2020 Isoliquiritina DMSO (Dimetil  Isdelavonoide 10%522;‘(%’ mi gg%ﬂeggfr;eg?; Eggg:f.esrr? desif]’q“%i’t‘::t‘éspﬁge's TGF-B, IL-1p, MMP-  (LIU Y.-Y. et
Sulféxido) P er(])mO(;éo T 13, MMP-9e SOD1  al., 2020)
¢) P xe
cma}relrzizc;::o de Redugéo de TNF-a
O grupo alginato +
1%, 10% e 20% Modelo de ferida 20% naringenina
Iri. 2020 Naringenina Gaze Estéril Flavanonas (incorporados em excisional de Ratos Wistar teve o melhor N&o Relatado (SALEHI M.
' g O adesivo no local da espessura fotal machos fechamento da ferida (NR) et al., 2020)
leséo) P entre 0s outros
grupos
Droga promissora de
. Diidromiricetina e Solucio Salina I\/_Iodelo~de Ratos Wistar uso topico para (SHEVELEV
Russia, 2020 diidroauercetina G Flavanol NR infeccdo machos tratamento de Ulceras NR A.B.etal.,
q ) purulenta tréficas e 2020)

queimaduras
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Melhora da
cicatrizacdo de
. . - Aumento de IL-10 (CHOUDHA
p 0, 0, 0, '
india, 2020 Quercetina NR Flavonol 0.03%,0,1%¢€0,3%  Modelo de ferida  Ratos Wistar feridas pela VEGFe TGF-fle  RYA etal,
(topico) de espessura total machos modulagdo de ST
L diminuicéo de TNF-a 2020)
citocinas e fatores de
crescimento
Aumento de
O tratamento inibiu macréfagos M2, IL-
. Ratos Wistar as reacoes 10, CD31 e VEGF-a
China, 2020 Quercetina NR Flavonol 10, Z?tg ‘:BOTg/mI gg%ieggfr;etg?; machos inflamatérias e (F;JOSIO?I.,
P P (diabéticos) acelerou o reparo da Reducéo de
ferida diabética macrofagos M1, 1L-6
e TNF- o
Modelo de ferida . O tratamento
0,
Ird, 2020 Hesperidina Gaze Estéril Flavanonas %tg 1|20/; excisional de Ra:rc:zc\cg:tar aumentou a taxa de NR (BAGHER et
6 P espessura total contragdo da ferida al., 2020)
Aumentou a taxa de
. contracéo da ferida
Paquistdo, 2019 Curcumina Rifampicina Polifenol 10, 20, 30 mg/m| QuelTadura Coelhos machos acelerando o NR (ABBAS et
+ (tépico) de 2° grau al., 2019)
(+) processo de
reparacdo tecidual
Modelo de ferida Ratos Wistar Mi%i:;%]aiféerlit)ossna;s“_
Turquia, 2019 Kaempferol NR Flavonol 0,5e1% excisional de diabéticos . o NR (OZAY etal.,
- X et e feridas incisionais e
(topico) espessura total e ndo diabéticos S 2019)
excisionais
O tratamento
apresentou
L - . Aumento de IL-6
. 0 . - il
Crisina: 5, 10 € 159%; 14016 de ferida propriedades anti-— > TiMpi1e  (MOHAMM
x . NR Crisina + Curcumina: g . inflamatdrias em
Ird, 2019 Crisina Flavona excisional de Ratos Wistar - TIMP-2 ADl et al.,
5,7,5e 10% varias etapas do
P espessura total 2019)
(topico) processo de

cicatrizacdo de
feridas

Reducéo de iNOS
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O tratamento
mostrou aumento da
taxa de contragéo da

Aumento do KI67 e
VEGF

Nenhuma alteragdo
significativa foi

india, 2019 (Epi alfg:gg uina- NEOskin Flavanol (topico) gg%ieggfr;etgfs Ratos Wistar ~ ferida, aceleragdo do  observada nos niveis (KZAOFigtt))al.,
P9 alato)q +) P processo de de ALT, AST, uréiae
g cicatrizacéo e efeitos creatinina
anti-inflamatérios
Reducdo de TNF-a e
IL-6
O tratamento
mostrou efeitos
China. 2019 Puerarina PBS (Tampi Isoflavona 0, 5e 10 mg/mL Modelo de ferida Ratos Wistar antioxidantes e Aumento SOD e GPx (ZHANG et
' (Ta pao (topico) de espessura total machos aceleragdo do x al., 2019)
Fosfato Salino) processo de Reducéo de MDA
) cicatrizagdo
Hidrogéis contendo
proantocianidinas
. Ratos Sprague 580 materiais de
0,
Taiwan, 2019 NR Solucdo Salina  Proantocianidinas (téoi?o) gg%ﬂegs&;e;?; Dawley curativos NR (LIZL(J)le;)aI.,
) P p (SD) promissores para o
tratamento de feridas
cutaneas
Validou a aplicacéo
de nanofibras
. . contendo -
india, 2019 Quercetina Gaze Estéril Flavonol (t6pico) gg%ﬂ;ﬁgjr;e;?; Raﬁgzc\m:tar ciprofloxacina HCl e R%s;agg)s gscr%t_als (Q\IJMzéngft
) quercetina como um "

potente curativo
para feridas
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Aumento da
expressdo de IL-10 e
diminuicdo da
Tem potencial para  expressdo de NF-«xB e
0.004%, . . acelerar a TNF-a
india, 2019 Icariina NR Flavonol 0.02%, 0.1% e 0.5% Modelc_> (.je ferida Ratos Wistar cicatrizacéo de (SINGH et
2 excisional machos : R al., 2019)
(topico) feridas cutaneas Aumento da
em ratos expressdo de CD-31
Reducdo de MMP-2 e
MMP-9
O tratamento
Chi 10 mg/ml Modelo de ferida Ratos diabéticos apresentou Reducao de IL-6, (HUANG Y-
ina, 2019 EGCG NR Flavanol L . . W. etal.,,
(topico) de espessura total machos propriedades anti- IL-18 e TNF- o 2019)
inflamatorias
Aceleragdo da
100 mg/k Irradiagdo da pele Clgat'rcljzagéo - s j0d HADDADI
Ird, 2018 Hesperidina NR Flavanona mg/kg usando Ratos SD freridas, em Uperexpressao de (
(oral) particular, de lesGes VEGF et al., 2018)
cobalto-60 R . :
cuténeas induzidas
por radiacdo
Potencial para
Camundongos utilizacdo
PBS (-) 0.1g Modelo de lesio  BALB/c fémeas como agente Reducéo dos niveis de (CHENG et
China, 2018 Apigenina Aquaphor (+) Flavona (tébico) cutanea com fita livres de antimicrobiano TNF-o, IL-1pB, € IFN- al., 2018)
Mupirocina (+) de autoclave patégenos topico contra S. Y N
especificos aureus e cicatrizaco
de feridas
Melhora do processo
de cicatrizagdo do
Turquia, 2018 Luteolina Flavona 05%el% Modelo de ferida Ratos Wistar tecido cutaneo, tanto NR (OZAY etal.,
' NR (topico) de espessura total machos em feridas diabéticas 2018)

€como nas nédo
diabéticas
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Agua Destilada

25, 50 e 100 mg/kg

Modelo de ferida

Aceleracdo da
angiogénese e
vasculogénese e

Regulagdo positiva de
VEGF-c, Ang-1/Tie-

(Lletal,

China, 2018 Hesperidina A Flavanona (oral) de espessura total Ratos SD melhora da 2, TGF-B e expressdo 2018)
cicatrizagdo do mRNA de
de feridas SMAD-2/3
Pode ser um farmaco
Promissor para Ativacdo de AKT e
promover a migracéo ERK
30 UM - e proliferagdo de
China, 2018 Icariina PBS (-) Flavonol (injetado no tecido gg%ielgsgjr;e;?; Ratos SD queratindcitos, Inibicio de 1L-6 e (Mlzg'lg; al.,
circundante) P acelerarando o Gao. ~
TNF-o e indugdo de
processo de IL-10
cicatrizacdo de
feridas
Reduziu o tempo de
- . 0,5% e 1% Modelo de ferida 1o o cicoc oo s s do (PONRASU
India, 2018 Morina Gaze de algodio Flavonol P excisional de ~ - NR
(topico) espessura fotal machos contragdo da ferida etal., 2018)
9 P acelerando a sintese
de colageno
. Aumentou a taxa de
x - Gaze estéril 1.50%,3%e6 % Mode_lo_ de ferida Ratos Wistar contracgdo da ferida (SALEHI et
Ird, 2018 Naringina Flavanona ' - excisional de S NR
) (topico) espessura total machos acelerando a sintese al., 2018)
P de colageno
Promoveu melhorias
nas C|t_ocmas Aumento de IL-10 e
envolvidas na GSH
25 mg/k Modelo de ferida Ratos diabéticos inflamagao e no (AHMED et
Egito, 2018 Quercetina NR Flavonol (orgl) g excisional de machos sistema de defesa Reducéio de IL-1p al., 2018)
espessura total antioxidante, bem ¢ ’ o
) TNF-a, PGE-2,
como na melhoria da LTB-4 e LPO

cicatrizacéo de
feridas
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200 pl Modelo de ferida Camundongos Optrrgr?&z;to ex r':sl{srgg rc]it: IgaRTS (SEO et al
Coreia, 2017 Glicitina DMSO (-) Isoflavonas oM machos e regeneracao p ' "
(topico) de espessura total " SR KRT14, KRT10, 2017)
Madecassol (+) fémeas epidérmica e KRTL, ¢ TGF-BI
Fucidine (+) ativacdo dérmica '
Oagrag:er:fgso Aumento de IL-6,
. . - MMP-2, MMP-8
Crisina: Modelo de ferida propriedades ' ’
Ird, 2017 Crisina NR Flavona 5,10 e 15% excisional de Ratos Wistar anti-inflamatorias MMP.I'_?MTF!'\SP'l € (IXI‘S:-IAMM
. . ‘- - etal.,
(topico) espessura total em varias fases do 2017)
__ processo de . Reducéo de iINOS e
cicatrizacdo da ferida
p53
i Solugéo Salina Modelo de ferida ?:nTrzngoo(:jaat?exr? dc;e (VEDAKUM
India, 2017 Quercetina ) Flavonol (tépico) excisional de Ratos Wistar N P NR ARl etal.,
acelerando a sintese
espessura total . 2017)
de colageno
Reducéo de, TNF-o,
IL-6, NO, IL-1B,
PGEZ2, caspase-3
O tratamento ! '
Avrébia Saudita, N 25,50€ Queimadura de Ratos Wistar mostrou efeitos LTB4 e NF-«B (AL-
Naringenina NR Flavanona 100 mg/kg/dia R g i ROUJAYEE,
2017 % primeiro grau machos anti-inflamatorios Lo
(suplementacéo oral) e antioxidantes Restaurou os niveis 2017)
de TBARS e GSH
Aumento de GST,
GPx, SOD e CAT
Aernaoiss ST
p 9 i i
India, 2017 Quercetina DMSO Flavonol 0.1, 1'(,) €10.0% Modelo de ferida  Ratos Wistar apresenta valores de SOD, ti6is (KANT V. et
(topico) de espessura total machos propriedades . S al., 2017)
(-) cicatrizantes totais, radicais O2- e
niveis de MDA
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A liberacdo
sustentada de rutina
numa forma Reducéo do nivel de
. (ASFOUR et
Egito, 2017 Rutina NR Flavonol 0.5ml-0.025% p/v  Modelo de ferida Ratos Wistar SO|UbI|I2adE.1 pode_ter MDA e aumento de al., 2017)
(tépico) de espessura total  albinos machos um ppten_mal efeito GSHe CAT
de cicatrizagéo de
feridas
Reducdo de TNF-a,
Potencial terapéutico iINOS, COX2 e NFkB
na prevencéo e
_ _ Camundongos tratamen_to de feridas Aumento de Nrf2,
Republica da L fl 0.025% e 0.1% Modelo de ferida ICR fémea cronicas pela HO-1, GPx, e CAT (EO; LEE;
Coreia, 2016 Genisteina NR Isoflavona (via oral) de espessura total diabéti modulagdo da LIM, 2016)
iabéticas . ~ .
inflamac&o e estresse  Restabelecimento de
oxidativo durante a NLRP3, ASC e
fase inflamatoria caspase-1 ao nivel
basal
Promoveu a
cicatrizacdo de
. . feridas cutaneas Reducdo dos niveis de
) Flavanol _ 10 mg/kg Modelo de ferida Ratos Wistar provavelmente TNE-o (Lletal.,
China, 2016 EGCG NR (intraperitoneal) de espessura total machos através de seus IL-1 Ii_-6 2016)
efeitos combinados pe
na modulacéo da
inflamacé&o crénica.
, Modelo de _ Pode ser um
0.30ml/4 cm ueimadura de 2° Ratos Wistar tratamento NR (GOUMA F.
Grécia, 2016 Quercetina NR Flavonol (topico) q grau fémeas alternativo para et al., 2016)

queimaduras
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Promoveu a
cicatrizacdo de
feridas modulando as
citocinas, os fatores

Aumento de VEGF,
TGF-B1, IL-10 e (GOPALAK

P . 0.1% Modelo de ferida ~ Ratos Wistar de crescimento e as
India, 2016 Quercetina NR Flavonol (topico) de espessura total machos células envolvidas CD31 RLSIHIZ\IQEI)H
| has fas’e_S Reducéo de TNF-a
inflamatoria e
proliferativa da
cicatrizagdo
Niveis restaurados de
SOD, GSH, MDA,
MPO, NO
O tratamento exerce Aumento da
Sulfato de - potencial para regulacdo de mRNA
P - Framicetina 1,2e4% Model_o_de ferida Ratos Wistar cicatrizacéo de de SMAD-3, VEGF e (KANDHAR
India, 2016 Naringina Flavanona . excisional e . . . E AD.etal,
+) (topico) S machos feridas através da TGF-B e colageno
incisional x . 2016)
expressdo regulada tipol
da fase inflamatdria,
Reducdo de TNF-a,
IL-1p, IL-6, IL-8,
NF-xB, SMAD-7 e
Bax
O tratamento Aumento da
i Modelo de ferida Ratos Wistar apresentou requlacio de SOD (SHUKLA et
India, 2016 Apigenina Betadine Flavona NR de espessura total diabéticos propriedades guac ' al., 2016)
o GSH e CAT
(+) antioxidantes
Promoveu a
Camundongos  migracdo de células-
. - C57BLKS/ tronco mesenquimais
Japéo, 2015 Cinamtanina B-1 PBS Proantocianidinas -2 € 24 ne/ferida - Modelo de ferida JLepr® in vivo e melhorou a NR (FUJITA et
O] (t6pico) de espessura total . AT al., 2015)
fémeas cicatrizacéo de

feridas em
camundongos




177

Preveniu a formagéo
de lesdes cutaneas
anulando os varios

Italia. 2014 Quercetina NR Flavonol 20 pul TPA dissolvido Cﬁnggﬁ?gggo processos A atividade da MPO (C':S;';NGI
' (topico) em acetona : bioquimicos foi inibida. .
(CD-1) 2014)
que causam
perda epitelial e
danos a pele
Diminui¢do da
expressdo de TNF-a,
IL-1B e IL-6
Diminuicéo do Aumento da
, Ratos Wistar atraso na expressao de IGF-1, (K,ANDHAR
4 . Modelo Ulcera do o E; GHOSH,;
P . Agua destilada 20, 40 e 80 mg/kg PN machos cicatrizacdo de VEGF-c, Ang-1,
India, 2014 Naringina Flavanona pé diabético S , AP BODHANK
) (oral) diabéticos Ulceras diabéticas TGF-p
- AR, 2014)
cronicas
Aumento de SOD e
GSH
Reducéo de MDA e
MPO
Evidenciou uma
» 5 ma/dia Modelo de ferida Ratos SKH- reepitelizagdo mais NR Jé)LISI\IIDEE'I%;et
Espanha, 2014 Apigenina Gaze esteril Flavona ng de espessura total  1/CRL machos  réapida no 7° dia p6s
) (topico) lesi al., 2014)
esdo
O tratamento
— . Aumento da (LODHI;
- - 0, 1
india, 2013 Luteolina lodopovidona Flavona 0’(%69 i(l’g)@ ggﬁ?ﬁgg Rgitgsé\{\igzgar E:grﬁggézlés regulacéo de SOD, SINGHAL,
™) P Entigxidantes GSHe CAT 2013)
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Recuperou a

Supresséo de FoxO1,

. . Camundongos cicatrizagéo i .
. - 0.2, 1e5mg/kg/dia  Modelo de ferida - da atividade de iINOS ~ (TIE etal.,,
China, 2013 Genisteina NR Isoflavona (subcutaneo) de espessura total C57BL/6 retardada da ferida e 2013)
machos melhorou a
angiogénese
Novo(b +';) cina 200 pg /ml Tem uma atividade (R'?:EAMMANI
india, 2013 Quercetina Cloranfenicol Flavonol € F§r|~da tipo Ratos _Alblnos uc_atnzan_te € KALAIVAN
*) 100 pg /ml excisdo aberta Wistar antibacteriana AN:
(topico) significativa SIVAGNAN
AM, 2013)
Proporcionou
) ~120 g/ml . . condicdes ideais para (JAISWAL
india, 2013 EGCG Solugdo Salina Flavanol e gg%ieggjr;etggg Ra:gzcm:tar a cicatrizagéo M. etal.,
Q] ~160 g/ml P ininterrupta de MMPs —2e 9 2013)
feridas
Melhora da
Modelo de ferida Ratos Wistar cicatrizacdo de (MCKELVE
Nova Zelandia ECG NR Flavanol 0.8 mg/ml de espessura total recém-nascidos  feridas e reducédo da atividade total de Y;
2012 ' (intradérmica) p machos formagé&o de APPLETON,
cicatrizes 2012)
Modulou os
processos
Modelo de defeito inflamatdrios e
x e . 6, 1? r_ng/ ml cuténeo de Ratos Wisar celularidade total e (ORYAN et
Irg, 2012 Silimarina Flavolignanas (topico) al., 2012)
NR espessura total melhorou a

maturidade celular e
tecidual
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Reduziu a area da

. . ferida durante a fase (YAMAGUC
Japéo, 2012 Daidzeina NR Isoflavona 70-75 mg/dia Modelo de ferida Camy ndongos inflamatéria e NR HIK. etal.,
(oral) de espessura total fémeas
promoveu a 2012)
reepitelizacdo
Promoveu processos
proliferativos na (SHUBINA,;
, - iml Queimadura Ratos Wistar epiderme e NR SHATALIN,
Russia, 2012 Taxifolina NR Flavanonol (topico) quimica machos diminuicédo do 2012)
(&cido acético) processo
inflamatério
. . Melhora da
Modelo de ferida Ratos Wistar S (ALMEIDA
Brasil, 2011 Rutina NR Flavona 059 de espessura total machos agatnzagqo de Aumento de CAT etal., 2012)
(topico) feridas cutaneas
Reducao do estresse
oxidativo e
modulagdo da Reducéo da expressdo
Modelo de ferida ~ Camundongos eXpressdo d,e de Cu, Zn-SOD e Mn- (PARK etal,
- - NR 0.025% e 0.1% " citocinas pro- x 2011)
Republica da Genisteina Isoflavona R . de espessura total ICR fémeas - - SOD e a expressao de
" (via oral) inflamatdrias durante . e
Coréia, 2011 . CAT ndo diferiu
a fase inicial da
cicatrizacdo de
feridas
Aumentou a forca de
" i;%?stggaen:uﬁgg?oﬂaa NR (QIN'Y. et
Coréia, 2010 EGCG Agua destilada Flavanol 1 mg/100 g por peso  Modelo de ferida  Ratos Sherman al., 2010)

)

corporal
(oral)

de espessura total machos

porcentagem de
contracéo da ferida
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A genisteina foi
eficaz em melhorar a

Aumento da

1el0 mg-kg'1 Modelo de ferida Ratos SD cicatrizacdo da pele  expressao de TGF-B1 (MARINI et
Italia, 2010 Genisteina NR Isoflavona (subcutaneo) de espessura total fémeas e resisténcia & tragéo TG2 e VEGF al., 2010)
da ferida
Ratos BKS Melhora da
eneticamente cicatrizacdo de
g diabético feridas em Aumentou a
NR 01 mL Modelo de ferida (Cg-1 camundongos imunorreatividade de  (KIM etal.,
Japdo, 2008 EGCG Flavanol (t6 ico) de espessura total Leordb /gLe rdb diabéticos pela Ki-67, CD3l e a- 2008)
P P P aceleragdo da actina de musculo liso
1JCL) A
reepitelizagdo e
angiogénese
O ECG pode
melhorar x .
. s Regulagdo positiva  (KAPOOR et
Nova Zelandia, ECG Solugéo Salina Flavanol _ 0.8 rr]g/rr_ll Modelo de ferida Ratos SD S|gn|f|cqt|vamente a de VEGF, COX e al., 2004)
(intradérmica) de espessura total machos qualidade da -
2004 6] S x iNOS
cicatrizacdo de
feridas
: . Colageno 1ml Modelo de ferida - Aumento da taxa de (GOMATHI
India, 2003 Quercetina (f) Flavonol (topico) de espessura total Ratos Wistar contragdo da ferida NR et al., 2003)
. Promoveu a
_ _ 300-400 mg/kg Modelo de ferida Ratos SD cicatrizagio de NR (WILHELMI,
Suica, 1979 Rutina NR Flavonol (oral) de espessura total machos feridas 1979)

Fonte: Propria do autor.

SIGLAS: ALT, Alanina aminotransferase; Ang-1, Angiopoietina-1; AST, Aspartato aminotransferase; CAT, Catalase; COX, Ciclooxigenase; ECG, Epicatequina galato;

EGCG, Galato de epigalocatequina; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; GPx, Glutationa peroxidase; GSH, Glutationa reduzida; GST, Glutationa S-transferase;
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IFN-y, Interferon-gama; IGF-1, fator de crescimento semelhante a insulina-1; IL-12, Interleucina-12; IL-1, Interleucina-1; IL-10, Interleucina-10; IL-1, Interleucina-1p; IL-6,
Interleucina-6; iINOS, 6xido nitrico sintase induzivel; LPO, peroxidacdo lipidica; LPS, Lipopolissacarideo; LTB-4, Leucotrieno B4; MAPK, proteina quinase ativada por
mitégeno; MDA, Malondialdeido; MMP-13, Metaloproteinase de matriz 13; MMP-2, Metaloproteinase de matriz 2; MMP-8, Metaloproteinase de matriz 8; MMP-9,
Metaloproteinase de matriz 9; MPO, Mieloperoxidase; NFxB, Fator nuclear kappa B; PI3K, Fosfoinositideo 3-quinase; ROS, espécies reativas de oxigénio; SOD, Superdxido
dismutase; TG2, Transglutaminase 2; TGF-B1, fator de crescimento transformador B1; TIE, Tirosina quinase; TIMP-1, Inibidor da metalopeptidase 1; TIMP-2, Inibidor da
metalopeptidase 2; TNF-a, Fator de necrose tumoral a; TPA, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato; VEGF, Fator de crescimento endotelial vascular; y-PGA, Poli (acido y-

glutdmico).



