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“E comum vermos homens zombarem do que
ndo podem compreender”
(Sir Arthur Conan Doyle)
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RESUMO

A cicatrizagao de lesdes é a capacidade de regeneracao para que a pele possa
continuar exercendo a funcdo de protecdo. Compostos de origem natural sdo
comumente utilizados para tratar doencas e sintomas devido a sua eficacia e
baixo custo. A nanomedicina é uma nova tecnologia que vem demonstrando uma
melhora na entrega sustentada de farmacos melhorando diversos tratamentos.
Neste sentido, a incorporacado de produtos naturais em nanocarreadores vem se
mostrando eficiente no tratamento de lesdes cutaneas. Sendo assim, o presente
estudo visa avaliar o efeito de compostos naturais utilizando nanocarreadores
sobre o0 processo de cicatrizagdo. Camundongos machos da linhagem Swiss,
foram randomicamente divididos em 4 grupos (Controle sem nenhum tratamento,
nanoparticula vazia e dois conjuntos com compostos naturais em nanoparticulas,
sendo férmula completa contendo Acido Hialurénico, Acido Kdjico, Retinol e T-
Growth e a férmula parcial contendo apenas Acido Hialurénico, Acido Kdjico e
Retinol). Foram realizadas lesdes cutdneas de 1cm? no dorso do animal que
receberam diariamente 50ul das formula¢des ou do veiculo. A avaliacdo das
lesdes ocorreram no 3°, 7°, 10°, 12° e 14° dia de tratamento. A pele foi extraida
nos dias 3 e 14 e parte utilizada para confec¢ao de laminas histolégicas, coradas
em Hematoxilina e Eosina e Tricromico de Masson, para analise da epitelizagao,
neovascularizagdo e colageno. A outra parte do tecido foi usada para analise
bioquimica dos mediadores P38 e NFkb (envolvidos na proliferagao celular),
SIRT-1 (envolvido na sobrevida celular), PGC1 e TFAM (envolvidos na biogénese
mitocondrial) pela técnica de Western Blotting. A analise estatistica foi realizada
utlizando a variancia ANOVA two-way e o nivel de significancia utilizado foi de
p<0,05. O estudo foi aprovado pelo Comité de ética em uso de animais sob
protocolo 1285201021. A avaliagao do processo de cicatrizagao revelou que o
grupo tratado com a formula completa apresentou uma aceleracdo na
aproximacao das bordas no 3° dia de tratamento da fase inflamatdria do processo
de cicatrizagdo quando comparado ao grupo sem tratamento. Ainda, ao longo do
tratamento, os resultados da férmula completa se mantiveram elevados
comparados a férmula parcial (7 dia) e ao veiculo (10 e 12 dia). Nao houve
diferenca estatistica nas analises de epitelizacdo e neovascularizagao. A formula
completa teve um aumento do NFkb e sustentou até a fase de remodelagao, tendo
também uma diminuigdo do TFAM na fase inflamatoria. Nossos resultados
demonstram que a formula completa foi capaz de reduzir o tempo de cicatrizagao,
por meio da proliferagao celular durante o processo. Por fim, os dados deste
trabalho sugerem que o tratamento com compostos naturais por meio de
nanocarreadores € benéfica na restauracao da fungao de barreira da pele durante
lesbes cutaneas.

Palavras Chave: cicatrizacado de lesdes; nanocarreadores; compostos naturais.



ABSTRACT

Wound healing is the capability of regeneration that the body provides to heal the
damage. Natural compounds are widely used to treat symptoms and diseases due
the low cost and efficacy. Nanocarriers are a new technology to carry materials
and improve drug delivery in recent medical treatments. Furthermore, natural
compounds associated with nanomedicine can be an alternative to facilitate
wound healing. Thus, the current study aims to evaluate the healing activity of
natural compounds by using nanocarriers. Male Swiss mice were divided
randomly in 4 groups (Control without any treatment; complete formula compound
by Hialuronic acid, Kojic acid, Retinol and T-Growth; half formula compound by
Hialuronic acid, Kojic acid and Retinol; and empty nanocarrier). Wound of 1cm? on
the animal’s back received daily 50ul of the formula or vehicle. Wound healing
evaluation occurred at the 3°, 7°, 10°, 12° and 14° days, using digital capture
camera, and analysis was carried out using Image Pro Plus software. The skin
was extracted for the confection of histological blades, colored in Hematoxylin and
Eosin for the epithelialization and neovascularization analysis. The image analysis
was done using the Image Pro Plus software. Biochemic analysis was using
Western Blotting technique to measure biomarkers such as P38 and NFkb (related
to cell proliferation), SIRT-1 (related to cell survival), PGC1 and TFAM (related to
mitochondrial biogenesis). Statistical analysis of ANOVA two-way variance was
used and p<0,05 was considered significant. This study was approved by the
Ethics Committee (1285201021). The evaluation of the cicatrization process
revealed that the group treated with complete formula showed a higher border
approximation on the 3° day of treatment in the inflammatory phase of wound
healing. On the 7°, 10° and 12° days of treatment, the results of the complete
formula maintain elevated wound closure compared with the Vehicle and half
formula. No difference was observed at 14° day. There’s no statistical difference
on epithelialization and neovascularization analysis. Complete formula has an
increase of NFkb and is sustained until remodeling phase, as so has a decrease
of TFAM on inflammatory phase. Our results demonstrate that the complete
formula was able to reduce healing time involving cell proliferation. Thus,our study
suggests that natural compounds by using nanocarriers may have a beneficial
effect on the cicatrization restoring the barrier function of the skin during cutaneous
wounds.

Key Words: wound healing; nanocarriers; natural compounds.
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1. Introducao

As lesbes cutaneas sao descontinuidades da pele que afetam a vida de
milhares de individuos, sendo um agravo de saude epidemiologicamente
crescente, muitas vezes associada a diversas comorbidades, como a obesidade
e diabetes mellitus (MANDELBAUM et al., 2003). Manter a homeostase € um
processo inato e critico do corpo humano, sendo ele, 0 seu mecanismo de manter
o equilibrio e atuar no reparo de eventuais danos como as lesdes cutaneas
(SHEDOEVA et al., 2019). Dentro deste contexto, buscar substancias e produtos
naturais que atuem na regeneragao tecidual, bem como na aceleragao deste
processo de reparo sdo de suma importancia.

Este trabalho visa avaliar diferentes formulagdes e sua atuagéo na pele e
durante o processo cicatricial, sendo assim, a seguir, uma breve descrigdo dos
componentes e processos mais relevantes, bem como das fases da cicatrizagao

para melhor embasamento do presente estudo.

1.1. Pele

A pele é o maior érgéo do corpo humano, chegando a corresponder a 16%
do peso corporal. O tecido tegumentar humano exerce papéis basicos, como uma
barreira fisica de protecdo, manutencdo da temperatura e abriga anexos e
diferentes tecidos com diversas funcionalidades. (WATHONI et al., 2019).

A pele é formada pela juncao de trés camadas de composigdes diferentes,
sendo elas, epiderme, derme e hipoderme ou tecido adiposo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017).

A epiderme é a camada mais externa e superficial da pele, formada por
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. O principal tipo celular desta
camada é o queratindcito, sendo responsavel pela produgao da queratina, mas
também sdo encontrados outros tipos celulares, como os melanécitos, células de
Langerhans e as células de Merkel (TOSATO et al., 2012; WOUNDS CANADA,
2021). Os queratindcitos formam camadas derivadas de diferenciacdes deste
mesmo tipo celular, sendo elas, a camada basal, espinhosa, granular, lucida e
cornificada ou estrato corneo (WOUNDS CANADA, 2021).

Na camada basal, ha o contato direto com a derme, tendo células de alto



poder proliferativo, dando origem a novas células que migram para as camadas
superficiais, onde sofrem apoptose até desprender-se no estrato cérneo (POVOA;
DINIZ, 2011). Este processo de renovagao celular e formagdo de uma nova
epiderme pode demorar em torno de 35 a 45 dias. Ha a presenga de células de
Merkel, mecanoceptoras, que tém a funcdo de converter estimulos mecénicos em
sinalizagbes aferentes de sensibilidade (LIRA et al., 2004; POVOA & DINIZ,
2011). Ademais, os melandcitos presentes nesta camada, sao responsaveis pela
producdo do pigmento melanina em organelas chamadas de melanossomas
(WOUNDS CANADA, 2021).

Na camada escamosa, as células de Langerhans ficam alocadas e
exercem fungdes imunoldgicas, relacionadas a captagdo de antigenos, e a
apresentacdo dos mesmos para os linfécitos T (LIRA et al., 2004; POVOA &
DINIZ, 2011). A camada granular é formada por uma area de transi¢cdo para o
estrato corneo, abrigando células em processo de apoptose, que ja hdo exercem
as fungdes basicas e ndo abrigam organelas fundamentais, como é visto pela
auséncia do nucleo. A camada lucida, é a camada mais interna do estrato cérneo,
encontrada na palma das maos e nas solas dos pés, proporcionando o aumento
da espessura destas areas com finalidade de maior protecéo. O estrato cérneo é
a camada mais externa da epiderme, abriga os restos celulares de queratinocitos
e queratina, esta camada é importante para regulagao da hidratacéo, controle da
temperatura e do pH (4,0-6,5), que deve manter-se levemente acido fortalecendo
a barreira cutdnea contra bactérias e fungos (WOUNDS CANADA, 2021). A
espessura total da epiderme pode variar, sendo mais espessa na palma da mao
e na planta dos pés podendo atingir até 1,5 mm. (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017) (Figura 1).

A derme é a camada intermediaria da pele, onde encontra-se tecido
conjuntivo dividido em duas camadas, papilar e reticular. A camada papilar possui
um tecido conjuntivo frouxo e grande quantidade de fibras de colageno, dando
aderéncia e fixacao da derme a epiderme. Na camada reticular, encontra-se uma
camada espessa de tecido conjuntivo denso, vasos sanguineos, vasos linfaticos,
inervagao periférica, foliculos pilosos e glandulas sebaceas e sudoriparas. Em
ambas as camadas, o tipo celular prevalente sdo os fibroblastos, sintetizadores

da elastina e do colageno que formam a matriz extracelular (MEC). Além da



alocacao de glandulas e vasos, outra fungcdo da derme é a sustentabilidade do
tecido cutaneo, sua maleabilidade, onde todos os compostos formam uma malha
pantografica resistente (MENDONCA; CARVALHO; SOUZA, 1993; WOUNDS
CANADA 2021).

A hipoderme, também chamada de tecido subcutaneo, € a camada mais
profunda, formada por células adiposas ou adipdcitos e constituindo um tecido
adiposo branco. Este tecido auxilia na manutengao da temperatura corporal € no
armazenamento de lipidios. O tamanho do tecido adiposo pode variar conforme a
quantidade de armazenamento de lipidios no interior dos adipdcitos (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2017).

A pele apresenta apéndices, que podem estar presentes na derme e
epiderme. Dentre eles, destacam-se as glandulas sudoriparas e sebaceas e os
pélos. A fungao destes apéndices varia entre regulagao da temperatura da pele,
producdo de substancias protetoras, de pH ideal contra a acdo de
microorganismos e manutencdo da barreira cutanea (POVOA & DINIZ, 2011)

(Figura 1).
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Figura 1. Componentes da pele. A imagem representa a pele em suas camadas, destacando seus
componentes. Ao lado direito encontra-se a epiderme superficialmente, com a representagao dos
queratindcitos e estrato corneo. Logo abaixo, a derme e seus inumeros componentes, dentre eles



as glandulas, foliculos, vasos e nervos. Na porgao inferior da imagem apresentam-se as camadas
adiposas (tecido adiposo subcuténeo, ou hipoderme) e a camada muscular. Tipos celulares séo
destacados em todas as camadas (Adaptado de Wounds Canada, 2021)

1.2. Lesbes do Tecido Cutédneo

As lesdes cutaneas sdo alteragdes que prejudicam a funcionalidade de
barreira e protecao da pele, podendo afetar a qualidade de vida, bem como estar
relacionadas com o0 aumento do tempo de hospitalizacdo, infeccbes e
consequentemente no aumento da mortalidade (SINGER; CLARK, 1999; KULA;
GAPUD, 2018; LOTFI et al., 2019). Ao sofrer um dano tecidual, a pele sofre um
processo de regeneragdo para continuar exercendo a fungédo de protecdo do
organismo (WOUNDS CANADA, 2021).

As lesbes cutaneas acometem individuos em diferentes ambitos, por
exemplo, individuos acometidos com lesdes crbnicas tém uma diminuicao da
qualidade de vida devido aos efeitos associados como baixa mobilidade,
incapacidade total de locomogéao ou dores intensas (MANDELBAUM et al., 2003).
Este agravo vem crescendo devido a fatores epidemiolégicos emergentes, como
a obesidade e a diabetes mellitus, sendo um agravante nestas doengas, servindo
de porta de entrada para diversos microrganismos (MANDELBAUM et al., 2003).
Estima-se que 570 mil brasileiros adquirem uma nova leséo crénica a cada ano
(OKAMONTO, 2012).

A perda tecidual pode atingir os diferentes tipos de tecidos da pele,
podendo atingir a epiderme apenas, aprofundar-se a derme, parcialmente ou
totalmente até expor o tecido subcutdneo ou o transpor expondo a fascia
muscular. Pode-se classificar um tipo de lesdo conforme a sua profundidade,
podendo ser uma lesao de espessura parcial (atingindo a parcialmente a derme)
ou uma lesao de espessura total (atingindo totalmente a derme). A perda da
espessura total comumente apresenta cicatriz perceptivel devido a necessidade
da formagéo total de um novo tecido (MANDELBAUM et al., 2003; COX, 2019).

As lesdes podem ser classificadas em lesdes agudas e crénicas. As lesdes
agudas, sao lesdes que seguem o processo de reparo de forma ordenada,
respeitando as fases da cicatrizagdo (GUO; DIPIETRO, 2010). Alguns tipos de
lesbes podem néo cicatrizar em seu tempo habil, como ocorre em lesdes cronicas,

que nao progridem na sequéncia oportuna de reparo devido a fatores néao



resolvidos. Portanto, nestes casos, ha a busca pela oclusao total das lesées no
menor tempo possivel, sendo assim, indispensavel a compreensdo do processo
fisiologico deste evento (WOUNDS CANADA, 2021; MENDONCA; COUTINHO-
NETO, 2009).

Casos de lesbes crbnicas estdo intimamente relacionados com a
persisténcia e agravamento na fase inflamatoria do processo, ou a deficiéncia nas
fases seguintes (RAHIM et al.,2016). Os mecanismos envolvidos no retardo da
cicatrizacdo ainda ndo sao claros, porém sabe-se que 0 estresse oxidativo
causado pelo aumento e desbalango na geragao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) contribuem para o aumento de
citocinas e atraso na formagdo de novos vasos, tecido de granulagdo e
epitelizacdo. O desequilibrio entre o sistema antioxidante e as EROs e ERNs sao
fatores contribuintes para o dano tecidual e sdo comumente encontrados em
lesdes de diferentes etiologias (WOUNDS INTERNATIONAL, 2013; MENKE,
2008).

1.3. Cicatrizacao

A cicatrizacdo é a capacidade auto-regenerativa dos organismos de
promover a homeostase de um tecido lesado, podendo restabelecer a sua fungao
ou em alguns casos ter perda da sua capacidade funcional pela formag¢ao de um
tecido fibroso (BALBINO et al., 2005). Ao sofrer um dano tecidual, a pele sofre um
processo para tentar se regenerar e continuar exercendo a fungao de protecao do
organismo (FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019).

Uma organela importante para que o processo cicatricial acontega € a
mitocéndria, devido a sua producdo inerente de Adenosina Trifosfato (ATP)
proveniente da cadeia transportadora de elétrons (XIAO et al., 2012). Para
formagao do ATP, o oxigénio proveniente da rede vascular € indispensavel, sendo
ele, uma das moléculas mais importantes deste processo. Além disso, para
formagdo de ATP em grandes quantidades necessarias para suprir a demanda
do processo cicatricial, a quantidade de mitocondrias envolvidas no processo
deve ser regulada constantemente. O processo de turnover (renovagao) desta
organela recebe o nome de biogénese mitocondrial, sendo definido como uma
acao coordenada do conteudo e numero de mitocéndrias para manter as fungdes
homeostaticas de cada situagao (XIAO et al., 2012; MURPHY et al. 2018). Neste



processo estdo envolvidos genomas mitocondriais, como o coativador alfa do
receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1 a), o fator
respiratorio 1 e 2 (NRF1 e NRF2) e o o fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM)
(MANDELBAUM et al., 2003; GOSAIN; DIPIETRO, 2004).

Outras vias como P38 MAPK (MAP Kinase) e a ativagdo de fatores como
NF-kb  estdo envolvidos no processo de proliferagcdo  celular
(FARHDIHOSSEINABADI et al.,, 2019). Em especifico, a via do NF-kb é de
extrema importancia devido aos fatores de transcrigcdo envolvidos. Nesta via, ha
a ativacédo da enzima Sirtuina 1 (SIRT-1), devido a necessidades de reparos no
DNA ou apoptose celular, a fim de preservar a sobrevida das células, que por sua
vez, age via NFkB, ativando-o. A ativagcdo do NF-kB culmina na sua ligagdo em
fatores de transcricdo no DNA que estdo relacionados a proliferacdo celular e
fatores inflamatoérios, como a Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 1-p (IL-1B). Por
outro lado, a via que envolve a P38 MPAK também ¢é ativada em momentos que
as células necessitam entrar em processo de mitose, sendo assim, fatores
mitogénicos sdo ativados por esta enzima, aumentando a proliferacdo celular
(FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019; XIE et al., 2022 ).

O processo cicatricial ocorre em uma cascata de eventos celulares e
moleculares, para a pavimentagcdo tecidual. De maneira organizada, a
cicatrizacao tecidual ocorre em fases, sendo que as principais fases sao: Fase
Inflamatdria; Fase Proliferativa; Fase de Reparo. Anteriormente ao inicio das
fases da cicatrizagdo ocorre a coagulagao dos vasos ou hemostasia, onde ocorre
uma cascata de eventos que geram a agregacao plaquetaria e assim, previnem o
extravasamento de sangue (MANDELBAUM et al., 2003; GOSAIN; DIPIETRO,
2004; FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019) (Figura 2).
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Figura 2. Fases da cicatrizagdo. Imagem ilustrativa da fase de hemostasia, fase inflamatdria,
proliferativa e de remodelagao (Adaptado de Wounds Canada, 2018).

1.3.1. Hemostasia ou Coagulagao

A coagulagao é o evento que visa o retorno da homeostase hemodinamica.
Tal evento se divide em estagios que exercem fungdes diferentes para atenuar a
perda sanguinea. Em seu primeiro estagio ha a constricado dos vasos sanguineos,
em seu segundo estagio ha a agregagao plaquetaria, em seu terceiro estagio ha
a ativagao da cascata de coagulagao, que de certa forma leva ao quarto estagio
onde ha a formagdo da parede de fibrina (WANG et al., 2019;
FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019).

Logo apds o surgimento de uma lesdo, ha o extravasamento do sangue



para a matriz extracelular levando a constricdo dos vasos adjacentes. Com o
extravasamento de sangue ha a chegada de citocinas e marcadores inflamatorios
como a IL-1, secretada principalmente pelos queratinécitos afetados, levando a
adesao plaquetaria (FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019). A ativagédo da cascata
de coagulagao, visa estabelecer a homeostase e é evidenciada por varias agdes
dos fatores de coagulagao (CHAPIN; HAJJAR, 2015). O primeiro modelo aceito
de cascata de coagulacao foi proposto por Macfarlane, Davie e Ratnoff (1964),
para explicar a ativagdo sequencial que resultava na coagulagdo sanguinea. A
coagulagdo ocorre em uma via intrinseca e extrinseca, iniciando pela via
extrinseca onde o fator VIl de origem plasmatica é ativado por um fator tecidual
que resulta na ativagao do fator X. A via intrinseca, ha a ativagao do fator Xll no
sangue que leva a ativagao do fator XI, que por sua vez culmina na ativagao do
fator IX. O fator IX em sua forma ativa, estando na presencga do fator VIl ativa
tracos de trombina e ao entrar em contato com o ion calcio ativa o fator X da
coagulacao, havendo sinergia com a via extrinseca resultando na geracao de
trombina e consequentemente a formacdo de fibrina (MACFARLANE, 1964,
FERREIRA et al., 2010).

Desta forma, a formacdo do coagulo culmina no ajuste das bordas da
lesdo, mas também como uma forma de barreira contra microorganismos e na
estabilidade provisoria da matriz para que as células da fase inflamatéria possam
ingressar na lesdo (MANDELBAUM et al.,, 2003; MENDONCA; COUTINHO-
NETO, 2009).

1.3.2. Fase Inflamatodria

A fase inflamatoria é caracterizada pela atracdo de células inflamatérias
devido a mediadores quimicos. A secregao de citocinas proveniente das
plaquetas envolvidas na hemostasia, como o Fator de Crescimento Epidermal
(EGF), Fator de Transformagcdo do Crescimento B (TGF-B) e Fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), promovem a quimiotaxia de células
imunes para o sitio da lesao (FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019).

As células participantes deste evento, sao os leucdcitos polimorfonucleares
(PMN), macrofagos e linfécitos. Os PMN s&o as primeiras células a aparecerem

no momento da lesdo e podem ficar entre trés a cinco dias no tecido, sendo eles



0 mecanismo de defesa primaria contra bactérias devido a sua capacidade
fagocitaria (GUO; DIPIETRO, 2010). Os mondécitos sado atraidos para o ambiente
e sofrem uma diferenciagao para tornar-se macrofagos, que permanecem a partir
do terceiro até o décimo dia de lesdo, e sdo os protagonistas da fase inflamatéria
por fagocitar bactérias, células apoptoticas, desbridar corpos estranhos e
principalmente produzir citocinas pro-inflamatérias e fatores de crescimento como
IL-6, IL-1B, Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), PDGF, TGF-B e Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), direcionando a formagao do tecido de
granulacdo. Ha também a producdo de prostaglandinas que atuam como
vasodilatadores, afetando a permeabilidade dos vasos. Os linfécitos aparecem
apos 7 dias e seu papel nao é bem esclarecido, porém sabe-se que exercem um
papel sobre os macrofagos (MANDELBAUM et al., 2003; GUO; DIPIETRO, 2010;
FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019; MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009)
(Figura 3).

A inflamacgao pode induzir ao processo de cicatrizagao, bem como prevenir
infeccbes adjacentes, porém a estagnacdo nesta fase pode acarretar em
prejuizos para o tecido (WANG et al., 2019). Dentre as injurias causadas pelo
prolongamento da fase inflamatéria estdo as fibroses, que podem ocasionar na
reducao da funcionalidade do tecido, devido a perda da elasticidade, 0 aumento
de rubor e dor ao redor da lesdo e principalmente o prolongamento da
cicatrizagao, visto que se a fase inflamatdria se prolonga, a lesdo néo atinge a
fase subsequente, impedindo-a de evoluir (SINGER; CLARK, 1999; LUI et al.,
2012).

1.3.3. Fase Proliferativa

A fase proliferativa é responsavel pelo fechamento da lesao, nela se inicia
0 processo de reepitelizagdo, a migragao de queratinécitos e os fatores de
crescimento, que sdo responsaveis pelo aumento das mitoses e hiperplasia. Para
que isso ocorra, os macréfagos produzem e liberam mediadores quimicos que
atraem fibroblastos para a area da lesao, tais células sdo responsaveis por um
processo denominado fibroplasia, que por sua vez, é a formag¢ao da matriz celular
composta principalmente por fibras de colageno e o tecido de granulagao
(SMIGIEL; PARKS, 2018). Sendo assim, o fibroblasto é a principal célula no tecido



de granulagdo, pois além de produzir o colageno, produz uma nova matriz
extracelular formada por elastina, fribronectina, glicosaminoglicana e as
proteases, responsaveis pelo desbridamento e remodelamento da lesao
(FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019; MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

O colageno é uma das proteinas mais abundantes em mamiferos, podendo
atingir cerca de 30% da massa proteica total. Sua descoberta foi feita por Miller e
Matukas (1969) e deu origem a uma nova busca por proteinas da mesma familia,
ou similares. Desde ent&o, o papel biologico, a estrutura quimica e a importancia
da familia do colageno vém sendo estudada (BLUM, 2011). Até o momento 28
tipos de colageno foram identificados, bem como 46 genes relacionados a sua
producao e atividade foram codificados no genoma humano (HENNET, 2019). O
colageno é formado por trés cadeias de polipeptideos que podem ser
homotrimeras ou heterotrimeras. As cadeias variam de tamanho de acordo com
o tipo de colageno, podendo ter até 3152 aminoacidos nos humanos (BLUM,
2011). Na pele, majoritariamente pode-se encontrar colageno do tipo Il e do tipo
|. Na fase proliferativa, a sintetizagao de colageno realizada pelos fibroblastos é
inteiramente de colageno do tipo Ill, que sdo consideradas fibras imaturas por ter
alta maleabilidade porém baixa sustentacao e firmeza ( FARHDIHOSSEINABADI
et al., 2019).

Nesta etapa, € importante ressaltar também, para que estes eventos
acontecam de maneira eficiente, ocorre a formacao de novos vasos sanguineos
(angiogénese), que é modulada pelo fator de crescimento vascular e tem como
finalidade, nutrir e dar suporte para o metabolismo celular, contribuindo para a
formacao da fibroplasia (MANDELBAUM et al., 2003; FARHDIHOSSEINABADI et
al., 2019). A angiogénese ocorre na matriz extracelular do leito da ferida devido a
um estimulo mitogénico causado por fatores como VEGF e TGF- nas células do
endotélio vascular (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

1.3.4. Fase de Remodelagdo ou Reparo

A fase de remodelacgao ¢ a ultima fase da cicatrizacao, sendo que esta fase
pode ocorrer em meses e nela a vascularizagéo regride. (MANDELBAUM et al.,
2003). Nesta fase ha a presenga de macrofagos e fibroblastos, agindo para a

formagado e maturagédo do colageno, que é responsavel pela sustentagao e pelo



aumento da forga do tecido. As fibras de colageno imaturas (colageno tipo Ill) sdo
degradadas e substituidas por fibras de colageno maduras (colageno tipo ), que
vao se estabelecendo e melhorando a tensdo do tecido.
(FARHDIHOSSEINABADI et al., 2019).

Com a evolugdo da maturagao das fibras de colageno acentuada e matriz
extracelular estabelecida, as células transitérias como os fibroblastos, entram em
processo apoptotico para a formagao da cicatriz, porém, caso persistam neste
processo, podem formar cicatrizes hipertréficas ou queldides. Por fim, a formagéao
da cicatriz, bem como a sua resisténcia é dada pela quantidade de fibras de
colageno e a forma de sua organizagéo. Ao fim do processo cicatricial os foliculos
pilosos e as glandulas, bem como os melanécitos sofrem um processo
regenerativo limitado, tornando a cicatriz muitas vezes sem pelos e com coloragéo
palida em relacéo a pele saudavel (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Cicatrizagdo da pele em humanos. A imagem em sua porgao superior ilustra um grafico
representando cada fase em um espacgo de tempo, determinando a sua duragao. Na porgao
inferior, pode-se observar a representacéo figurativa do processo cicatricial elencando os fatores

bioquimicos envolvidos (Adaptado de Zomer e Trentin, 2018).



1.4. Derivados Naturais

O uso de produtos naturais para fins de promog¢ao da saude vem sendo
utilizado desde os tempos antigos, como extratos e ervas medicinais, sendo
implicado como medicamento, bem como, alimentos suplementares, nas
populagdes que utilizam medicina tradicional, bem como na Medicina tradicional
chinesa (LUO et al., 2019; WAHED et al., 2019).

Nas ultimas duas décadas o interesse pela utilizacdo de extratos e
derivados de origem natural cresceu exponencialmente. Antioxidantes de origem
natural sdo comumente utilizados para tratar o estresse oxidativo associado a
diversas doengas (WAHED et al., 2019), incluindo o cancer, como a curcuma,
ginseng, a Camellia sinensis, popularmente conhecido como cha verde ou cha da
india (LUO et al., 2019). Estudos epigenéticos sugerem que alguns produtos
naturais como polifendis, carotenos e compostos da curcuma e do genistein,
podem afetar diretamente no DNA (MICELI et al., 2014).

Atualmente, os derivados naturais sao explorados como inspiragoes
diretas para o design de novos medicamentos, seja pelos compostos presentes
ou suas vias metabdlicas, que podem ser mimetizadas sinteticamente. Um breve
exemplo, é a rosuvastatina, amplamente utilizada no combate aos niveis elevados
de colesterol. Tal droga mimetiza a acédo de um produto natural chamado de
mevastatina, encontrado no fungo Penicillium citrinum (RODRIGUES et al., 2016).

Varias sdo as plantas medicinais utilizadas para fins de manutencao a
saude desde a idade antiga. Diante disso, o comércio de plantas e fitoterapicos
para fins terapéuticos esta ascendendo, sendo que 59% das empresas do ramo
demonstram uma perspectiva positiva para a

produgao e desenvolvimento  do segmento fitoterapico em
territorio brasileiro (HASENCLEVER et al., 2017; WAHED et al., 2019). No Brasil,
iniciou-se o debate sobre Praticas Integrativas e Complementares (PICS) no final
da década de 70, mas somente em maio de 2006, o Ministério da Saude aprovou
através da Portaria GM/MS n° 971 a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares em Saude (PNPIC), ofertando até 29 procedimentos de PICS
(BRASIL, 2019). A partir disso, em 2006 criou-se a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, pelo Decreto n° 5.813, com objetivo de garantir a

populagado acesso seguro ao uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos



(BRASIL, 2006). Nos dias de hoje, o Sistema Unico de Saude (SUS) oferta as
PICS em 54% dos estados, sendo em maioria (78%) distribuidos na atencao
basica, e em

média 85 mil tratamentos fitoterapicos ofertados pela rede publica (BRASIL, 2019).

Na cicatrizacdo de feridas, algumas plantas obtiveram resultados
satisfatérios demonstrando reepitelizacdo, migracdo de fibroblastos,
neovascularizacio e efeitos anti-inflamatérios (SHEDOEVA et al., 2019). Oleos
essenciais com base de plantas sao utilizados dentro das PICS e comumente
utilizados para fins terapéuticos.

Estudos realizados com produtos naturais como a Glycyrrhiza Glabra,
popularmente conhecida como Alcaguz, revelam propriedades antivirais, de
protecao oxidativa, potencializadora de fatores de crescimento. Dentre os fatores
benéficos relacionados a pele, como redugcdo de edemas e eritemas em
concentragdes seguras que variam de 5,4% a 0,5% em testes in vitro e in vivo
(PASTORINO et al, 2018; VERATTI et al., 2011; GRIPPAUDO; DI RUSSO, 2016;
SOLANO et al., 2006).

Produtos de origem natural muito utilizados na medicina tradicional chinesa
como o Panax ginseng também possuem efeitos sobre a cicatrizagao, alterando
vias de sinalizacdo como a via Monofosfato de Adenosina ciclica (AMPc)
reduzindo o tempo de fechamento total de lesdes cutdneas em animais nas
concentragcdes que se demonstraram seguras de 0,5% (KIM et al., 2013). No que
tange as fibras de colageno e a atuacdo dos fibroblastos, o ginseng na
concentracao de 10ng/ml apresentam seguranga no uso € aumentam a sintese
de colageno, bem como na proliferacéo de fibrobastos (GEUM-YOUNGLEE et al.,
2015; MEN et al., 2019).

Outro composto de origem natural que vem sendo estudado é o Piper
nigrum conhecido principalmente na culinaria como pimenta preta ou pimenta do
reino. A atuacao bioldégica dos compostos presentes na Piper nigrum inclui os
efeitos imunomodulador, antioxidante, anticarcinogenico e antinflamatério,
seguros em concentra¢des que variam de 10 a 20mg/kg (MEGHWAL; GOSWAMI,
2013).

A implementagao de acidos em formulagdes relacionadas a pele esta cada
vez mais frequente tanto na industria cosmética, quanto na industria terapéutica

pela sua seguranca e eficacia. Acidos como o hialurénico sdo amplamente



utilizados e pesquisados, demonstrando um fator hidratante importante, bem
como, fatores anti-inflamatérios e regeneradores (DALMEDICO et al., 2016;
LITWINIUK et al., 2016). A sua eficacia e seguranga foram comprovadas em
estudos randomizados e duplos cegos tanto na pratica estética como terapéutica
(KIM; SKYKES, 2011).

Da mesma forma, os &cidos retindicos derivados da Vitamina A,
apresentam efeitos benéficos a pele e fatores cicatrizantes em lesbes crbnicas
(ARANTES et al., 2019; ZINDER et al.,, 2019). Existem diferentes tipos de
moléculas de retinol, sendo que sua aplicabilidade e seguranga quanto a
toxicidade foi descrita por Mukherjee et al, 2006.

Seguindo a mesma proposta, o acido kéjico é considerado um agente
potencial na cicatrizagdo de feridas cutaneas, tendo boa absorgdo na pele
(BURNETT et al., 2010; MOHAMMADPOUR et al., 2012).

1.5.  Nanoparticulas Lipidicas Sélidas

A Nanomedicina é definida como o uso de novos nanomateriais e
ferramentas de nanotecnologia em &areas meédicas, com as finalidades de
diagnostico e tratamento. A nanotecnologia envolve a criagdo e utilizagdo de
materiais, dispositivos e sistemas em escala nanométrica, a nivel atdmico,
molecular e de estruturas supramoleculares (APUZZO, LIU, 2001; IWGN
WORKSHOP, 2000). A busca de novas ferramentas tecnologicas para criagao de
produtos eficientes de facil acesso no tratamento de feridas é de extrema
importancia, visto o tempo de permanéncia em hospitais e o aumento de gastos
no tratamento de feridas cutdneas. O numero crescente de publicacdes revela
que novas tecnologias e estratégias de adicdo de derivados naturais em
polimeros e biopolimeros, revelou novas aplicagdes para materiais seguros e
sustentaveis (DINTCHEVA et al., 2020). Com o avango das técnicas de sintese e
captura de derivados diretos, hoje ha modelos moleculares computacionais que
possibilitam a exploracdo e aplicacdo dos produtos para descoberta de novos
produtos. Softwares podem antecipar a interagao de proteinas para predispor a
compatibilidade e agao de alguns compostos em doencgas alvo (RODRIGUES et
al., 2016). Neste sentido, a incorporagdo de produtos naturais em
nanocarreadores vem se mostrando eficiente no tratamento de lesbes cutaneas

(BERTHET et al., 2017). Sua relevancia a terapéutica estd na capacidade de



melhorar a biodisponibilidade e estabilidade dos agentes bioativos (Devalapally
et al.,, 2007), permitindo o direcionamento do farmaco e diminuicdo da sua
toxicidade (DEVALAPALLY et al., 2007; NAAHIDI et al., 2013). E necessario
considerar que cerca de 40% das novas moléculas desenvolvidas ndo chegam a
fase clinica de estudo por falha em sua eficacia e seguranga, devido a suas
propriedades biofarmacéuticas inadequadas, que se traduz por baixa
biodisponibilidade e propriedades farmacocinéticas indesejaveis (DEVALAPALLY
et al., 2007; NAAHIDI et al., 2013).

Assim, a utilizacdo de nanoparticulas lidera o caminho para novas
estratégias nas terapias de regeneragao e reparo de tecidos. A utilizagao topica
de nanocarreadores carregados com extratos e outras substancias de origem
natural, permite manter a estabilidade, uma entrega continua e eficiente dos
produtos a derme (BERTHET et al., 2017), e nas mais diversas afecgbes da pele,
seja no cancer ou em feridas crénicas (THOMAS et al., 2014), restaurando sua
funcdo e melhorando o tratamento (BERTHET et al., 2017).

Os sistemas de entrega em escala nanométrica sao classificados em dois
grupos gerais: a) liquidos: como nanoemulsdes e nanolipossomosas e b) solidos:
nanoparticulas lipidicas (compostas por nanoparticulas lipidicas sélidas-NLSs e
carreadores lipidicos nanoestruturados- CLNs), nanoparticulas poliméricas
(compostas por nanoesferas e nanocapsulas) e nanocristais (BOREL; SABLIOV,
2014). Dentre esses, as particulas lipidicas sélidas vém atraindo consideravel
atencao para aplicagao cutanea.

Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLSs) foram desenvolvidas por Muller
(2000), com base nas emulsdes para nutricdo parenteral, introduzidas na rotina
clinica nos anos 1950. As NLSs sao sistemas coloidais, derivadas de emulsdes
Oleo/agua (O / A), por simples substituicdo do 6leo por um lipidio sélido, o qual
permanece nesse estado sob a temperatura corporal (Mdller et al., 2007; Pessoa
et al., 2021). Atualmente existe a segunda geracao de NLSs, representada pelos
carreadores lipidicos nanoestruturados, os quais foram desenvolvidos a partir da
juncao de um lipidio sélido com um lipidio liquido, a qual também se apresenta
sélida a temperatura ambiente (Mdller et al., 2007) (Figura 4). A vantagem da
segunda geracao € a maior capacidade de carga de ativos em comparagao as
NLSs e, ainda, firme inclusdo do ativo dentro da matriz da particula durante
periodos de estocagem (STECOVA et al., 2007).



Figura 4. Fotomicroscopia de uma nanopartl’cula de 400 nm de diémetro(Adaptado de Muller, 2000)

Ha trés modelos de incorporacdo de drogas pelas NLSs, isso irdo
depender da sua solubilidade que resultara nos seguintes modelos: 1 - Modelo
de solugao solida; 2 - Modelo invélucro enriquecido com droga, com matriz
lipidica; 3 - Modelo invélucro lipidico, com a droga enriquecendo a matriz (Figura

5).

solucdo sélida invélucro enriquecido com drogas invoélucro lipidico

droga molecular matriz lipidica droga/ matriz enriquecida
dispersa com droga

Figura 5 - Trés modelos de incorpora¢ao de medicamentos pelas NLSs. Modelo de solugao sélida
(esquerda); 2. Modelo invélucro enriquecido com drogas, com matriz lipidica (centro); 3. Modelo

invélucro lipidico, com a droga enriqguecendo a matriz (direita). Fonte: Muller et al. (2000).

Estes sistemas foram desenvolvidos para veiculagao de ativos lipofilicos,
e apresentam a possibilidade de direcionamento do composto encapsulado a
pele, maximizando o tempo de residéncia desses compostos e,

consequentemente, a concentracdo local. Como resultado, a redugdo da



exposicao sistémica e da incidéncia de efeitos adversos sdo geralmente
observados. Embora dificilmente penetrem intactos através do estrato corneo,
esses nhanocarreadores acumulam-se nos foliculos pilosos aumentando a
localizagdo de ativos na pele e promovendo liberagdo prolongada. Essa
propriedade € conferida pela substituicdo de lipidios liquidos utilizados em
sistemas emulsionados por lipideos solidos, uma vez que a mobilidade do
farmaco poderia ser consideravelmente reduzida (MEHNERT; MADER, 2001).

O planejamento de nanocarreadores contendo farmacos envolve uma série
de estudos de pré — formulacao, visando a obtencédo de formulagdes realmente
nanotecnologicas (que apresentam tamanho nanométrico de particulas), com
adequada eficiéncia de encapsulacao do farmaco, a estabilidade fisico-quimica e
biocompatibilidade, que sdo fundamentais a otimizacao da agao terapéutica de
substancias bioativas nanoencapsuladas (MORA-HUERTAS et al.,, 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

Varios produtos baseados em nanotecnologia ja estdo no mercado, como
o Doxil® (injecdo de lipossomos com cloridrato de doxorrubicina) e Abraxane
(particulas que se ligam as proteinas de paclitaxel para suspensao injetavel)
(DEVALAPALLY et al., 2007; NAAHIDI et al., 2013). Cada nanodispositivo ou
nanocarreador € capaz de armazenar diferentes tipos de componentes, sejam
eles orgénicos (como lipideos, proteinas ou acidos nucléicos) ou inorganicos
(como os metais). As NLSs exclusivamente nao oferecem fator terapéutico, sao
utilizadas como uma ferramenta carreadora de drogas e ativos. As vias de
administragdo sao as mais variadas, como oral, parenteral ou tépica (BERTHET
et al., 2017).

Compostos naturais demonstram ser capazes da encapsulacdo em escala
nanométrica, como Aloe vera, vitamina E, curcuma e melatonina, sendo eles
compostos potencialmente benéficos para a cicatrizagao (BERTHET et al., 2017).

Os gastos gerados para tratar lesdes cutaneas aumentaram devido ao
custo elevado do tratamento e da taxa de estadia hospitalar. Ainda, os produtos
comercializados para cicatrizagao e tratamento de lesdes cutaneas possuem alto
custo e atingem apenas uma parcela da populagdo. Assim, estudos que visem a
investigacado de novas matérias primas e/ou produtos naturais de facil acesso pela

populacdo, fazem-se necessarios. Dentro deste cenario, as nanotecnologias



apresentam ser um sistema eficaz de distribuicdo de componentes, podendo ser
utilizadas no ambito das lesdes cutaneas e potencialmente uma inovacéo na area
de coberturas de liberagdo sustentada de farmacos e ativos naturais para
reconstru¢do da fung¢ao cutanea (BERTHET et al., 2017).

Assim, este trabalho hipotetiza que utilizando NLSs como carreador para
ativos de origem natural podem potencializar a sua agao. Além disso, a jungao de
compostos em formulagdes biocompativeis utilizando nanocarreadores pode

beneficiar o processo cicatricial.

2. Objetivos

Objetivo geral
Avaliar a atuagao cicatrizante de nanoparticulas carreadoras em diferentes
formulagdes, contendo acido Hialurdnico, acido Kojico, retinol, Glycyrrhiza glabra,

Panax ginseng e Piper nigrum em lesdes cutaneas induzidas em camundongos.

Objetivos especificos

- Avaliar a capacidade do reparo tecidual pela contracdo das bordas de lesbes
cutaneas tratadas com nanoparticulas e produtos naturais;

- Avaliar as caracteristicas histomorfométricas do reparo tecidual em lesées
cutaneas tratadas com de nanoparticulas e produtos naturais;

- Avaliar as caracteristicas bioquimicas nas diferentes fases da cicatrizagao de

lesdes cutaneas tratadas com nanoparticulas e produtos naturais.

3. Metodologia

Local da Pesquisa
Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Neurobiologia da Dor e

Inflamagao (LANDI), no Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UFSC.

Animais experimentais
Diante da aprovagdo do protocolo pela Comissédo de Etica para Uso de
Animais (CEUA) (protocolo 1285201021) (Anexo 1), foram utilizados 52



camundongos da linhagem Swiss, machos e adultos, oriundos do biotério central
da UFSC. Os animais foram acondicionados individualmente, a fim de minimizar
traumas nas lesbes, que poderiam ser causados por outros animais. O
acondicionamento ocorreu em gaiolas de polietileno com assoalho coberto por
serragem durante o estudo, sendo que as estantes permaneceram ventiladas sob
condigdes ambientais controladas (temperatura 21 + 2°C e fotoperiodo

claro/escuro de 12h). Agua e racéo foram fornecidas ad libitum.

Procedimentos:

Ato operatorio

Apos a acomodagao dos animais no laboratério setorial, ocorreu a indugao
da lesdo cutanea. Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Xilazina
(10mg/kg) e Cloridrato de Quetamina (75mg/kg), misturadas e administradas na

mesma seringa por via intraperitoneal (IP) (LAPCHIK et al., 2010).

A avaliagdo anestésica foi baseada na auséncia dos reflexos corneo
palpebral, interdigital e pingamento de cauda. Apds constatada anestesia por tais
estimulos reflexos ao animal, houve o posicionado em decubito ventral e a
imobilizagdo sobre uma prancha cirdrgica com contencido dos membros, e foi
realizado a depilagdo na regiao dorsocostalis com uma lamina.

Foi realizada a incisdo de uma lesdo cutanea utilizando um bisturi
acompanhado de tesoura previamente afiada, no tamanho de 1cm?
aprofundando até a expor a fascia muscular em toda lesdo, similarmente ao
protocolo de Lordani (2021). A hemostasia foi realizada por compressao digital
utilizando uma gaze estéril. Nenhuma cobertura ou curativo foi sobreposta na area
da lesao durante o tratamento, bem como nenhum tipo de sutura foi realizada
similarmente com outros estudos da area (AZEVEDO et al., 2015; BANDEIRA et
al., 2015; AZEVEDO et al., 2017).

Pds-operatério

Apos o ato operatério, os animais foram acondicionados individualmente
em gaiolas de polietileno, permanecendo isolados até o fim do tratamento. Foi
adicionado Tramadol (1 mg/ml) na agua de consumo dos animais para fins de



analgesia pos-operatoria durante 72h (LAPCHIK et al., 2010; CEUA-UNIFESP,
2020). Nenhuma droga de acéao anti-inflamatéria foi utilizada para nao interferir na
acao do tratamento durante a fase inflamatéria das lesées. Os animais foram
supervisionados diariamente, sendo manipulados apenas uma vez ao dia para o
tratamento a fim de minimizar o estresse. Para controle do sofrimento do animal,
além da droga analgésica ofertada, foi avaliado diariamente os parametros da
escala de dor Grimace, sendo eles: oclusao orbital, proje¢ao nasal, projecao das
orelhas, projecdo da bochecha e alteragbes nos bigodes. Cada paréametro é
avaliado como presente, moderadamente presente ou ausente, gerando uma

pontuagao de 0 a 10, onde 0 é auséncia de dor e 10 é dor intensa (NC3RS, 2019).

Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLSs)

A formulagdo e a caracterizacdo da nanoparticula foram realizadas no
Laboratério de Investigagdo Médica (LIM 26) na Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (FMUSP) pela Profa. Dra. Ana Flavia Marcal Pessoa,
coorientadora do trabalho. O modelo de incorporagéo foi de involucro lipidico com
os compostos enriquecendo a matriz (MULLER et al., 2000). Os formulagdes
geraram entdo um produto em forma de creme.

Controle: Animal sem nenhum tratamento.

Nanoparticula Vazia: Veiculo composto por gel aniénico (Caboximetilcelulose).
Formula Completa: Acido Hialurénico, Acido Kojico, Retinol e T-Growth
(Glycyrrhiza Glabra, Panax ginseng e Piper nigrum), dissolvidos no veiculo.
Férmula Parcial: Acido Hialurdnico, Acido Kajico e Retinol, dissolvidos no veiculo.
As formulagbes descritas acima sao passiveis de registro de produto, portanto
devem permanecer sigilosas, bem como as concentragbes das substancias,

podendo ser reveladas posteriormente.

Tratamento

Os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos: Controle;
Nanoparticula Vazia; Formula Completa e Férmula Parcial. Os tratamentos foram
nomeados com letras do alfabeto a fim de cegar o experimentador durante o
tratamento e as avaliagbes. O grupo Controle, foi o Unico grupo a nao receber
tratamento algum, as demais lesbes receberam a quantidade de 50 pl do

tratamento proposto cobrindo toda a regido da lesdao de forma uniforme. O



tratamento foi realizado diariamente durante 14 dias, tendo sempre 0 mesmo
horario de aplicagéo. Nao houve a remogao de eventuais resquicios do tratamento
do dia anterior, a fim de minimizar a manipulagao. Para coleta dos tecidos para
as analises (3° e 14° dias de tratamento) (Figura 6), os animais foram
anestesiados com Cloridrato de Xilazina (10mg/kg) e Cloridrato de Quetamina
(75mgl/kg), e a pele foi extraida utilizando uma tesoura previamente afiada,
respeitando uma margem de seguranga de 1cm nas laterais e até a exposi¢ao da
face muscular quanto a profundidade. Posteriormente, o material coletado foi

encaminhado para fixagado ou congelamento em freezer -80°C.

Tratamento
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Figura 6. Delineamento experimental. Representacéo da linha do tempo do protocolo de tratamento
e avaliagdo dos animais submetidos a lesbes cutaneas e tratados com diferentes tratamentos.

O protocolo entdo contou com os seguintes grupos
experimentais: Grupo Controle: 3 dias (n=5); 14 dias (n=5).
Grupo Nanoparticula Vazia:3 dias (n=7); 14 dias

(n=7). Grupo Férmula Completa: 3 dias (n=7); 14

dias (n=7). Grupo Férmula Parcial: 3 dias (n=7);

14 dias (n=7).

Analise Macroscopica

Para a realizacdo da avaliagdo macroscopica, os animais foram



anestesiados e as lesdes foram fotografadas com uma camera digital, utilizando
um tripé para estabilizagao da imagem e mantendo uma distancia padronizada de
10 cm acima do leito da lesao, a fim de capturar toda a sua extensdo. As imagens
foram realizadas nos seguintes periodos de tratamento: 24h, 3 dias, 5 dias, 7 dias,
10 dias, 12 dias e 14 dias apds a cicatrizacao total. Para que ocorra a realizacao
das imagens sem o movimento dos animais, foi realizada a narcose com
isoflurano associada ao propilenoglicol apenas para captura das imagens. A
contabilizagao foi realizada através do software Image J Pro Plus utilizando as
imagens capturadas anteriormente. Na avaliagdo observou-se o aspecto
cicatricial das lesées conforme o grau de contragao, utilizando o seguinte calculo:
(AO - Al/A0) x 100, gerando uma porcentagem de grau de contracado das imagens
avaliadas (ARUNACHALAM; PARIMELAZHAGAN, 2013).

Para Analises Histoldgicas e Bioguimicas

As avaliagdes ocorreram no 3° e 14° dia apés indugao das lesdes, sendo
assim, os animais foram eutanasiados sob anestesia e o tecido lesionado extraido
com auxilio de um bisturi e/ou tesoura cirurgica, respeitando 1cm da borda de
cada lesdo. As pecas foram acondicionadas em frascos contendo
paraformoldeido em uma concentracdo de 10% por um periodo de 24h e

posteriormente, lavadas e acondicionadas em alcool 70%.

Analise Histomorfométrica

Para confeccdo das laminas histolégicas, o material foi emblocado em
parafina e cortado com auxilio de um micrétomo em cortes semiseriados (intervalo
de 10 cortes) com espessura de 5 uym (3 cortes/lamina e 3 laminas/ leséo),
posteriormente serdo coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) (PESSOA et al.,
2016) para analises da reepitelizagdo e neovascularizagao e Tricrbmico de
Masson para analise das fibras de colageno.

Para avaliagao histomorfométrica, as laminas em coradas em HE foram
fotografadas em um microscépio Olympus BX40 obtendo diferentes campos (3
campos/ corte) nas objetivas de 10x e 40x e posteriormente avaliadas pelo
programa Image J Pro Plus. Além disso, para uma avaliagao qualitativa de
diversos campos, as laminas foram escaneadas um microscépio Panoramic 250

flash 1ll, 3D Histech e avaliadas no software Caseviwer 3DHistech Ltd. H-1141



Budapest, Ov u. 3., Hungary.

Para a mensuragao da espessura epitelizagao utilizou-se imagens do
centro da lesao (objetiva 10x) e utilizando a ferramenta “comprimento” do software
Image Pro Plus, para mensuragdo do comprimento da espessura epitelizada. Os
resultados foram expressos em um de espessura epitelizada.

Para contagem de vasos sanguineos foram utilizadas imagens do centro
da lesao (objetiva 40x). O software Image Pro Plus sera utilizado para analise da
contagem utilizando o plug-in grid. O numero de vasos sanguineos foi
contabilizado e expressos em média de numero de vasos por animal.

Para analise das fibras de colageno, foram observadas l|aminas
histologicas corados pela técnica tricromio de Masson para a observagao de
depdsitos de colageno causando possivel fibrose tecidual e observacao do perfil
inflamatorio. Neste documento apresentamos as imagens representativas de
cada grupo, as quais discutiremos aspectos qualitativos. As analises quantitativas

das fibras de colageno serao avaliadas posteriormente (PESSOA et al., 2016).

Immunoblotting

A analise proteica pelo método de immunoblotting foi realizada com extrato
da pele da area da lesdo que foi homogeneizada em tampao de extracao (Tris,
pH 7,4, 100 mM; EDTA 10 mM; SDS 10%; fluoreto de sédio 100 mM; pirofosfato
de sédio 10 mM e ortovanadato de sodio 10 mM). As amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 20 minutos a 4° C e o sobrenadante separado. A
quantificacdo proteica do sobrenadante foi realizada através do método
colorimétrico com reagente de Bradford (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). O
sobrenadante foi entdo homogeneizado com tampao Laemmli (azul de bromofeno
0,1%; fosfato de sddio 1 M, pH 7,0; glicerol 50% e SDS 10%) e amostras contendo
20 g de proteina foram separadas eletroforeticamente em géis de acrilamida e
entdo transferidas para membranas de nitrocelulose (0,45 ym de diametro). A
solucado de Ponceau S foi usada para calcular o teor relativo de proteinas que
foram transferidas para as membranas. As membranas foram entdo bloqueadas
e incubadas com os anticorpos primarios. Apds a incubagdo com o anticorpo
primario, as membranas foram incubadas com seus respectivos anticorpos
secundario acoplados a peroxidase em solugao de bloqueio (2,5% BSA em TBST)

por 2 horas e a membrana foi revelada com kit de quimioluminescéncia



(SuperSignal West Pico, REF: 34080, Thermo Scientific, Rockford, U.S.A.). A
quantificacdo foi realizada com o auxilio do software Image J, utilizando a
ferramenta “Gels”. As bandas obtidas nos géis foram recortadas para
representacdo de cada um dos grupos nas figuras correspondentes (MISHRA et
al., 2017).

Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o software Graph Pad Prisma
6.0. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo. A analise realizada
entre os grupos foi determinada pela variancia two-way (ANOVA), seguida do pds-
teste de Tukey e medidas repetidas quando apropriado. O nivel de significancia

utilizado para se rejeitar a hipétese de nulidade foi de 5% (p<0,05).

4. Resultados

4.1 Avaliagao do reparo tecidual

As lesdes cutaneas foram fotografadas em cada periodo de analise, como
representadas na Figura 7. Os dados gerados perante as andlises do Grau de
Contracao das lesbes, ou seja, a aproximagao das bordas no intuito do
fechamento total da lesdo pode ser observada na figura 8.
Até o 3° dia de tratamento, o controle se manteve em posi¢cdo estagnada de
contragdo, diferenciando-se dos animais tratados (p<0,0001; p<0,0070;
p<0,0027; F= 652.3). Além disso, a férmula completa teve um aumento
significativo no grau de contracdo quando comparado a foérmula parcial
(p<0,0196), demonstrando um beneficio nesta fase da cicatrizagdo ao 3 dia. Ao
7° dia de tratamento, a formula completa se demonstrou superior a férmula parcial
(p<0,0181). Ao 10° e 12° dia de tratamento, a Féormula completa obteve um
aumento em relagéo a nanoparticula vazia (p<0,0136; p<0,0305; alcangando 90%
de contragdo), em contrapartida, a nanoparticula vazia teve uma queda na
performance, em relagao aos demais tratamentos, tal queda ¢ justificada pela sua
atividade hidratante nas primeiras fases de cicatrizagdo. Ao 14° dia todos os

animais atingiram parametros de contragao préximos de 100%.
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Figura 7. Representagéo fotografica das lesdes induzidas em camundongos Swiss tratados com
diferentes férmulas utilizando nanocarreadores comparados ao controle e nanoparticula vazia nos

diferentes periodos de tratamento.
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Figura 8. Porcentagem do grau de contragdo em camundongos machos durante o tratamento com
diferentes formulas utilizando nanocarreadores. Dados estdo expressos em média + desvio
padrao, sendo utilizado medidas repetidas investigando a associagdo entre os grupos e o tempo
(n =7). O simbolo “**” representa diferenca estatistica dos demais grupos quando comparado ao
controle; simbolo “#” representa diferenga estatistica da formula completa e nanoparticula vazia
quando comparado a formula parcial; simbolo “&” representa diferenga estatistica da formula

completa quando comparado a nanoparticula vazia (p<0.05) na varidncia ANOVA Two-Way.

4.2 Avaliagao histomorfométricas do reparo tecidual

Nas analises histologicas do terceiro dia pos-tratamento podemos observar
presenga de células do sistema imune distribuidas ao longo do tecido avaliado,
Ademais, é possivel notar uma densidade maior de células imunes no tecido

tratado com a férmula completa (Figura 9).

No décimo quarto dia pds tratamento (Figura 10), ha a persisténcia de
células do sistema imune e o melhor arranjo da derme no grupo tratado com a
férmula completa quando comparada ao grupo tratado com a NV e com a férmula

parcial. Todos os grupos foram capazes de induzir o processo de epitelizacao.



Figura 9. Representacao de cortes histolégicos (Hematoxilina e Eosina) de camundongos Swiss

submetidos ao tratamento com diferentes féormulas utilizando nanocarreadores comparados ao
controle e nanoparticula vazia no 3° dia de tratamento (Inserte superior=0.8X; Inserte inferior=63x;
Figura central= 20x). A letra “A” representa o grupo controle; A letra “B” representa o grupo tratado
com a Nanoparticula Vazia; A letra “C representa o grupo tratado com a férmula parcial; A letra

“D” representa o grupo tratado com a férmula completa; Os simbolos nas imagens representam
as seguintes estruturas: AD= adipécito; = Células do sistema imune; *= Fibroblasto. Imagens

capturadas em um microscopio Panoramic 250 flash Ill, 3D Histech avaliadas no software
Caseviwer 3DHistech Ltd. H-1141 Budapest, Ov u. 3., Hungary.




Figura 10. Representagéo de cortes histoldgicos (Hematoxilina e Eosina) de camundongos Swiss

submetidos ao tratamento com diferentes féormulas utilizando nanocarreadores comparados ao
controle e nanoparticula vazia no 14° dia de tratamento (Inserte superior=0.8X; Inserte
inferior=63x; Figura central= 20x). A letra “A” representa o grupo controle; A letra “B” representa o
grupo tratado com a Nanoparticula Vazia; A letra “C representa o grupo tratado com a férmula

parcial; A letra “D” representa o grupo tratado com a férmula completa; Os simbolos nas imagens
representam as seguintes estruturas: AD= adipdcito; = Células do sistema imune; *= Fibroblasto.

Imagens capturadas em um microscopio Panoramic 250 flash Ill, 3D Histech avaliadas no software
Caseviwer 3DHistech Ltd. H-1141 Budapest, Ov u. 3., Hungary.

Quando analisados os parametros morfométricos aos 14 dias de
tratamento, como demonstrado na Figura 11, observa-se que os tratamentos nao
alteraram significativamente a espessura da parede epitelizada (p=0.0510), bem
como na angiogénese de vasos sanguineos (p=0.0829) (Figura 12). Apesar da
Foérmula completa ndo apresentar um aumento significativo, verifica-se uma um

perfil maior da espessura e angiogénese quando comparado aos demais grupos.
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Figura 11. Representagao de cortes histoldgicos da espessura da epitelizagdo em camundongos
Swiss submetidos ao tratamento com diferentes férmulas utilizando nanocarreadores comparados
ao controle e nanoparticula vazia no 14° dia de tratamento (Coloragao de Hematoxilina e Eosina;
Objetiva 10x). A letra “A” representa o grupo controle; A letra “B” representa o grupo tratado com
a formula completa; A letra “C representa o grupo tratado com a férmula parcial; A letra “D”
representa o grupo tratado com a Nanoparticula Vazia. A linha vermelha representa a espessura

da epitelizagdo. Imagens capturadas em um microscépio Olympus BX40 analisadas no software
Image J.
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Figura 12. Efeito de diferentes formulagdes sob a Espessura da Epitelizacdo e a Angiogénese
apos 14 dias de tratamento. Dados estdo em média + desvio padrdo (n=7) perante a variancia
ANOVA Two-Way e o nivel de significancia para se rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5%
(p<0,05).

Ainda, a analise morfofuncional revelou que no terceiro dia pos tratamento
ha a presenca de tecido conjuntivo neoformado na borda da leséo, local onde se
inicia o processo de epitelizagdo e fechamento da ferida nos grupos tratados com
a Férmula completa e Férmula parcial, quando comparadas aos grupos controle
e a Nanoparticula Vazia. Além disso, é nitido observar uma intensificacdo para a
coloracado de Masson na Férmula Completa, significando a presenca de grandes

filamentos de fibras colagenas (Figura 13).




Figura 13. Representagdo de cortes histolégicos na coloragdo de Tricrbmico de Masson de
camundongos Swiss submetidos ao tratamento com diferentes férmulas utilizando
nanocarreadores comparados ao controle e nanoparticula vazia no 3° dia de tratamento (Inserte
superior=1.0X; Inserte inferior=52x; Figura central= 20x). A letra “A” representa o grupo controle;
A letra “B” representa o grupo tratado com a Nanoparticula Vazia; A letra “C representa o grupo
tratado com a férmula parcial; A letra “D” representa o grupo tratado com a férmula completa; Os

simbolos nas imagens representam as seguintes estruturas: linha tarcejada = tecido conjuntivo;

FP= foliculo piloso; AD= adipdcito; = Células do sistema imune; *= Fibroblasto; Seta=
filamento de fibras colagenas. Imagens capturadas em um microscopio Panoramic 250 flash lll,
3D Histech avaliadas no software Caseviwer 3DHistech Ltd. H-1141 Budapest, Ov u. 3., Hungary.

No décimo quarto dia pos tratamento (Figura 14), a persisténcia de células
do sistema imune, e do desarranjo da derme foram observados nos grupos nao
tratado e tratados, quando comparados ao grupo tratado com a férmula completa,
em que se observa uma reducio na presenca de células do sistema imune e a

recuperacao da malha pantografica caracteristica da derme.

Figura 14. Representagdo de cortes histologicos na coloragdo de Tricrdmico de Masson de
camundongos Swiss submetidos ao tratamento com diferentes férmulas utilizando
nanocarreadores comparados ao controle e nanoparticula vazia no 14° dia de tratamento (Inserte
superior=1.0X; Inserte inferior=52x; Figura central= 20x). A letra “A” representa o grupo controle;
A letra “B” representa o grupo tratado com a Nanoparticula Vazia; A letra “C representa o grupo

tratado com a férmula parcial; A letra “D” representa o grupo tratado com a férmula completa; Os



simbolos nas imagens representam as seguintes estruturas:FP= foliculo piloso; AD= adipdcito;
= Células do sistema imune; *= Fibroblasto; Seta= filamento de fibras colagenas. Imagens

capturadas em um microscopio Panoramic 250 flash Ill, 3D Histech avaliadas no software
Caseviwer 3DHistech Ltd. H-1141 Budapest, Ov u. 3., Hungary.

4.3 Avaliagao bioquimica do reparo tecidual

Perante a analise de diversos mediadores po processo de reparo tecidual
(Figura 15), observou-se uma diminuicdo do NFKkB na férmula parcial e na
Nanoparticula Vazia quando comparado ao controle e a Férmula completa no 3°
dia de tratamento (p<0,0001; p<0,0001). Entretanto, quando avaliado no 14° dia
de tratamento, observou-se uma sustentacdo da expressao desta proteina nos
animais tratados com a formula completa quando relacionado aos demais
tratamentos (p<0,0017; p<<0,0001; p<<0,0001), sugerindo um aumento da
ativacao dos fatores de transcricdo relacionados a proliferacdo celular. Outro
achado, é o aumento do PGC-1a nos animais tratados quando relacionados ao
grupo controle no 3° dia de tratamento(p<0,0001; p<0,0001; p<0,0003). Em
contrapartida, houve uma reducéao significativa do TFAM nos animais tratados
quando comparados ao grupo controle ao 3° dia de tratamento (p<0,0006;
p<0,0003), sugerindo que o fator de transcricdo mitocondrial ndo foi ativado via
PGC-1a. As proteinas P38 e SIRT-1 ndo apresentaram diferencas estatisticas

relevantes perante o teste ANOVA.
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Figura 15. Efeito de diferentes formulagdes utilizando nanocarreadores sob parametros
bioquimicos de animais em processo de regeneragao tecidual durante a fase inflamatéria (3 dias)

e de reparo (14 dias); Os dados apresentados foram obtidos pela técnica de Western Blotting. O

Wk

simbolo representa diferenca estatistica quando comparado ao controle; o simbolo “#

representa diferenca estatistica quando comparado a férmula completa. Os resultados estédo
expressos em média + desvio padrdo (n=7) perante a varidncia ANOVA Two-Way e o nivel de

significancia para se rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5% (p<0,05).

5. Discussao

O processo de reparo tecidual para o retorno da homeostase cutanea
envolve processos biolégicos complexos e ordenados, como cascatas
bioquimicas e eventos de sinalizagdo. Consequentemente, produtos que
aceleram tais eventos sao amplamente estudados, dentre eles coberturas
baseadas em compostos biodegradaveis e biocompativeis que interfiram neste
processo de forma a aprimorar suas etapas para restabelecer a funcédo da pele
(BERTHET et al., 2017).

A nanomedicina vem mostrando sua aplicabilidade em diversas areas,
tendo bons resultados por ser biocompativel com diversas substancias, baixa
toxicidade, boa permeabilidade e uma capacidade de distribuicdo continua dos
compostos aplicados. A adicdo de nanoparticulas em coberturas para distribuicdo
de drogas para promogao e aceleragado do processo cicatricial tem se mostrado
efetiva, ainda tendo discussbes acerca da sua atuacdo no processo de
cicatrizagdo cronica (YAH et al.,, 2015). Em especifico, as NLS oferecem um
sistema de liberacdo de farmacos e compostos proporcionados por uma matriz
lipidica invélucra que possibilita uma liberagao controlada e especifica. Nela, os
farmacos permanecem encapsulados até o momento da aplicagao, resultando na
maior estabilidade e absor¢ao (LIPPACHER et al., 2001; MAIA et al., 2000).

Partindo destes principios, a avaliagdo de diferentes tecnologias como a
nanomedicina associada a diferentes compostos na cicatrizacdo de feridas faz-
se necessaria para desvendar novos mecanismos de atuagdo em lesbes
cutaneas.

Considerando as NLS como uma ferramenta de liberacdo de farmacos,

uma revisao feita por Berthet et al (2017), questionava o futuro de coberturas



utilizando nanocompostos na cicatrizagdo de feridas, chegando a conclusdo de
que a implementagcdo de nanoparticulas em coberturas aprimoraria a
reconstrucao da pele, por manter a liberagado sustentada do farmaco proposto,
tornando-se uma premissa inovadora no tratamento de feridas. Adicionalmente
as NLSs possuem similaridade ao tecido da pele, favorecendo a formacéao da
matrix extracelular da lesdo (SAHANA et al., 2018). Interessantemente, e partindo
desse principio, nosso estudo revelou que a aplicagdo de nanoparticula vazia
(sem farmaco) foi capaz de induzir efeitos benéfico ao processo de cicatrizagao,
dada ao aumento do grau de contragdo e aumento do mediador PGC-1, ambos
observados ao 3 dia de tratamento.

A utilizacdo de compostos nanoencapsulados oferece beneficios na
permeabilidade podendo potencializar a sua atuacao, isso devido sistema de
controle de distribuigdo, que induz gradualmente os efeitos do produto. Quando
comparado a atuagao de compostos como o acido retindico, percebe-se uma
melhora do processo de cicatrizagao, obtendo um grau de contragéo superior ao
tratado com a Nanoparticula Vazia (ARANTES et al., 2019; ZINDER et al., 2019).
Corroborando com os dados da literatura, este trabalho demonstrou que
nanoencapsulados contendo acido retindico (nanoparticula completas e parciais)
foram capazes de acelerar a contragdo da lesdao nos primeiros dias (ambas
férmulas), mas somente a Formula Completa elevou o grau de contragéo da lesédo
nos demais dias de tratamento, sugerindo que os demais elementos contidos na
nano completa sédo relevante nesse processo.

Outro acido amplamente estudado na estética e atualmente na cicatrizagao
€ o acido hialurénico, que se comporta como uma molécula que participa
ativamente do processo de reparagdo, principalmente na angiogénese,
(LITWINIUK et al., 2016; DALMEDICO et al., 2016; KIM; SKYKES, 2011). Os
resultados revelaram que apesar de haver uma tendéncia ao aumento da
angiogénese nos tratamentos com a nanoparticula contendo acido hialurénico, os
resultados nado foram significativamente diferentes dos grupos nanoparticula
vazia ou controle. Uma provavel explicacdo poderia ser devido ao uso do acido
hialurénico em diferentes concentracbes estudadas, tendo resultados na
angiogénese em doses de 2 a 4% (NEUMAN et a., 2015).

Neste estudo, a nanoparticula completa obteve resultados mais

promissores que a nanoparticula parcial, isso pode estar relacionado aos



compostos aditivos implementados na sua composi¢cado. A Glycyrrhiza Glabra,
composto presente na nanoparticula completa, pode ter auxiliado no aumento do
grau de contragcdo, bem como na sustentagao de fatores de crescimento como o
Fator Nuclear kappa B (NF-kB). Importante lembrar que o NFKB é um importante
fator de transcricdo relacionado a proliferagdo celular, e os resultados
apresentados no presente trabalho demonstraram isso quando comparado a
nanoparticula incompleta e vazia nos dois periodos avaliados. Essas alteragbes
em fatores de crescimento e aplicagdo da Glycyrrhiza Glabra ja foram
anteriormente descritas (PASTORINO et al, 2018; VERATTI et al., 2011;
GRIPPAUDO; DI RUSSO, 2016; SOLANO et al., 2006). Além

disso, o Panax ginseng, também presente na Formula completa, foi descrito como
potencializador da cicatrizacdo e atuante na proliferacdo de fibroblastos,
interferindo assim na sintese de colageno (KIM et al., 2013; GEUM-YOUNGLEE
et al.,, 2015; MEN et al., 2019). Corroborando com os dados presentes na
literatura, observamos que a nanoparticula completa apresenta uma nitida
intensificacdo da marcagado de fibras de colageno, vista pela coloragdo de
Masson. Adicionalmente aos dois produtos naturais citados anteriormente e
presentes na nanoparticula completa, o Piper nigrum possui efeitos descritos
como um possivel agente antinflamatério (MEGHWAL; GOSWAMI, 2013). Os
resultados obtidos pela identificacdo de células do sistema imune no tecido
lesionado revelaram que no 14° dia de tratamento, a nanoparticula completa foi
capaz de espacgar a distribuicdo de células imunes. Importante ressaltar que
apesar dos resultados ir ao encontro com a literatura, as analises qualitativas das
laminas histolégicas sao limitacbes para afirmar que a nanoparticula completa
reduz o numero de células imunes, sendo necessario outras abordagens para tal
conclusao.

Quanto as analises bioquimicas realizadas pela técnica de Western Blott,
as proteinas avaliadas foram P38 para avaliacdo da via MAPK, coativador alfa do
receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1a) para avaliagao
da ativagdo da biogénese mitocondrial por interagir com o fator respiratério 1 e 2
(NRF1 e NRF2), bem como a ativacdo do fator de transcrigdo mitocondrial
(TFAM). Como descrito anteriormente, outro fator importante na regulagcdo da
sobrevida celular, reparos no DNA e apoptose é a enzima SIRT1, que é uma

desacetilase NAD dependente pertencente a familia das histonas. Esta enzima



esta envolvida com a regulacédo da ativagéo e transcricdo relacionada ao gene
p53 e na ativagao de fatores de transcricdo como o PGC-1a e NF-kB (YI; LUO,
2010).

Durante a cicatrizagdo, estdo envolvidos eventos intracelulares, dentre
eles, genomas nucleares e mitocondriais desempenham papéis de extrema
importancia, como o PGC-1a que atua como coativador transcricional induzivel,
interagindo com NRF1 e NRF2 e consequentemente regulando a expresséo das
subunidades da cadeia de transferéncia de elétrons (CTE), que se ligam aos
promotores de genes envolvidos na transcricdo do mtDNA (DNA mitocondrial),
como o TFAM, aumentando a transcricdo e replicagdo do mtDNA (KELLY;
SCARPULLA, 2004; MURPHY et al. 2018; BROWN et al 2010; BOUCHEZ et al
2019). Varias séo as vias que implicam no controle e ativagdo do PGC-1q, sendo
uma das vias conhecidas, a ativagdo da P38 MAPK, que comumente gera uma
cascata de eventos intracelulares envolvidos na regulagao do crescimento celular,
diferenciacao e apoptose. Sendo assim, quando a via P38 MAPK ¢é acionada em
casos de proliferacdo celular, pode-se ter a ativacdo da PGC-1a, levando ao
aumento de TFAM e biogénese mitocondrial (KELLY & SCARPULLA, 2004).
Haviamos a expectativa de demonstrar que o processo de reparagao tecidual
envolvesse essas vias de ativagdo mitocondrial, entretanto, os resultados apesar
de apresentarem o aumento significativo do fator de transcricdo PGC-1a, que atua
como coativador de reguladores da biogénese mitocondrial, como NRF1 e NRF2,
seguido da diminuicdo do TFAM, nos 3 primeiros dias de tratamento com a
nanoparticula completa, sugere que o fator de transcricdo mitocondrial nao foi
ativado mesmo em condigdes de aumento do PGC-1a, nao estando
correlacionado a via classica PGC-1a - NRF- TFAM.

Um estudo realizado por Miceli et al (2014) sugere que alguns produtos
naturais como polifendis, carotenos e compostos da curcuma e do genistein,
podem afetar a metilagdo do DNA, acetilacdo e modificagdo de histonas, mas
ainda os conceitos e as implicacbes futuras ainda ndo foram estudadas e
debatidas. A implicacdo desta enzima sobre a cicatrizacdo ainda vem sendo
estudada, um estudo recente realizado por Beegum et al (2022) avaliou diferentes
Sirtuinas na cicatrizagdo, concluindo que a deficiéncia de Sirt-1 reduz o
recrutamento de macrofagos, fibroblastos e neutrédfilos, podendo atrasar o

processo. Deste ponto de vista, avaliar a estabilidade desta enzima se faz



importante para avaliagdes bioquimicas de processos cicatriciais. Apesar de estar
envolvida na regulagdo da sobrevida celular, reparo no DNA e apoptose, os
resultados encontrados neste estudo, demonstram que a férmula completa ou
incompleta ndo obtiveram diferengas significativas na enzima SIRT1 quando
comparado aos demais grupos. Interessantemente, os dados revelaram a
atuacao do PGC-1a e NF-kB no processo de reparagao tecidual sem a ativagao
da via SIRT1, abrindo possibilidades para outras vias de ativacao destes fatores
de transcricdo. Uma alternativa presente na literatura recente para a ativagao do
NF-kB esta relacionada aos Receptores Tool-like (TLR) que, normalmente,
encontram-se em membranas de macrofagos, sendo eles, tipos celulares muito
importantes na cicatrizagdo. A ativacdo destes receptores ocorre em
microambientes onde ha o aumento de fatores inflamatérios, como IL-6 e IL-1b.
Neste contexto, a ativacdo dos TLR culmina na ativacdo do NF-kB e em seus
efeitos fisioldgicos ja descritos. Desta forma, uma alternativa para a ativagao e
persisténcia do NF-Kb nos animais tratados com a féormula completa pode estar
relacionada a ativacdo dos TLR via mediadores inflamatérios (XIE et al., 2022).
Além disso, a geracdao de EROS na pele é natural para o metabolismo
celular, sendo que este processo tem inicio na mitocéndria e posteriormente é
revogado pelos antioxidantes (WAGNER et al., 2013). A formagdo de EROs e
ERNs (ions superoxido, hidroxila, peroxidos e hidroperoxidos peroxinitritos) em
excesso associada a uma deficiéncia dos sistemas antioxidantes celulares como
Superoxido Dismutase 1 (SOD1), Catalase (CAT) e a Glutationa Peroxidase
(GPx) causa o fendmeno chamado de estresse oxidativo. (JOHANSEN et
al.,2005; MARITIM et al., 2003). O dano causado é resultado da alta producgao de
EROs na cadeia respiratoria mitocondrial pode ocasionar em modificagcbes em
proteinas, acidos nucléicos e lipidios de membranas (peroxidagao lipidica)
podendo gerar mitocondriopatias (PERES-MATUTE et al., 2009; SCOTT; KING,
2004; MURPHY et al., 2018). No que
tange a alteragdes de radicais livres, o acido kdjico € estudado por seu potencial
antioxidante, demonstrando-se um possivel aliado na cicatrizacio
(MOHAMMADPOUR et al., 2012; BURNETT et al., 2010). Os resultados descritos
neste trabalho mostraram que ambas formulag¢des, completa e parcial continham
o acido kéjico, e este produto natural pode estar relacionado ao aumento do grau

de contracao observado.



Utilizagao de produtos naturais como estratégias farmacoldgicas capazes
de intervirem nos fatores de transcrigcdo e proteinas reguladoras, pode ser uma
alternativa para o tratamento de feridas cronicas, e outras doengas; uma vez que
a mitocondriopatia esta associada as mais diversas doengas. (MURPHY et al.
2018; BROWN et al 2010). Ao longo do processo cicatricial, varias vias de
sinalizagado moleculares estao envolvidas, como a via MAPK e a via do NF-kB que
esta associada a proliferagcéo, adesao celular, inflamacgao e regulacao das EROs.
O NF- kB pertence a uma familia de monémeros que formam dimeros que podem
se ligar ao DNA, regulando vias que controlam a transcricdo génica de fatores
inflamatoérios (MITCHELL et al., 2016). Portanto, a via do NF-kB esta relacionada
a processos estressores como ocorre na cicatrizagao, podendo regular algumas
de suas etapas (HAYDEN et al., 2006; GOSH & KARIN, 2002; PARK et al., 2017).

Visto que, em relacao a fatores de transcricao relacionados a proliferagcao
celular e inflamagdo, o NF-kB apresentou uma sustentacdo desde a fase
inflamatdria até o fechamento da lesdo nos animais tratados com a Nanoparticula
completa, devido a tendéncia no aumento aos 3 dias e elevacé&o significativa no
14 dia, quando comparados ao grupo controle. Assim, o NF-kB pode estar
relacionado a processos estressores como ocorre na cicatrizagdo, sua atuagao
na proliferagcdo pode ter sido crucial para o aumento do grau de contracdo nos
animais tratados com esta formulacado. Por outro lado, a via proliferativa da P38
MAPK nao demonstrou diferenca entre as férmulas testadas, bem como quando
comparadas ao controle, descartando essa possibilidade no processo
regenerativo.

A utilizacdo de nanoparticulas com base de polimeros naturais em
hidrogéis contendo compostos naturais, como a curcuma, demonstraram a
reducao da inflamagéo, melhora do tecido de granulagédo e melhora do processo
cicatricial (KARRI et al., 2016).

Em relagdo aos estudos clinicos associados a utilizagdo de
nanocarreadores e produtos naturais em lesdes cutaneas, as bases de estudos
ainda sao limitadas, abrindo possibilidades para testes clinicos de compostos ja
testados em vias experimentais. Além disso, a nanotecnologia utilizada na
cosmética, se demonstra segura do ponto de vista biofarmacoldgico, mas ainda a
sofisticacdo de compostos associados para melhora da do ponto de vista

sensorial e eficaz ainda s&o pontos de melhora (LEWINSKA et al., 2021). Desta



forma, os compostos apresentados na composicao do presente estudo, como a
Glycyrrhiza Glabra, Panax ginseng e Piper nigrum, demonstram resultados em
pesquisas experimentais e in vitro, sendo da mesma forma, escassas em
pesquisas clinicas e testes randomizados (PASTORINO et al, 2018; VERATTI et
al., 2011; GRIPPAUDO; DI RUSSO, 2016; SOLANO et al., 2006).

A associagdao de compostos bacteriostaticos, hemostaticos e que atuem
em diferentes processos fisioldgicos da cicatrizagdo, em formulagdes utilizando a
nanotecnologia, podem gerar produtos finais com a¢des diretas na proliferagéo,
angiogénese e melhora da cicatrizagdo, como visto no trabalho de Choudhary et
al (2021). A combinagao de diferentes nanoparticulas com fitoquimicos diversos,
podem oferecer melhoras no tratamento terapéutico, demonstrando uma
alternativa promissora no tratamento de lesbes cutaneas (WANG et al, 2022).
Dentro deste contexto, o presente estudo demonstrou que a associagao de
produtos naturais em formulagdes utilizando nanocarreadores como forma de
distribuicdo controlada tem beneficios em diferentes fases da cicatrizagao,
impactando no grau de contragéo das lesdes, bem como em aspectos histologicos

e bioquimicos.

6. Conclusao

O presente estudo demonstrou que a unificagcdo de compostos naturais
associados a modelos de nanocarreadores para liberacédo controlada de farmacos
foi capaz de reduzir o tempo de cicatrizacao, o que € um fator crucial para redugao
da exposigao a patégenos e para restauragao da funcéo de barreira da pele. Além
disso, sustentou a presenca de fatores de transcricdo envolvidos na proliferacao
celular até a fase de remodelagdo, sugerindo a correlagdo destes compostos
naturais em vias envolvendo NFkb, porém sem alteragées em fatores como SIRT-
1 e TFAM. O beneficio de se utilizar diferentes fitoquimicos com diferentes
atuacodes, bem como, explorar diferentes formulacdes para aprimorar o processo
de preparo podem afetar diretamente na sua futura aplicabilidade,
comercializagao e pratica clinica. A atuagado em diferentes sexos também pode
ser melhor explorada, testando estes compostos em camundongos fémeas em
um préximo estudo. Por fim, a combinacdo de diferentes compostos naturais

utilizando NLSs demonstrou-se benéfica na cicatrizagdo induzindo respostas



fisiologicas para futuramente terem suas vias melhor exploradas.
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Anexo 1

Universidade Federal Comisséo de Etica no &~
de Santa Catarina Uso de Animais \:ﬂ

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "A atuacao de nanocarreadores contendo derivados naturais na cicatrizacdo de lesdes
induzidas em camundengos ", protocolada sob o CEUA n2 1285201021 (b 002102), sob a responsabilidade de Wagner Luis Reis e
equipe; Ana Fidvia Marcal Pessoa; Bruna Karla do Amaral - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizacde de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 16/05/2022.

We certify that the proposal "The role of nanocarriers containing natural compounds in wound healing induced in mice ", utilizing
84 Heterogenics mice (84 males), protocol number CEUA 1285201021 (o 002102), under the responsibility of Wagner Luis Reis and
team; Ana Flavia Mar¢al Pessoa; Bruna Karla do Amaral - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 05/16/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 05/2022 a 04/2023 Area: Ciéncias Fisiol6gicas

Origem: Biotério Central

Espécie: Camundengos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a 3 meses N: 84
Linhagem: Swiss Peso: 25a35g

Local do experimento: O projeto sera desenvolvido no Laboratério de Neurobiologia da dor e inflamacao (LANDI), no Departamento
de Ciéncias Biolégicas da UFSC.

Floriandpolis, 16 de maio de 2022
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Luciana Aparecida Honorato Vanessa Rafaella Foletto da Silva
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Florianopolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua.propesq@contato.ufsc.br
CEUA N 1285201021
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