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FONTEQUE, Marilia Camargo. Efeito tépico do flavonoide Hesperidina metil
chalcona nos danos oxidativos e inflamatérios induzidos por queimadura
térmica em camundongo hairless. 2020. 117 f. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

A queimadura térmica de pele é o quadro resultante da acdo direta do calor,
promovendo logo apos a injdria uma resposta inflamatoria com producgéo de radicais
livres, os quais podem amplificar a lesdo. A Hesperidina metil chalcona (HMC) é um
flavonoide que apresenta propriedades anti-inflamatéria, antioxidante e analgésica.
Assim, este trabalho objetivou o desenvolvimento de uma formulacéo termossensivel
utilizando Poloxamer 407 (P407) associado de HMC para o tratamento topico em
lesBes cutaneas induzidas por queimadura térmica por meio de contato com haste de
ferro previamente aquecida em 4gua 100°C em camundongos hairless, com intuito de
avaliar o potencial anti-inflamatorio, antioxidante e cicatrizante da HMC. Realizou-se
o preparo a frio do gel de P407 a 20% adicionado a 1% de HMC (P407+HMC) ou néo
(P407). Em seguida, as formula¢gdes foram caracterizadas quanto ao pH, densidade,
espalhabilidade, temperatura de transicao sol-gel (Tsol-gel), viscosidade, Calorimetria
Exploratério Diferencial (DSC) e atividade sequestradora do radical ABTS in vitro.
Para avaliacdo dos parametros oxidativos e inflamatorios na pele de camundongos foi
padronizado o tempo de inducdo da queimadura na pele (3, 6 e 9 segundos) e tempo
de coleta para andlise (24, 48 e 72h). ApGs a padronizacdo do tempo de inducéo da
leséo de 3s e coleta pele de 48h apds injuria térmica, avaliou-se o efeito do tratamento
de 8/8h por 48h do gel P407+HMC na queimadura utilizando como parametros,
edema, atividade da mieloperoxidase (MPO), niveis de glutationa reduzida (GSH),
catalase (CAT), anion superoxido (ensaio NBT) e capacidade total antioxidante da
pele (ensaios FRAP — poder antioxidante redutor de ferro e ABTS - 2,2’ azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), além da analise macroscoépica das lesdes pelo
periodo de 15 dias. Os resultados demonstraram que o gel com HMC apresentou um
pH (6,00+0,15) ideal para aplicacéo na pele lesionada, uma densidade de 1,0032g/mL
e boa espalhabilidade. A adicdo da HMC no gel promoveu um aumento da Tsol-gel
no teste do tubo invertido e aumentou a viscosidade do veiculo. A curva de DSC do
P407+HMC n&o apresentou o evento térmico do mesmo. A formulacdo com HMC
também apresentou atividade antioxidante, apesar de uma diminuicdo em relacdo a
matéria prima (ICso 18,75pug/mL), ainda foi encontrado um ICso 16,88 pg/mL. Os
resultados in vivo evidenciaram que esta formulacdo suprimiu a inflamacéo cutanea,
reduzindo o recrutamento de neutrofilos. Em adigdo, as imagens dos animais
gueimados tratados com HMC apresentaram uma melhor evolucédo do fechamento da
ferida, propondo uma atividade cicatrizante. O tratamento contendo formulagcdo com
HMC, também mostrou efeito contra o estresse oxidativo induzido pela queimadura
térmica, mantendo os niveis GSH, atividade da CAT e capacidade antioxidante total
da pele a niveis basais. Em adicdo mostrou-se eficiente na diminuicdo da producao
de anion superoxido pelo estimulo da injaria térmica. Dessa forma, os resultados
sugerem que a HMC pode contribuiur para redugcdo dos danos causados por
gueimadura térmica, no entanto, sdo necessarios mais estudos para uma futura
aplicacéo clinica.

Palavras-chave: Hesperidina metil chalcona. Poloxamer 407. Queimadura térmica.



FONTEQUE, Marilia Camargo. Topical effect of the flavonoid Hesperidin methyl
chalcone in oxidative and inflammatory damage induced by thermal burn in
hairless mice. 2020. 117 p. Dissertation (Master’s degree in Phamarceutical Science)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

Burning is considered one of the most devastating injuries that the human body can
suffer, affecting people of all ages and both sexes. Thermal skin burn is the result of
the direct action of heat, promoting an inflammatory response after the injury with the
release of free radicals, which can amplify the lesion. Hesperidin methyl chalcone
(HMC) is a flavonoid that has anti-inflammatory, antioxidant and analgesic properties.
Thus, this work aimed to develop a thermosensitive formulation using Poloxamer 407
(P407) associated with HMC for topical treatment in skin lesions induced by thermal
burn through contact with an iron rod previously heated in 100°C water in hairless mice
, In order to assess the anti-inflammatory, antioxidant and healing potential of HMC.
The cold preparation of the 20% P407 gel was carried out, added to 1% HMC (P407 +
HMC) or not (P407). Then, the formulations were characterized in terms of pH, density,
spreadability, solution-gel (Tsol-gel) transition temperature, rheological properties,
differential scanning calorimetry (DSC) and sequestering activity of the ABTS radical
in vitro. In order to assess oxidative and inflammatory parameters in the skin of mice,
the skin burn induction time (3, 6 and 9 seconds) and collection time for analysis (24,
48 and 72h) were verified. After standardizing the 3s lesion induction time and 48h skin
collection after thermal injury, the effect of the 8 / 8h treatment of the P407 gel added
with HMC on the burn was evaluated using as parameters, edema, myeloperoxidase
activity (MPO), reduced glutathione levels (GSH), catalase (CAT), superoxide anion
(NBT test) and total antioxidant capacity of the skin (FRAP-ferric reducing antioxidant
power and ABTS-2,2'-azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), in addition to
the macroscopic analysis of the lesions for a period of 15 days. The results showed
that the gel with HMC showed an ideal pH (6,00+0,15) for application on the injured
skin, density of 1,0032g/mL and good spreadability. The addition of HMC to the gel
promoted an increase in Tsol-gel in the inverted tube test and increased vehicle
viscosity. The DSC curve of P407 added to the flavonoid did not show its thermal event.
The HMC formulation also showed antioxidant activity, despite a decrease in relation
to the raw material (ICso0 18,75pug/mL), an ICso was still found 16.88 pg/mL. The in vivo
results showed that this formulation suppressed skin inflammation, reducing the
recruitment of neutrophils. Furthermore, images of burned animals treated with HMC
showed a better evolution of wound closure proposing a healing activity.The treatment
containing HMC formulation also showed an effect against oxidative stress induced by
thermal burn, maintaining GSH levels, CAT activity and total skin antioxidant capacity
at baseline levels. In addition, it proved to be efficient in decreasing the production of
superoxide anion by stimulating thermal injury. Thus, the results suggest that HMC
may contribute to reduce the damage caused by thermal burn, however, further studies
are needed for future clinical application.

Key words: Hesperidin methyl chalcone. Poloxamer 407. Thermal burn.
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1. INTRODUCAO

Queimaduras podem ser definidas como lesdo na pele ou lesbes teciduais
resultantes de traumas com origem térmica causada por chamas, liquidos quentes,
superficies quentes, substancias quimicas, radiacéo, atrito ou friccdo (MOZINGO et
al., 2005; STEIN et al., 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), anualmente existem
300.000 mortes no mundo decorrentes de queimaduras, a qual & o quarto tipo mais
comum de trauma no mundo, perdendo somente para violéncia interpessoal, quedas
e acidentes de transito. Avalia-se que no Brasil acontecem em torno de 1.000.000 de
incidentes por queimaduras ao ano, sendo que 100.000 pacientes buscaram
atendimento hospitalar e, destes, cerca de 2.500 pacientes irdo a Obito direta ou
indiretamente em funcéo de suas lesdes (BRASIL, 2017).

O principal érgéo atingido pela queimadura térmica é a pele e seu estagio de
destruicao tecidual € dependente da temperatura, do tempo de contato, espessura
e irrigacao da pele. Sendo a desnaturagao proteica, o dano celular imediato e os
tardios sdo consequéncias da resposta imuno-inflamatéria ao trauma. Dessa forma,
as queimaduras sao classificadas em 3 graus: onde o 1° grau, é superficial, atingindo
epiderme; o 2° grau,é profundo, com lesao de espessura parcial profunda, por atingir
a epiderme e a derme profundamente e 3° grau, com espessura total, lesionando
estruturas mais profundas como tecido celular subcutaneo, muasculos, tenddes e
0sso0s (LIMA-JUNIOR; SERRA, 2004)

O processo de reparo de queimadura pode ser diferente da evolugdo normal
de outras feridas, mas as fases da cicatrizagcdo sdo as mesmas e dependem de
diversos tipos celulares e mediadores que interagem de forma complexa e simultanea
(HORST et al.,, 2018; ROWAN et al., 2015). A progressao da queimadura esta
diretamente relacionada a sequelas, infec¢cao, edema, comprometimento na perfuséo
sanguinea que expandem os danos inicialmente causados (KECK et al., 2009). Assim,
a cicatrizacdo € um processo dindmico e interativo origindria em resposta a um
trauma, onde participam diversos mensageiros humorais e celulares desencadeando
a coagulacédo, inflamacdo, deposicdo e diferenciagdo da matriz extracelular,
angiogénese, tecido de granulacdo, fibroblasia, epitelizacdo, contracao,
remodelamento e maturacdo (ROBSON, 2003).

Como na queimadura ocorre destruicao da barreira epitelial e da microbiota
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residente na pele, o seu efeito protetor é desestabilizado, sendo um ambiente
propicio para a proliferacdo de micro-organismos. Esta condicdo desencadeia
respostas imunoldgicas, entre essas esta a fagocitose, o qual € um evento
dependente de energia, onde o oxigénio é rapidamente consumido, resultando na
producédo de radicais livres. Além disso, a producdo de radicais livres na lesao
térmica esta associada a inflamacéo, devido os componentes de necrose celular,
infeccdo e ativacao citoquimica na queimadura (HORTON, 2003; LATHA, BABU,
2001).

Para combater o estresse oxidativo ocasionado na queimadura detoxificando
0 agente oxidante, existe um sistema de defesa antioxidante endégeno presente no
organismo, representado por compostos enzimaticos e ndo enzimatico e
provenientes da dieta pela dieta, como por exemplo, vitaminas C, E, A, B-caroteno,
minerais zinco, manganés, cobre e selénio, coenzima Q10, flavonoides, licopeno, e
as catequinas (CAROCHO; FERREIRA, 2013; PANZIERA et al., 2011; NEDEL, 2005)
que reagem com as espeécies reativas de oxigénio neutralizando-as (STAGNARO-
GREEN et al., 2011; SCHNEUER et al., 2012). O sistema antioxidante enzimatico é
formado pela superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
(CAT), sendo presentes no citoplasma e na matriz mitocondrial e o ndo enziméatico &
formado pela glutationa (GSH) (DE GROOT et al., 2012). A acédo dessas enzimas
ocorre pelo bloqueio e/ou controle da formacdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs), transformando-as em moléculas mais estaveis. A SOD converte anion
superoxido (0O2.7) em peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio, a GPx remove 0 H20:2
produzido pela SOD no citosol e na mitocondria por meio da oxidacdo da GSH em
moléculas de 4gua e a CAT que reduz o H202 em agua e oxigénio (XIA et al., 2017).

Dessa maneira, o tratamento de lesdes ocasionadas por queimaduras tem o
objetivo de reepitelizacdo rapida e prevencéo de infecgdes, através da aplicacédo de
antibioticos topicos e de curativos biolégicos e nao biolégicos, o controle da dor e
garantia de um ambiente Umido e protegido a lesdo (ROSSI et al., 2010; SALIBIAN et
al., 2016). Como primeira escolha de tratamento para queimaduras nos hospitais é o
antimicrobiano Sulfadiazina de Prata 1%, presente na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), porém possui atividade anti-microbiano e nao
cicatrizante (ROSSI et al., 2010; FERREIRA, PAULA, 2013). Nesse cenario, praticas
terapéuticas das lesGes térmicas, com o0 uso plantas medicinais devido a grande

diversidade de fitoquimicos com efeitos antioxidante, anti-inflamatério e
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imunomodulador (SHETTY; UDUPA; UDUPA, 2008; BEN-DJEMAA et al., 2016;
SONG et al., 2017; HEIDARI et al., 2019) € de ampla utilizagcdo no Brasil com bons
resultados, entre elas estdo Aloe vera, Schinus terebinthifolia, Casearia sylvestris,
Curcuma longa, Malva Sylvestris, Punica granatum, todas essas espécies estdo
disponiveis na RENAME ou na Relacédo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (REINISUS) (COSTA, MAYWORM, 2011; MARMITT et al., 2018).

Muitas classes de substancias antioxidantes originarias de produtos naturais
séo utilizadas para o restabelecimento do equilibrio redox cutaneo, e também, para a
prevencdo ou tratamento de patologias provocadas por estresse oxidativo
(GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007). Entre produtos naturais, podem-se
destacar os flavonoides, 0os quais possuem capacidade antiviral, antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral e efeitos analgésicos (CARVALHO et al.,
2013; PEREIRA et al., 2015; GARG, et al., 2001; SANTOS, RODRIGUES, 2017).
Como exemplo dessas substancias, existe a Hesperidina metil chalcona (HMC), um
flavonoide da classe das chalconas derivado da Hesperidina presente em vegetais e
frutas, principalmente nas citricas como laranja, limdo e tangerina (GARG, et al.,
2001).

Nesse contexto, é de grande interesse a incorporacdo desses ativos naturais
em solucdes que contribuam para o tratamento das lesdes térmicas controlando a dor,
garantindo um ambiente Umido e protegido. Assim, uma boa alternativa sdo os
sistemas termossensiveis que possuem respostas a alteracdes do ambiente, sofrendo
modificacdes reversiveis na sua microestrutura e em suas propriedades fisico-
qguimicas de acordo com o objetivo desejado (KIRCHHOF; GOEPFERICH; BRANDL,
2015). Um exemplo de insumo com essas caracteristicas é o hidrogel Pluronic® F-
127 ou Poloxamer 407 (P407) que € um copolimero ndo toxico em tribloco, com um
bloco hidrofébico com unidade de polioxipropileno e dois blocos hidrofilicos com
unidades de polioexietileno com caracteristica anfifilica, capaz de formar gel in situ.
Em baixas temperaturas, o Poloxamer é solucdo aquosa e torna-se hidrogel a uma
temperatura mais elevada. Essa gelificacdo ocorre devido a desidratacdo da regido
hidrofébica do éxido de polioxipropileno e assim, com 0 aumento da temperatura as
moléculas de Poloxamer se agregam formando micelas (DUMORTIER et al., 2006;
NIU et al., 2009). Dessa forma, mediante sua caracteristica termossensivel agregado
a sua baixa toxicidade impulsiona pesquisas sobre o uso do Poloxamer como um

possivel sistema de administragdo de farmacos (GILBERT et al., 1986).
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Diante da necessidade de se ampliar o conhecimento sobre as propriedades
farmacoldgicas no tratamento da queimadura, o presente estudo teve como objetivo
investigar a atividade anti-inflamatoria, antioxidante e cicatrizante da HMC frente a

les&o térmica, induzida em camundongos hairless.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUEIMADURA: EPIDEMIOLOGIA E CLASSIFICACAO

Na versdo atualizada da Classificacdo Internacional de Doencas (CID 11), a
gueimadura encontra-se na categoria de causas externas, por trauma térmico ou outro
trauma agudo, presente no capitulo 22 (WHO, 2019).

A gueimadura € considerada uma das les6es mais devastadoras que o0 corpo
humano pode sofrer, afetando pessoas de todas as idades e ambos 0s sexos
(ANDRETTA et al.,, 2013). Sdo lesbes parciais ou totais da pele e seus anexos,
podendo atingir camadas como derme, epiderme, tecido celular subcutaneo, musculo,
tenddes e ossos (JUNIOR; VIEIRA; ALVES, 2010). E definida, pela Sociedade
Internacional de Lesdes por Queimadura, como uma lesdo na pele ou de qualquer
tecido organico causada por trauma térmico (labaredas, agua fervente ou superficies
guentes e congeladas), radiagao ultravioleta, radioatividade, eletricidade ou produtos
quimicos (&cidos e bases, produtos causticos e de limpeza doméstica) (STEIN et al.,
2013).

As queimaduras sdo acompanhadas por grandes mudancas metabdlicas,
imunes e enddcrinas e, independentemente de sua causa, determinam lesées locais
e sistémicas. Nas queimaduras pequenas, existe uma reacdo unicamente local,
enquanto nas queimaduras moderadas e graves ocorre uma reacdo local maior,

podendo ser acompanhada de graves repercussodes sistémicas (AGUIAR et al., 2014)

O cuidado e promocéao da cicatrizacdo de feridas oriundas de queimaduras é
considerado objetivo fundamental no tratamento médico (FRYKBERG; BANKS, 2015).
Uma rapida re-epitelizacdo é fundamental para a recuperacao do isolamento da pele.
Quando a cicatrizacao esta prejudicada os riscos de infec¢do aumentam, provocando
alteracOes sistémicas e respostas imunoldgicas intensas que causam risco de vida
(FARINAS et al.,, 2018; HORST et al., 2018; SEPEHRIPOUR; DUGGINENI;
SHAHSAVARI, 2018).

Em adicdo, a pele desempenha um papel vital nas fungdes fisiolégicas como
transpiracéo, sensacao de calor e dor, portanto, qualquer dano causado a ela pode
levar a graves consequéncias, como dor e trauma, problemas de saude e até morte

em casos graves (BARONI et al., 2012). O custo no tratamento de queimaduras € alto
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devido a internacdes, cirurgias e longo acompanhamento no caso de lesbes mais
graves (JOHNSON, 2018). Dessa forma, ha uma necessidade urgente de desenvolver
produtos efetivos e de baixo custo que minimizem os encargos fisicos e financeiros
na sociedade humana. No cenario de hoje, as drogas sintéticas usadas no tratamento
de feridas s&o consideradas menos efetivas e varios efeitos toxicos sdo relatados
(GHOSH; MONDAL; RAMAKRISHNA, 2019).

Esta forma de lesdo é um problema de saude publica no Brasil e em todo
mundo, porém € observado um numero consideravelmente maior desta forma de
lesdo em paises em desenvolvimento ou pouco desenvolvidos (ZOU et al., 2015;
MCINTYRE et al., 2016). Noventa e cinco por cento das queimaduras ocorrem em
paises com baixa renda per capita causando sofrimento, incapacidade funcional e
psiquica as vitimas e até mesmo morte (TEVLIN et al., 2017). O indice de acidentes
na infancia nestes paises supera onze vezes 0s niveis em paises de elevada renda,
e ainda assim afetam mais individuos de minorias raciais e étnicas, caracterizado pelo
baixo poder socioecondomico (HAMBLIN, 2018).

Conforme dados publicado pela OMS, as queimaduras estdo classificadas
como o quarto tipo mais comum de traumas no mundo, com aproximadamente
300.000 mortes anualmente. E elevada a estatistica das pessoas que sofrem
gueimaduras, resultando em um problema grave de saude publica. Em todo o mundo,
estima-se que 6 milhBes de vitimas por ano recorrem ao atendimento médico com
algum grau de queimadura, entretanto, é dificil estabelecer a distribuicdo especifica
de casos para cada pais, devido a escassez de dados epidemioldgicos e de sistemas
nacionais de notificacdo (ARRUDA, et al., 2018).

E possivel encontrar dados disponiveis para alguns paises, onde se estima a
incidéncia anual de queimaduras, em média 500 mil nos Estados Unidos, 10 a 15 mil
internacées hospitalares por ano na Alemanha e 700 a 800 mil novos casos na india
(ARRUDA, et al., 2018). Avalia-se que no Brasil acontecem em torno de 1.000.000
de incidentes por queimaduras ao ano, sendo que 100.000 pacientes buscaram
atendimento hospitalar e, destes, cerca de 2.500 pacientes irdo a obito direta ou
indiretamente em funcéo de suas lesbes (BRASIL, 2017). Porém, mesmo que estes
dados sejam alarmantes, o nimero exato de pessoas acometidas no Brasil por
gueimaduras € subdeterminado, devido a subnotificacdo. Dessa forma, é provavel que
no Brasil, as lesbes inflamatdrias causadas por queimaduras possam ser

consideradas como as principais responsaveis por ferimentos e mortes dentre as
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ocasionadas por causa externa (PERFOLL, 2016).

Entre as faixas etarias ha diferenca na epidemiologia das queimaduras. Em
criangas, 0s casos de queimadura primeiramente sdo provocados por liquidos
superaquecidos, logo depois por queimaduras de contato e chama. As escaldaduras
caracterizam até 85% dos casos desse tipo de trauma, onde a populacao abaixo de 5
anos sao as principais vitimas (BARCELLOS et al, 2018). Nessas situacdes
geralmente sdo lesbes mais superficiais, porém, mais extensas (STROBEL; FEY,
2018). Segundo, Simaan et al, (2019), os meninos sdo mais acometidos pelas
gueimaduras térmicas que as meninas.

Mundialmente a literatura indica que as criancas sdo mais acometidas por
gueimaduras, representando a quinta causa mais comum de acidentes néo fatais na
infancia, a maioria dos casos ocorre por falta de supervisdo adequada de adultos,
além das condicBes socioecondmicas, com a deficiéncia de recursos para viabilizar
ambientes domésticos mais seguros (WHO, 2018; SOARES, et al., 2016).

A escaldadura é o segundo agente causador de queimaduras em idosos acima
de 60 anos, perdendo apenas para a lesdo por chama direta (LIMA, et al., 2017). O
paciente idoso deve ser acompanhado por equipe multidisciplinar devido doencas de
base que muitos possuem, para Novaes et al., (2018) a escaldadura também esteve
em segundo lugar como principal causa de queimaduras em pacientes entre 63 e 85
anos.

Mundialmente existem Unidades de Tratamento de Queimados (UTQs). A
literatura propde os EUA e Inglaterra como os paises que originaram estas unidades,
na década de 1950, sdo unidades compostas por equipe multidisciplinar, cuja
finalidade é o tratamento especializado de pacientes com traumas de queimaduras e
também, tem o objetivo de melhorar os indices epidemioldgicos desses atendimentos.
Atualmente, os EUA contam com 137 UTQs espalhadas por todo o pais. No Brasil,
segundo a Sociedade Brasildeira de Queimaduras, existem 57 UTQs cadastradas em
todo o territdrio nacional, a maior parte esta localizada na Regido Sudeste. Ha ainda
no pais nove estados que ndo dispdem de nenhum centro de referéncia para
tratamento de queimaduras (MACEDO, 2018; ARRUDA et al.,, 2018; PESCUMA
JUNIOR et al., 2013).

Em Londrina, cidade do estado do Parana, a Universidade Estadual de
Londrina (UEL) possui um ambulatério do Centro de Tratamento de Queimados (CTQ)

do Hospital Universitario de Londrina (HUL), o qual € um centro de referéncia em
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tratamento de queimados para o Estado do Parana. Nesse contexto algumas
pesquisas foram realizadas com objetivo de caracterizar o perfil dos pacientes e
causas das queimaduras que foram atendidas nesse centro (CABULON et al., 2015).
Assim, esse mesmo autor afirmou ser o sexo masculino as vitimas predominantes
(58%) nesse tipo de acidente, também observou maior concentracdo na faixa etaria
entre 0s 20 e 49 anos (66%), a maioria (71%) sofreu queimaduras de segundo grau e
as principais causas foram chamas (55%), escaldos (20%) e eletricidade (17%).

As criancas apresentam elevada frequéncia nos estudos epidemioldgicos de
gueimadura, devido comportamentos de curiosidade e inabilidade. Dessa forma, um
estudo realizado no CTQ/HU/UEL, analisou prontuérios de paciente pediatricos com
idade entre 7 a 12 anos, constatou maior prevaléncia no sexo masculino (69,4%),
sendo o fogo/alcool o principal agente causador (49%), seguido de escaldadura (29%)
(FRANSCICONI et al., 2016). Similarmente, em um estudo realizado com idosos
internados no mesmo CTQ, os homens lideram a incidéncia dos acidentes com
(55,4%) dos casos, com média de idade entre 69,1 anos e sendo fogo o principal
agente etiologico (54,5%), acompanhado de escaldo (34%), com taxa de o6bito de
35,7% (GIULI et al., 2015).

Apesar de todos os dados publicados pelo Ministério da Saude e pela
Sociedade Brasileira de Queimadura, Macedo, (2018) afirma que o Brasil ndo possui
estudos estatisticos que demonstrem, de maneira efetiva, a abrangéncia de
ocorréncias de queimadura, em ambito nacional, fato que impacta consequentemente
nas acoes de saude publica.

O processo de reparo de queimadura pode ser diferente da evolu¢do normal
de outras feridas, mas as fases da cicatrizacdo sdo as mesmas e dependem de
diversos tipos celulares e mediadores que interagem de forma complexa e simultanea
(HORST et al.,, 2018; ROWAN et al.,2015). A progressdo da queimadura esta
diretamente relacionada a sequelas, infeccao, edema, comprometimento na perfuséo
sanguinea que expandem os danos inicialmente causados (KECK et al., 2009).

A pele € o maior 6rgéo do corpo humano, um orgéo altamente metabdlico e o
anico que se encontra exposto diretamente ao meio ambiente. Ela representa a
primeira linha de defesa do organismo contra estresses ambientais como, patégenos,
agentes quimicos diversos e radiacao UV (XU; FISHER, 2005). Como envoltério do
organismo, a pele também regula a troca de agua com o meio ambiente e atua no

controle da temperatura do corpo. O 0rgdo apresenta estrutura estratificada em trés
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camadas sendo a epiderme a camada mais externa que esta em contato direto com
0 meio ambiente; a derme a camada de sustentac&o intermediaria e a hipoderme ou
tecido subcutaneo a camada mais profunda (BROWNLOW et al., 2015; PEREZ-
SANCHEZ et al., 2018).

A pele humana pode tolerar sem prejuizo temperaturas de até 40°C, acima
deste valor séo produzidas lesdes de diferentes comportamentos (MUEHLBERGER,;
OTTOMANN, 2012). Segundo a Sociedade Brasileira de Queimaduras (2018), os
danos térmicos sao classificados de acordo com a profundidade das queimaduras e
avaliados quanto a extensédo da Superficie Corpérea Queimada (SCQ). Quanto ao
grau de profundidade da leséo séo classificadas em primeiro, segundo e terceiro grau,
sendo as de 1° grau acometendo a camada mais externa da pele (a epiderme), as de
2° grau apresentam envolvimento dérmico, podendo ser superficiais ou profundas e
as queimaduras de 3° grau ou de espessura integral acometem toda a epiderme e
derme com danos profundos atingindo os tecidos subcutadneos, podendo até lesar

musculos e estruturas ésseas, ilustrado na figura 1 (GIORDANI et al., 2016).

Figura 1: Classificacdo da queimadura de acordo com a profundidade

/
/ Queimadura de 1° grau

Queimadura de 3° grau

| Epiderme Epiderme

Derme Derme

_|Subcutineo v Subcutdneo

Fonte: MD.SAUDE, 2020

As gueimaduras classificadas como de 1° grau sao leves com vermelhiddo no
local, seguida de inchaco e a dor pode ser variavel, a pele ndo se desprende e também
nao ha formacao de bolhas. Na recuperacéo ndo surgem cicatrizes, mas podem deixar
a pele levemente escurecida no inicio, se re-estabelecendo por completo com o
tempo. Nas de 2° grau verifica-se destruicdo da derme e epiderme, dor intensa com
presenca de bolhas no local da queimadura, porém a pele ndo se desprende
totalmente. A recuperacado dos tecidos € mais lenta, cicatrizes podem permanecer no
local afetado com presenca de manchas claras ou escuras. Enquanto que na de 3°
grau ha destruicdo total de todas as camadas da pele, a mesma pode ficar
esbranquicada ou carbonizada. Geralmente a dor € leve, pois a queimadura € tédo
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profunda que lesiona as termina¢des nervosas da pele. Pode ser muito grave até fatal
dependendo da porcentagem de area corporal afetada. Durante a recuperacao da
pele é muito comum que sejam realizados procedimentos cirlrgicos para amenizar as
cicatrizes, bem como tratamentos fisioterdpicos, pois algumas lesGes afetam a
movimentacao. Tardiamente, algumas cicatrizes podem ser foco de carcinomas de
pele e, assim, € muito importante que seja feito um acompanhamento das lesdes
(MARUMO, MONICA, 2009).

De modo geral, a queimadura pode ser dividida em trés lesbes concéntricas,
descritas em 1953 por Jackson (Figura 2), sendo a zona de coagulacdo ou necrose
localizada no centro da leséo, esta teve maior contato com o agente lesivo e tem perda
tecidual irreversivel e baixo potencial de regeneracédo celular devido a desnaturacao,
degradacdo e coagulacdo de proteinas e trombose vascular; sendo circundada pela
zona de estase, onde ocorre o edema, comprometimento do fluxo sanguineo e até
isquemia, esta regido é terapeuticamente critica na resolucdo ou na progressao da
lesdo dependendo da sua profundidade e extensao pois pode sofrer necrose; e ao
redor desta se encontra a zona de hiperemia, onde ocorre a resposta inflamatoria,
aumento no fluxo sanguineo e a recuperacao tende a ser completa a menos que haja
hipotensdo prolongada, infeccdo e sepse (JOHNSON, 2018; KOWALSKE, 2011;
SHUPP et al., 2010).

Figura 2: Zonas de lesdo térmica

Zona de coagulagédo —|

Zona de estase —]

Zona de hiperemia —|

Fonte: PHTLS, 2017.

O processo normal de cura de um ferimento se inicia no momento em que o

tecido é lesionado. Apos a lesdo, ocorre uma resposta inflamatéria e as células da
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derme comecam a aumentar a producéo de colageno. Mais tarde, o tecido epitelial é
regenerado (NAYAK et al., 2006). As estratégias de tratamento atuais geralmente séo
direcionadas na aplicacéo topica de medicamento visando intensificar a cicatriza¢do
de feridas, minimizar a resposta inflamatéria e interromper infecgcbes que séo

comumente associadas em lesdes graves de feridas (BHATIA et al., 2016).
2.2 CICATRIZAGCOES POR LESOES DE QUEIMADURA

A atividade de cicatrizacdo tem a finalidade de restaurar a integridade
anatbmica e funcional do tecido, para isso, o organismo dispde de um mecanismo
envolvendo quimiotaxia, divisdo celular, neovascularizacéo, sintese de matriz proteica
extra-celular e remodelacao da cicatriz (COSTA, ALVES, SOUZA, 2018).

Na cicatrizacado de lesdes cutaneas ha possibilidade do aparecimento de dois
fendmenos bioldgicos, sdo eles: regeneracdo ou reparacdo. Na primeira, a lesdo é
restrita a epiderme, portanto, ocorre substituicdo caracteristica do tecido lesionado,
sem perda de sua funcéo, por outro lado, na reparacéo o desfecho da lesao apresenta
cicatrizes e fibrose (BORGES et al., 2008; REINKE, SORG, 2012).

O processo de cicatrizacdo de qualquer tipo de ferida € o mesmo, seja ela
queimadura ou nao, portanto, apés a lesdo ocorre o processo inflamatério, o qual tem
por finalidade a reconstituicdo da ferida. O processo inflamatério pode ser dividido em
trés fases: inflamatoria, proliferacdo ou granulacdo e remodelamento ou maturacéo
(CAMPOS, BORGES-BRANCO, GROTH, 2007; ANDRADE et al., 2013). Na primeira
fase ocorrem danos as células com resposta vascular. A segunda fase envolve a
reconstrucdo dos tecidos, revestimento da ferida, comecando a formagdo de um
tecido fibroso denso. E por ultimo o remodelamento desse tecido o qual pode continuar
por meses ou anos (CURI, PEREIRA, BALBINO, 2005).

Na fase inflamatoria, a qual ocorre imediatamente apos a leséo, verifica-se a
liberacdo de substancias vasoconstritoras pela membrana celular, inicia-se o
extravasamento sanguineo para o preenchimento da area lesada com plasma e
elementos celulares, entre eles, as plaquetas. Assim, as plaguetas incentivam a
formacao do coagulo, rico em fibrina, estimulando a hemostasia e desenvolvendo um
blogueio contra a invaséo de micro-organismos, organiza a matriz provisoria essencial
para a migracdo celular (MENDONCA et al., 2010). Essa matriz também possui a

finalidade de reservatorio de citocinas e fatores de crescimento, 0s quais seréo



28

liberados durante as fases seguintes da cicatrizacdo (WERNER, GROOSE, 2003).

Frequentemente a lesdo expde o colageno na matriz extracelular, dessa forma,
ocorre a ativacdo das plaquetas, estas se aderem e se agregam no local da lesao,
permitindo que a hemostasia aconteca, pois sado secretados mediadores que auxiliam
na coagulacdo, como fatores de crescimento (LAUREANO, RODRIGUES, 2011).
Entre eles estao: fator de crescimento de transformacéo beta (TGF-B) e, também, fator
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado dos
fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), prostaglandinas e
tromboxanos que atraem neutréfilos para a lesdo. Desta forma, a resposta inflamatéria
se inicia com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, promovendo a
quimiotaxia (RENK, SORG, 2012).

Assim, os neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas para o local da leséo,
produzem radicais livres que auxiliam na fagocitose de bactérias, fragmentos celulares
e corpos estranhos. Apos 24 horas da injaria, os neutréfilos comecam a ser
substituidos por macréfagos (TAZIMA et al., 2008). Os macrofagos se deslocam para
a leséo, antes dos fibroblastos, finalizando o debridamento iniciado pelos neutrdfilos.
Em adicdo, também secretam citocinas e fatores de crescimento, colaboram com a
angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular, essenciais para a fase
proliferativa (BROUGHTON et al., 2006).

No entanto, um processo inflamatério prolongado causa degradacdo do
colageno, apoptose de queratinécitos, comprometimento vascular e producdo de
radicais livres em excesso. O acumulo de neutrofilos no local da lesdo permite a
producdo acentuada de substancias téxicas, como os radicais livres que levam a
ativacao de enzimas proteoliticas causando dano no tecido de granulacdo incipiente,
inibindo fatores de crescimento e dificultando o processo de reparacdo. A0 mesmo
tempo, as células viaveis restantes iniciam um processo de regeneragdo em um
ambiente desfavoravel, potencializando a inflamacdo (HORTON, 2003; GRAGNANI
et al, 2013).

A fase proliferativa é formada por trés subfases: reepitelizacdo, angiogénese e
fibroplasia, as quais sao responsaveis pelo fechamento da lesdo. Quando a
membrana basal permanece integra, as camadas da epiderme podem ser restauradas
em media em trés dias, caso contrario, as ceélulas epiteliais das bordas da ferida
comecam a proliferar com objetivo de restaurar a barreira protetora (LAUREANO;
RODRIGUES, 2011). De acordo com Mandelbaum et al, (2003), o propdésito da
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reepitelizacdo é a migracao de queratindcitos para as margens da leséo e dos anexos
epiteliais, quando a ferida tem espessura parcial. Essa proliferacdo dos queratinécitos
€ iniciada entre 24 a 48 horas apds a lesao, contribuindo para a formacao de novo
epitélio, bem como a reestruturacdo da membrana basal.

A angiogénese é um estagio essencial da cicatrizacdo, pois novos vasos
sanguineos serdo formados, a partir da proliferacdo de vasos pré-existentes nas
margens da ferida, com proliferagdo das células endoteliais, formacgéo da estrutura
tubular dos novos vasos e reconstrucdo da membrana basal (LAUREANO,;
RODRIGUES, 2011). Esse processo € estimulado pelo fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), além disso, também ocorrer a migracao de células endoteliais e formacao de
capilares, fundamentais para a constituicdo de uma cicatriz apropriada (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Os autores Reinke e Sorg (2012),
complementam que o fator de crescimento VEGF, produzido por macréfagos, estimula
a expressao de integrinas, as quais sao receptores importantes para a migracao de
células endoteliais.

A formacgdo do tecido de granulacdo completa a terceira subfase do estagio
proliferativo da cicatrizacdo, onde os fibroblastos e células endoteliais séo
predominantes. ApOs a lesdo, células mesenquimais sdo transformadas em
fibroblastos, por estimulo do fator de crescimento PDFG, que seréo divididos no local
da ferida e, assim, produzirdo os componentes da matriz extracelular. Os fibroblastos
sintetizam colageno tipo |, pela influéncia do TGF- B, ainda na fase inflamatéria
(CAMPOS; BORGES; GROTH, 2007). Essa sintese de colageno ¢é influenciada pela
hidroxilacdo dos aminoacidos lisina e prolina, sendo dependente do nivel de
oxigenacao celular (TAZIMA et al., 2008).

Na ultima fase do processo de cicatrizacdo verifica-se uma tentativa de
recuperacéo da estrutura tecidual normal, sendo assim, ocorre o remodelamento do
tecido, onde acontece a deposicdo organizada do colageno (MENDONCA;
COUTINHO-NETTO, 2009). Inicialmente ha producéo do colageno tipo Il que € mais
fino que o presente na pele normal. Porém, com a evolugdo do processo de
cicatrizagdo, esse colageno inicial € reabsorvido e um colageno espesso (tipo I) é
produzido e organizado ao longo das linhas de tensdo (BROUGHTON et al., 2006).
Conforme ha o aumento da formacao do tecido cicatricial na fase de remodelamento,
a coloracdo rosea brilhante da lesdo € gradativamente substituida por um tom

esbranquicado. A duracao desse processo depende da profundidade da lesdo (SILVA,
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FIGUEREDO; MEIRELLES, 2007).

Portanto, a cicatrizacdo dos tecidos € formada por algumas etapas como a
coagulacao, inflamacao, granulagéo, fibrose, arranjo de colageno e epitelizagdo. A
duracéo para a cura completa em lesbes por queimaduras de segundo grau, sem a
utilizacdo de medicacOes especificas, é incerta, levando de trés a seis semanas ou
até mesmo por um periodo maior, o que vai influenciar nessa cura, é a profundidade
da injaria. Além disso, existe a possibilidade de permanecer um tecido cicatricial que
pode hipertrofiar e contrair-se (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013).

Existem alguns interferentes no processo de cicatrizacdo da queimadura, como
extremos de idade, estado nutricional, presenca de infec¢cdo, doencas como diabetes
mellitus e insuficiéncia vascular, ou traumas associados e tratamentos citotoxicos séo
considerados. O ideal € que a cicatrizagdo ocorra no tempo esperado e sem

complicacBes minimas (ROSSI, et al., 2010).
2.3ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMACAO

A transferéncia de elétrons é um processo fundamental para sobrevivéncia
celular, porém em decorréncia desse processo, sdo formados radicais livres (RL)
principalmente espécies reativas de oxigénio (EROs), capazes de causar danos
oxidativos (ALVES et al., 2010). Essas espécies derivadas do oxigénio molecular
possuem funcdes bioldgicas essenciais no organismo, como manutencéo das fungées
normais das células, equilibrio no estado redox, sinalizacdo celular, atividade do
sistema imunoldgico e defesa contra micro-organismos (YU, AHMEDNA, GOKTEPE,
2005).

A producdo de RL é um processo continuo e fisiolégico. Sua producédo €&
controlada por varios sistemas e vias metabdlicas, assim os RL podem ser mediadores
na sinalizacao extra e intracelular. A principal fonte de RL produzidos no organismo é
resultante do metabolismo normal do oxigénio, devido sua importancia nos processos
metabdlicos, no entanto, o carbono, o enxofre e o nitrogénio também podem produzir
RL (RENZ, 2003). Os RL, os quais sdo espécies quimicas instaveis e reativas
formadas de um atomo ou associacdo de atomos, com um elétron desemparelhado
na camada eletronica (SHAO et al, 2012). Essa atividade resulta em alta instabilidade
energética, pois para os RL manterem sua estabilidade precisam doar ou retirar
elétron de outra molécula (DROSE, BRANDT, 2012). Entretanto, a producdo em



31

excesso ocasiona danos oxidativos. O estresse oxidativo € qualificado pelo excesso
intracelular de RL principalmente de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERN), e
frequentemente, aparecem nas células como consequéncia ao desequilibrio do
estado redox, em razdo do acumulo de espécies reativas e/ou pela reducdo de
antioxidantes (MESTMAN, 2012).

As EROs sao produzidas continuamente pelas células, por diferentes vias,
porém, a cadeira respiratoria € a principal fonte devido a presenca de varios centros
redox, os quais podem transferir um elétron da molécula de oxigénio para formarem
anion superoxido (SCHNEUER et al., 2012). Essas reacfes de transferéncia de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial ocorrem nos complexos |
e lll, como parte de seus processos metabdlicos, além disso, séo instaveis (HAMID et
al., 2002, MURPHY, 2009). A mitocondria possui controle preciso do estado redox
celular, por meio da combinacdo entre as numerosas proteinas antioxidantes e
desacopladoras (UCPs) e os canais modificadores do gradiente de prétons. A funcéo
mitocondrial também pode ser alterada pela combinacao de moléculas com as ERN.
E valido ressaltar que existem outras fontes importantes de EROs, como enzimas,
entre elas estdo as oxidases de membrana; xantina oxidase, enzima expressa na
parede vascular e presente no plasma; mieloperoxidase, uma hemeproteina
secretada durante ativacdo de neutrofilos e mondcitos; 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), a qual produz 6xido nitrico (NO) e este interage com as EROs; e NADPH
oxidase um importante complexo enzimatico produtor de EROs no mdusculo
esquelético (MESTMAN, 2012; STANGARO-GREEN, et al., 2011; GUIMARAES,
2015).

O desequilibrio entre a formacao e remocao dessas espécies € resultante da
reducdo de antioxidantes enddgenos e exogenos, ou também, pelo aumento de
geracdo de espécies oxidantes, gerando um estado pré-oxidante denominado
estresse oxidativo (DROSE, BRANDT, 2012).
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Figura 3: Producéo, eliminacdo de EROs e controle da homeostase redox
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EROs séo consideradas as mais importantes espécies reativas em sistemas
bioldgicos, onde o centro € o oxigénio molecular (VALKO et al., 2007). Este possui
dois elétrons desemparelhados na camada de valéncia, os quais o tornam passivel
para a formagéo de radicais livres (KIM et al., 2015). Dentre eles destacam-se o radical
superoxido (0O2"), o radical hidroxil (OH), o radical 6xido nitrico (NO), o radical peroxil
(RO2") e algumas espécies reativas nao radicalares como o H202, 0 acido hipocloroso
(HOCIl) e o oxigénio singlete (*0O2), que apesar de ndo possuirem elétrons
desemparelhados tem potencial para sofrer reagbes gerando radicais livres
(HALLIWELL, 2009). O radical Oz~ é importante na producéo das demais EROs, pois
ele resulta da primeira reducdo do oxigénio, além de ser uma molécula altamente
reativa, com meia vida em torno de 5x10° M s, assim é capaz de desencadear a
formacéo das demais espécies (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990). Sua principal
fonte € a cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias, mas segundo KIM et al.,
(2015), o anion superoxido pode ser produzido durante o burst respiratorio das células
fagociticas (mondcitos, macréfagos, neutréfilos e eosinofilos), apresentando acgéo
bactericida.

O estresse oxidativo contribui para os ataques das EROs a componentes
celulares, ocasionando lesdes oxidativas em macromoléculas e outras estruturas
celulares, e se isso ndo for reparado ou bloqueado podera causar alteracdes na
funcionalidade de orgéaos, tecidos e células. Logo, em muitas patologias o estresse
oxidativo esta presente, pois as EROs estdo relacionadas a varios processos
degenerativos (SILVA, GONCALVES, 2010). Todas as estruturas celulares sao
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suscetiveis a acdo das EROs, mas a membrana é um dos principais focos em
decorréncia da peroxidacdo lipidica. Esta pode causar alteracbes na membrana
celular, influenciando em sua integridade, permeabilidade e fluidez, provocando a
perda da seletividade, na troca ibnica e liberagcdo do conteddo de organelas,
favorecendo a morte celular (SAITO et al., 2015).

Em muitas patogéneses, ha presenca do desequilibrio redox, o qual contribui
para a evolucdo dos quadros, entre elas estdo: as doengas neurodegenerativas,
cancer, as cardiovasculares, diabetes mellitus e hipercolesterolemia. Todas essas
patologias possuem como caracteristicas em comum a inflamacéo crénica e esta,
somada ao estresse oxidativo, contribuem para o desenvolvimento e progresséo das
mesmas. Em seguida a exposicao celular a EROs e mudanca no estado redox, ocorre
0 inicio do processo de transcricdo de genes inflamatérios e os fatores de transcricéo
sao regulados por meio de mecanismos redox-sensiveis (DE GROOT et al., 2012).
Nesse cenario, as EROs ativam o fator nuclear kappa B (NF-KB), os quais vao
estimular a transcricdo de genes que codificam citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-
12, TNF-a) e moléculas de adesdo (NEGRO et al., 2010; SEROR et al., 2014). Por
outro lado, as préprias citocinas podem levar a formacédo de EROs, desencadeando
um circulo vicioso entre o estresse oxidativo e a geragao de citocinas pro-inflamatérias
(HIRSCH et al., 2013). A relacéo entre a producdo de EROs e a inflamacédo é muito
definida, entretanto, 0s mecanismos moleculares ndo s&o completamente
esclarecidos (GOMES, 2017).

No trauma térmico os RL sdo produzidos durante a reposicdo de fluidos,
alterando moléculas como acidos nucléicos, lipidios e proteinas (BARBOSA, 2006).
Nesses casos de queimadura é necessaria a restauracao da volemia, causando um
estresse oxidativo secundario, com perda de mecanismos enddgenos de defesa
antioxidante. Logo, a hip6xia e o choque hipovolémico em pacientes com quadros
graves de queimadura, contribuem para o acumulo intracelular de hipoxantinas. Com
a restauracao da perfusédo celular, a hipoxantina € oxidada, produzindo RL, os quais
podem aumentar a injdria inicial, comprometendo a defesa antioxidante enddgena
(HORTON, 2003). Pintaudi et al., (2000) sugere que na queimadura térmica, os RL e
EROs gerados colaboram para danos locais adicionais como o0 aumento do edema,
além de participarem dos processos inflamatorios.

Em concluséo, a queimadura com seus componentes de necrose celular, infeccéo

e ativagdo citoquimica, desenvolvem uma reacdo inflamatéria, a qual aumenta
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radicais livres, impedem os mecanismos de defesa antioxidantes, podendo conduzir
a vitima queimada a maior possibilidade de injaria mediada pelas EROs, levando a
piora do estado metabdlico do paciente (CORREIA, 2001). Dessa forma, o estresse
oxidativo € um passo critico na cascata nociva mediada pela queimadura (HORTON,
2003).

2.4 TRATAMENTO EM LESOES POR QUEIMADURAS

O tratamento das queimaduras objetiva a reepitelizacdo rapida e prevencao de
infeccdes, através da aplicacao de antibidticos topicos e de curativos bioldgicos e ndo
biolégicos, o controle da dor e garantia de um ambiente Umido e protegido a lesédo
(ROSSI et al., 2010; SALIBIAN et al., 2016). Contudo, esses tratamentos podem ter
efeitos secundarios na ferida, uma vez que a patogénese da progresséao da leséao por
gueimadura ainda ndo esta bem entendida, poucas terapias clinicas sao projetadas
para abordar diretamente a questao da progressdo da mesma (SALIBIAN et al., 2016).

E importante a escolha de um bom curativo que seja de facil aplicacdo e
remocdo, acessivel economicamente e confortdvel ao uso pelo individuo
(DALMEDICO et al., 2016). Ap6s os cuidados gerais no atendimento inicial ao
paciente queimado, a atencéo deve ser voltada ao tratamento topico da ferida, com
escarotomias, se necessario, e limpeza da superficie queimada, debridamento e
remocao de flictenas rotas, se for o caso. A aplicacdo de curativos, cujo componente
primario deve oferecer condi¢des ideais para a revitalizagdo, e também deve permitir
gue a ferida seja inspecionada a cada 48 horas para avaliar o processo de cicatrizacao
e aparecimento de infecgbes (MOSER, 2013).

A selecdo de coberturas € baseada nos efeitos sobre a cura, na facilidade de
aplicacdo e remocdo do produto, no custo de tratamento e conforto do paciente
(WASIAK et al.,, 2013). Como uma das primeiras linhas de tratamento, agentes
antibacterianos topicos sao usados para prevenir infeccdes; entretanto, eles podem
causar reacOes alérgicas que adiam a processo de cicatrizacdo (THOMAS et al., 2009;
LEE et al., 2005).

A sulfadiazina de prata tem acdo antimicrobiana contra micro-organismos
gram-positivos e gram-negativos, fungos e anaerébicos. A medicacdo deve ser
aplicada sobre a queimadura com uma camada de aproximadamente 3-5 mm e, em

seguida, coberto com camada de gaze absorvente, devendo ser trocado a cada 24



35

horas ou com menor intervalo de tempo caso a ferida seja muito exsudativa (ROSSI
et al., 2010). O uso da sulfadiazina de prata 1%, em creme esta inclusa na RENAME.
N&o se apresenta como cicatrizante e sim apenas como anti-microbiano (ROSSI et
al., 2010; FERREIRA, PAULA, 2013). Em 2017, foi atualizada a lista da RENAME, os
12 medicamentos fitoterapicos das edicbes 2012 e 2014 permaneceram, as
atualizacdes foram em relac&o a concentracéo por forma farmacéutica e a dose diaria
na coluna concentragcao/composicao (BRASIL, 2017). Dentre estes, estdo os cremes
a base de babosa e aroeira, conhecidos por sua acdo cicatrizante, constituindo
alternativas economicamente mais viaveis para o tratamento de feridas e queimaduras
(COSTA; MAYWORM, 2011).

De acordo com os dados publicados por Marmitt et al., (2018), h& evidencias
da atividade cicatrizante com eficdcia na contragdo, neovascularizacdo e re-
epitelizacdo de queimaduras induzidas em ratos das folhas de Casearia sylvestris, 0
rizoma de Curcuma longa e as flores de Malva Sylvestris e de Punica granatum, as
quais pertencem a REINISUS. A literatura também relata a eficAcia de produtos
naturais como mel e Aloe vera para tratamentos de doencas de pele, como as
gueimaduras (SILVA, 2013; PINHEIRO, NASCIMENTO, 2019). E foi a partir de 2011
gue tratamentos dermatolégicos a base de babosa foram inseridos na RENAME, para
o tratamento de lesdes e queimaduras de 1° e 2° graus (BRASIL, 2017; COREN,
2012).

Uma ampla area de pesquisa utilizando plantas medicinais tem sido realizada
nos ultimos anos no tratamento de queimaduras, devido a grande diversidade de
fitoquimicos com efeitos antioxidante, anti-inflamatoério e imunomodulador (SHETTY;
UDUPA; UDUPA, 2008; BEN-DJEMAA et al., 2016; SONG et al., 2017; HEIDARI et
al., 2018). Entre os produtos naturais também se destacam a papaina e o mel e entre
as solugoes, o nitrato de prata, o gluconato de clorexidina e o iodopovidona, embora
pouco utilizado nos dias atuais (MONTES et al., 2011).

Muitas classes de substancias antioxidantes originarias de produtos naturais
sao utilizadas para o restabelecimento do equilibrio redox cutéaneo, e também, para a
prevencdo ou tratamento de patologias provocadas por estresse oxidativo
(GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007). A eficacia de antioxidantes desta
origem € muito investigada, alguns estudos sobre queimadura utilizaram essas fontes

naturais em seus tratamentos, como extrato de Passiflora edulis S., creme a base de
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Isoquercetina, o extrato de Aloe barbadensis, Curcumina (BARROS et al., 2016;
BHATIA et al., 2016; MERCES, 2015, SINGER et al., 2007).

Outras linhas de tratamento merecem destague como 0s curativos com
hidrogéis, que demonstram eficacia no alivio da dor e cicatrizacdo mais rapida pela
promocao de um ambiente Umido a lesédo. Ja os curativos substitutos de pele, petrolato
e espuma de silicone sédo importantes como alternativas para a lesdo, porém, uma
andlise deve ser feita para se adequar as melhores terapias e acesso ao tipo de
curativo ideal para o paciente (TAVARES, SILVA, 2015). As coberturas com alginato
de célcio e sodio sdo uteis na promoc¢ao do debridamento autolitico e absorcéo do
exsudato, que costuma ser excessivo na fase inicial da cicatrizacdo, ainda assim
mantendo o ambiente Umido necesséario para que a reepitelizacdo ocorra. Sua
remocao ndo causa traumas a lesdo e ndo necessita de troca diaria (ROSSI et al.,
2010).

Um curativo de hidrogel a base de quitosana, mel e gelatina foi desenvolvido
por pesquisadores e apresentou eficacia antibacteriana contra S. aureus e E. coli e
promoveu a cicatrizagdo de queimaduras (WANG et al., 2012). O &cido hialurénico,
um composto que promove retencao da umidade na pele, associado a sulfadiazina de
prata, denota potencial para o tratamento de queimaduras de espessura parcial ou
profundas, por conta da sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e por ser néo
imunogénico. No entanto, ainda é insuficiente o nUmero de evidéncias de seu uso na
pratica clinica (DALMEDICO et al., 2016).

Wattanaploy et al., (2017) realizaram um estudo comparando a eficacia do gel
de polihexanida/betaina com a sulfadiazina de prata no tratamento de queimadura de
espessura parcial. O gel de polihexanida/betaina demonstra ser um candidato
promissor por apresentar algumas vantagens em relacdo a sulfadiazina de prata,
incluindo baixa citotoxicidade, promoc¢éo da cicatrizacdo de feridas e facilidade de
remocao da ferida (HUBNER; KRAMER, 2010), contudo, este estudo ndo encontrou
diferenca significativa no tempo de epitelizacdo representado a partir do tempo de
cicatrizacdo de queimaduras entre grupos tratados com gel de polihexanida/betaina e
grupo tratado com sulfadiazina prata.

Existem diversos tipos de substitutos de epiderme, de derme e compostos
equivalentes de pele que funcionam como Scaffolds (base de sustentacdo) para o
tratamento de queimaduras graves, profundas e de dificil cicatrizacdo. Aléem de fatores

de crescimento recombinantes, particularmente FGF, EGF e GM-CSF que sao
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indicados para muitos pacientes, no entanto, sdo de alto custo e muitas vezes
inviaveis principalmente para o sistema publico (ELKINS-WILLIAMS; MARSTON;
HULTMAN, 2017; OJEH et al., 2015).

Neste contexto, pode-se verificar que a conversédo da queimadura continua a
ser um aspecto que requer mais estudos. Contudo, pesquisas recentes avancaram
tanto no melhor entendimento dos fatores contribuintes na conversao da patogénese
da ferida, bem como a aplicagdo de novos tratamentos para mecanismos de
progressdo secundaria. A maioria dos estudos realizados nos ultimos cinco anos se
concentrou na adaptacédo de terapias como possiveis intervenc¢des visando a zona de
estase, além de tratamentos experimentais visando reduzir a inflamacéao prolongada,
diminuindo radicais livres de oxigénio e melhoria da perfusdo, que demonstraram
resultados promissores (SALIBIAN et al., 2016).

2.5 ANTIOXIDANTES E SEUS EFEITOS NO TRATAMENTO DE QUEIMADOS

A pele € um 6rgdo complexo formado por diferentes estruturas e com diversos
tipos celulares (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018). Além disso, ela € exposta a
inimeros agentes quimicos, fisicos e microbiolégicos, muitos dos quais induzem a
formacao de EROs e ERN, pois esta susceptivel ao Oz fornecido pela circulagédo
sanguinea, bem como, ao Oz proveniente do meio ambiente (OLIVEIRA; FONSECA,
FONSECA, 2008). Estas substancias colaboram para manutencéo da sobrevivéncia
e homeostase celular, também s&o importantes para varios processos fisiopatoldgicos
e bioquimicos quando ha um equilibrio entre sua formacéo e remocéao (RASILAINEN
et al., 2002). No entanto, quando essa homeostase é rompida instala-se o estresse
oxidativo.

Uma vez que este 6rgao esta altamente susceptivel ao desequilibrio fisiolégico
causado principalmente pela alta exposicdo a agentes agressores, a pele possui
mecanismos enzimaticos e resposta rapida, e moléculas antioxidantes de baixo peso
molecular, para conter o estresse oxidativo. As EROs formadas na pele, séo
principalmente os radicais ‘OH, e O2", os radicais peroxil (RO2’) e alcoxil (RO’), o *O2
e 0 H202. As ERNs como o 6xido nitrico (NO’), também estdo presentes (RASILAINEN
et al., 2002; BEAK et al., 2004; KING; OH, 2004).

Os antioxidantes sdo moléculas que podem prevenir ou retardar a oxidagao,

mesmo quando presentes em baixas concentragbes, protegendo o0s sistemas
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biolégicos contra efeitos deletérios das reacdes que levam a oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares. Estes podem atuar de maneiras distintas,
prolongado a fase de iniciagéo ou inibindo a fase de propagacao, entretanto, ndo sao
capazes de prevenir completamente a oxidacdo (JUNIOR, 1998; MOURA, 2006).
Conforme a atividade desempenhada, os antioxidantes podem ser classificados em
enzimaticos e ndo enzimaticos e, também, pelo modo de acédo, onde podem ser
primérios ou secundarios (COTINGUIBA, 2013).

Os antioxidantes enziméticos agem por meio de mecanismos de prevencéo,
impedindo e/ou controlando a formacéo de radicais livres e espécies ndo radicalares,
envolvidos com o inicio de rea¢cdes em cadeia, as quais resultam amplificacdo do
processo e, consequentemente, com ocorréncia de danos oxidativos. E os néo
enzimaticos, sao estruturas moleculares com capacidade de impedir a propagacao
das reacdes em cadeia induzidas pelos radicais livres nas membranas biolégicas
(MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004; PODSDEK, 2007). Em relacdo ao modo de acao,
0s antioxidantes primarios paralisam a cadeia de reacdo por meio da doacdo de
elétrons ou de atomos de hidrogénio aos RL, transformando-os em produtos
termodinamicamente estaveis e/ou reagiando com os radicais livres. Por outro lado,
0s antioxidantes secundarios sdo capazes de retardar a oxidacdo por meio de varios
métodos entre eles: sequestros de oxigénio (O2), decomposicdo de hidroperoxidos
para formar espécies nao reativas, absorcdo de radiacao ultravioleta, desativacéo de
oxigénio singlete ou pela complexacdo de metais (SOUSA, 2007).

O sistema de defesa enzimético é formado por enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (Gr)
(BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013). A acdo dessas enzimas ocorre pelo
bloqueio e/ou controle da formacao das EROs, transformando-as em moléculas mais
estaveis. A SOD converte Oz~ em H202 e O2, a GPx remove o H202 produzido pela
SOD no citosol e na mitocdndria por meio da oxidagdo da GSH em moléculas de agua
e a CAT que reduz o H202em agua (H20) e Oz (XIA et al. 2017).

Dentre 0os nao enzimaticos, estdo substancias antioxidantes de origem
enddégena como a GSH ou exdgenas obtidas pela dieta, como por exemplo, vitaminas
C, E, A, B-caroteno, minerais zinco, manganés, cobre e selénio, coenzima Q10,
flavonoides e licopeno (CAROCHO; FERREIRA, 2013; PANZIERA et al., 2011,
NEDEL, 2005). Tanto a GSH que € um tripeptideo com funcgéo celular protetora contra

0s danos oxidativos, atuando como co-substrato da GPx, como as enzimas servem
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como biomarcadores para a defesa antioxidante devido as suas habilidades de
eliminar e atenuar os efeitos das EROs (SHAO et al., 2012).

Como protecdo antioxidante cutanea pode-se citar as enzimas SOD, GPx e
CAT e pelos antioxidantes ndo enzimaticos, onde as substancias endogenas
consistem em horménios estradiol e melatonina, GSH, &cido lipolico, melanina, entre
outros, que inibem a formacdo de novas espécies reativas (KVAM, DAHLE, 2003;
SLOMINSKI et al., 2002). E os ndo enzimaticos adquiridos pela alimentagcdo como as
vitaminas: A, C e E; carotenoides, polifenois e Coenzima Q10, os quais s&o
indispensaveis para a defesa apropriada contra oxidacdo e, portanto, tém importante
papel na manutencdo da saude (ADDOR, 2017; ALJUFFALI et al., 2015;
MIRONCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; DINIZ, 2015).

Dentre os principais antioxidantes associados a inibicdo do estresse oxidativo,
estdo os compostos fendlicos, entre eles os polifendis, os quais sdo substancias
amplamente distribuidas na natureza, sendo que mais de 8000 compostos fendlicos
ja foram detectados em plantas (FONTES, 2018). Estes possuem como principais
fontes os vegetais (frutas, sementes, cereais, 6leos, vinho, chas e especiarias)
(MCCULLOUGH et al., 2012; AHMAD et al., 2016). Os mecanismos da capacidade
antioxidante dos compostos fendlicos se dao pelas suas propriedades de sequestrar
radicais livres, quelar metais e o sinergismo com outros antioxidantes (BARCIA, 2014).
Os polifendis possuem como modelo basico estrutural um grupo fenol, formado por
um anel aromatico hidroxilado, sendo a disposi¢do e o numero dessas hidroxilas que
influenciam no potencial antioxidante (MARTINS; PETROPOULOS; FERREIRA,
2016; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Dentre as classes que compfe o0s
compostos fendlicos, os mais comuns séo os acidos fendlicos e os flavonoides, sendo
0 ultimo o grupo mais estudado (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-
SALDIVAR, 2014).

Os flavonoides possuem 15 atomos de carbono com estrutura C6-C3-C6, onde
0s aneéis C6 sdo aromaticos, chamados de fenil ligados por meio de um anel pirano
(Figura 4) (CUNHA, 2010). Séo sintetizados a partir da via dos fenilpropanoides,
possuem baixo peso molecular e estdo presentes em todas as partes da planta, desde
as raizes até folhas e frutos (SIMOES et al., 2004). Podem ser classificados como:
flavan-3-ol, flavona, flavonol, flavonona, chalcona, isoflavona e antocianidina
(KUMAR; PANDEY, 2013). Os flavonoides podem ocorrer na forma de aglicona,
glicosidica ou como derivados metilados (PIETTA, 2000; CUNHA, 2010).
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Figura 4: Estrutura Quimica dos Flavonoides

Fonte: CUNHA, 2010.

Os flavonoides possuem efeito cardioprotetor, atividade vasodilatadora,
atividade antioxidante, anti radicalar, atividade antimicrobiana e moduladora do
sistema imune, acdo anti-inflamatoéria e analgésica (CUNHA, 2010, FERNANDES-
JUNIOR et al., 2006). S@o capazes de inibir a peroxidacao lipidica e desta forma a
oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e do acido linoleico (KUMAR,;
PANDEY, 2013; ANILA; VIJAYALAKSHMI, 2003). Atuam como antioxidantes
primarios, bloqueando a cadeia da reacéo, por meio da doacdo de elétrons ou de
hidrogénio, aos radicais livres transformando-os em produtos estaveis (PIETTA,
2000).

Nesse contexto, existem pesquisas cientificas, as quais estdo priorizando
desenvolvimento e testes de varios compostos naturais e sintéticos para o aumento
da taxa de cicatrizacdo de feridas ou até mesmo a supressao das possiveis
complicagbes do processo de cicatrizacao (VIEIRA et al., 2008; BATISTA et al., 2012).
Dessa forma, ha evidéncias cientificas de uma diversidade de espécies nativas com
acao cicatrizante, devido a diferentes classes de compostos bioativos, como: 0s
taninos, flavonoides, saponinas triterpénicas, Oleos essenciais e mucilagens
(PAPANAS; MALTEZOS; 2011; MORESKI, et al., 2018; REIS et al., 2014.).

A planta Candieiro (Melochia tomentosa L.) da familia Malvaceae e subfamilia
Sterculiaceae, erva nativa da Caatinga apresenta atividade antioxidante devido seus
metabolitos secundarios presentes em seu extrato bruto, entre eles os flavonoides,
saponinas e taninos (NAVARRO, 2010). Assim, Acacio et al., (2018), realizou um
estudo, o qual verificou que devido a presenca dos taninos na Candieiro estes além
de agirem na defesa quimica das das estruturas das plantas, como folhas e flores,

também podem auxiliar nos processos de cura de lesfes, queimaduras e inflamacdes.
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Outro achado relevante em relacdo a plantas medicinais brasileiras usadas
para tratamento de feridas ou queimaduras na pele, por administracdo topica € a
Lippia alnifolia Mart. & Schauer, conhecida popularmente por Alecrim de vaqueiro,
Alecrim do mato e Pedrécio (AGRA et al.., 2008). Seu extrato metandlico e
hidrometandlico derivados das inflorescéncias apresentaram forte potencial
antioxidante, pela presenca de compostos fendlicos e flavonoides, avaliado pelo
sequestro do radical livre DPPH (BOMFIM et al., 2016).

Os beneficios terapéuticos do creme de Malva sylvestris L, no processo de
cicatrizacdo e cura da ferida de ratos queimados foi comprovado por Nasiri et al.,
(2015). Resultados semelhantes foram encontrados na aplicacdo de creme
adicionado do extrato aquoso da Malva sylvestris L em feridas cutaneas causadas em
ratos BALB/c, demonstrando que apds dez dias de tratamento houve reducao do
namero de células inflamatorias, reafirmando a acado cicatrizante e antioxidante da
Malva sylvestris (AFSHAR et al., 2015).

Song et al, (2017) demonstraram que extrato polifendlico do residuo de Bletilla
striata apresenta atividade antioxidante in vitro e efeito na cicatrizagdo de
gueimaduras in vivo induzidas pelo contato no dorso do animal com uma placa
metélica circular (& 1,5 cm) aquecida a 80°C por 15s. Devido a relatos anteriores
sobre os efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes da planta Tragopogon graminifolius,
foi realizado estudo sobre as propriedades de cicatrizagéo de feridas realizadas em
ratos por meio de queimaduras utilizando haste de aluminio (1,5 cm) com calor de
110°C e exposto a 10s. O extrato de partes aéreas desta planta, adicionado a 10%
em creme, apresentou potencial de cicatrizacdo das feridas induzidas nesse modelo
de queimadura de segundo grau, como também, apresentou diminuicdo dos
biomarcadores de dano oxidativo (HEIDARI et al., 2019).

De acordo com a definicdo da OMS, os agentes fitoterapicos incorporam como
componentes ativos obtidos de partes de plantas ou materiais herbaceos no estado
bruto ou processado (CALIXTO, 2000). Nesse contexto, estudos também foram
realizados utilizando produtos de origem natural, que assim como, as plantas
medicinais tornaram-se foco de pesquisa devido algumas limitagcbes e efeitos
adversos de drogas quimicas e sintéticas (PAZYAR et al., 2014). Zhang et al., (2018),
investigaram a efetividade topica do acido usnico, um metabdlito secundario liquenico,
na aplicacdo da lesdo dérmica por meio das alteragcdes macro e microscopicas na

contracao das feridas, analise histoldgica e andlise imuno-histoquimica.
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A curcumina, um composto fendlico hidrofébico natural (KUMAVAT et al.,
2013), vem sendo extensivamente estudada devido a suas inumeras atividades
farmacoldgicas, incluindo antioxidante, antifingica, anti-inflamatoria, antimalérica,
antitumoral, antiviral, cicatrizante, esquistossomicida, hipoglicemiante, leishmanicida,
nematocida, neuroprotetora, anti-aimiloidogénica e imunomoduladora (SANTIAGO et
al., 2015). Assim, varias formulacdes topicas adicionadas de curcumina, tais como;
filmes, fibras, emulséo, hidrogéis e diferentes nanoformula¢es foram desenvolvidas
para a sua aplicacdo em feridas (MOHANTY; SHOO, 2017). Espeficamente, foram
realizados estudos para avaliar seu potencial in vivo na cicatrizacdo de feridas
causadas por queimadura (EL-REFAIE et al., 2015; DURGAPRASADI et al., 2011).

Ademais relatos anteriores sobre a propriedade antioxidante estabelecida da
isoquercetina, Bhatia et al., 2016, verificaram que a mesma aplicada topicamente em
creme sobre queimaduras causadas pela exposicdo em agua quente a 90°C/10s
promoveu melhora na re-epitlizacdo e reestruturacdo do tecido. Ainda, estudos
bioguimicos dos tecidos indicaram um possivel papel do seu potencial de eliminacéo
de radicais livres para efeito na cicatrizagao das feridas.

Mediante a implicagdo da formacéo e liberacdo de radicais livres oxidativos nas
injurias térmicas, assim como, outros mediadores pré-inflamatérios que contribuem no
agravamento da leséo (PICCOLO et al., 1999; SINGH et al., 2007; RANI et al., 2012),
além do evidenciado que antioxidantes quando administrados apos queimadura,
podem exercer potencial na cicatrizacdo tecidual (HORTON et al., 2001; SENER et
al.,, 2002; CETINKALE, SENEL, BULAN, 1999), a terapia antioxidante para
cicatrizagéo de feridas se torna promissora (FITZMAURICE et al., 2011).

Dessa forma, a industria farmacéutica tem despertado o interesse por novas
substancias que possam ser usadas para melhorar a qualidade de vida das
populacdes, entre elas estdo as plantas empregadas na medicina popular (DAVIS,
PEREZ, 2009). Os medicamentos de origem vegetal sédo utilizados por 80% da
populacdo mundial em desenvolvimento, além disso, 25% dos principios ativos sdo
derivados quimicos de plantas (AZIZ et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

2.6 HESPERIDINA METIL CHALCONA

Flavanonas pertencem a uma classe de flavonoides encontrada em

guantidades significativas em frutas citricas, portanto, estas frutas e 0s seus
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respectivos sucos sao a maior fonte de flavanonas ingeridos pelo homem. Muitos dos
efeitos benéficos do consumo do suco de laranja tém sido atribuidos a presenca da
guantidade elevada da flavanona hesperidina (MANACH et al.,, 2004). As
propriedades farmacolégicas dos flavonoides estdo relacionadas a sua capacidade
antiviral, antioxidante, antimicroniana, anti-inflamatéria, antitumoral e efeitos
analgésicos, tais propriedades estdo presentes em varios estudos (CARVALHO et al.,
2013; PEREIRA et al., 2015; GARG, et al., 2001; SANTOS, RODRIGUES, 2017).

Hesperidina, ou 3,5,7-trihnydroxy flavanone 7-rhamnoglucoside (hesperetin-7-
rhamnoglucoside), € um flavonoide da classe das flavanonas, presente em vegetais e
frutas, principalmente nas citricas como laranja, limdo e tangerina (GARG, et al.,
2001). Como caracteristica quimica, a Hesperidina possui baixa solubilidade em agua
e baixa absorcé&o intestinal quando comparada a outros flavonoides, devido a adicéo
dos grupamentos glicosidicos. A Hesperidina pode sofrer metilacdo em meio alcalino,
formando a hesperidina metil chalcona (HMC - C29H36015) ou (E)-1-[4-[[6-O-(6-Deoxy-
a-L100-mannopyranosyl)-3-D-glucopyranosyl]loxy]-2-hydroxy-6-methoxyphenyl]-3-
(3hydroxy-4-methoxyphenyl)-2-propen-1-one (Figura 5), uma chalcona que apresenta
melhor biodisponibilidade e resisténcia metabdlica em comparacdo a hesperidina
(WALLE, 2007; MARTINEZ et al., 2015).

Figura 5: Estrutura quimica da hesperidina metil chalcona

Fonte: MARTINEZ et al., 2015.

HMC é amplamente utilizada em indastrias farmacéuticas como vasodilatador,
modificador da permeabilidade vascular, intensificador da resisténcia capilar e
estabilizador de prostaglandina E. O seu uso em cosméticos como corante também
foi relatado (CASTILLO et al., 1991).
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HMC ¢é eficaz no tratamento de doencas vasculares quando combinada com
outros compostos como vitamina C e extrato de Ruscus aculeatus (JAWIEN et al.,
2017; KAKKOS et al., 2017). Comercialmente a HMC esté presente no medicamento
Ciclo 3 Fort® (fabricado pelo laboratério francés Pierre Fabre), prescrito para o
tratamento de doencas vasculares, com a funcdo de agente vasoprotetor, ainda nédo
esta disponivel no Brasil (ALLAERT et al., 2011). Entretanto, o laboratorio brasileiro
Aché, possui em seu portifélio o medicamento fitoterapico Diosmin®, composto por
uma fracdo flavondica de 90% Diosmina e 10% Hesperidina, indicado para o
tratamento de varizes, Ulceras varicosas e Ulceras de estase, hemorréidas, e outros
sintomas de ma circulagéo (ACHE, 2017).

A aplicacado tépica de HMC em camundongos sem pelos melhorou os danos
inflamatérios causados pela irradiagdo UVB, como edema, recrutamento de
neutrofilos, producédo de citocinas IL-6, TNFa, IL-10 e IL-18 e aumentou as defesas
endogenas da pele contra o estresse oxidativo (MARTINEZ et al., 2016). Em outro
estudo, essa flavanona, administrada por via intraperitoninal em camundongos
hairless foi eficaz na inibicdo de edema, recrutamento de neutrdfilos e na atividade
das metaloproteinases (MMP-9) (MARTINEZ, et al., 2015).

Walle (2007), em sua pesquisa com camundongos, concluiu que a HMC possui
atividade antioxidante, analgésica e anti-inflamatoria, tais efeitos estdo associados
com a inibicdo da producéo de citocinas inflamatérias (IL-1B, TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-
12, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17, IL-22) e ativacdo do NF-kB. Além disso, foi verificado que
o tratamento com HMC reduziu a dor inflamatéria desencadeada por diferentes
estimulos, como carragenina, cristais de urato monossodico (MSU) e capsaicina
(PINHO-RIBEIRO, et al., 2015; RUIZ-MIYAZAWA et al., 2018).

Em adicdo, evidéncias suportam que o HMC possui um perfil pré-clinico e
clinico seguro (KIRTLEY, PECK 1948; BELTRAMINO et al., 2000; PINHO-RIBEIRO
et al., 2015). No estudo realizado por Beltramino et al., (2000), pacientes nao
apresentaram efeitos toxicos sobre o consumo de HMC durante 90 dias.

Ainda com relacdo a HMC, ela foi capaz de inibir o estresse oxidativo pela
manutenc¢ao da capacidade antioxidante (FRAP, ABTS e GSH), inibindo a producao
de anion superoxido e peroxidacao lipidica (RUIZ-MIYAZAWA, et al., 2018).

Desta forma, considerando as caracteristicas antioxidantes e anti-inflamatorias
da HMC, justifica-se a aplicacao topica deste flavonoide em modelo de queimadura

experimental. Essa via de administragéo foi escolhida, pois o tratamento tépico € muito



45

utilizado em virtude da obstrucéo vascular ocasionada pela leséo térmica, que dificulta
a chegada de antimicrobianos e de componentes celulares do sistema imune na area
gueimada (MACEDO et al., 2005).

2.7 SISTEMAS TERMOSSENSIVEIS

Atualmente muitos pesquisadores estdo investindo em desenvolvimento de
novos sistemas de administracdo de farmacos com o objetivo de direcionar o
medicamento para um local especifico de a¢do, com intuito de alcancar uma liberacéo
controlada do principio ativo com cinética de liberacdo preferivel (SILVA, 2017).
Assim, existem polimeros “inteligentes” ou polimeros stimuli-responsive, que possuem
respostas a alteracbes do ambiente, sofrendo modificagBes reversiveis na sua
microestrutura e em suas propriedades fisico-quimicas de acordo com o objetivo
desejado (KIRCHHOF; GOEPFERICH; BRANDL, 2015). Desta forma, o
desenvolvimento de hidrogéis usando polimero termo responsivos tem despertado
muito interesse pela comunidade cientifica (HANI; SHIVAKUMAR, 2013).

Esses sistemas de gelificacdo comportam-se de maneira diferente de acordo
com a temperatura. Dessa forma, a estrutura de polimeros termossensiveis apresenta
um equilibrio entre os grupos hidrofébicos, o polioxipropileno (PPO) e, hidrofilicos, o
polioxietileno (PEO). Assim, uma pequena alteragdo na temperatura pode gerar um
Nnovo ajuste nas interacdes quimicas entre os blocos de polimero e moléculas de agua,
modificando sua caracteristica de gel para liquido ou vice versa (BAJPAL et al., 2008).
Tais modificacdes ocorrem, pois em determinada temperatura ocorre a disperséo
polimérica resultando em separacédo de fases, sendo classificada como temperatura
de solucéo critica (CST - critical solution temperature”). Logo, abaixo da CST, ha a
LCST (“lower critical solution temperature”) na qual os polimeros séo sollveis em 4gua
e, acima da CST, se tornam hidrofébicos e insoluveis, formando uma disperséo
gelatinosa (BROMBERG; RON, 1998; PEPPAS, 2000).

Nesse contexto, existe o Poloxamer 407 (P407), conhecido como Pluronic® F-127
(figura 6), um copolimero muito usado para obtencdo de sistemas termossensiveis.
Ele constitui um grupo de copolimeros de tribloco, ndo ibnicos, formados por um bloco
hidrofébico com unidade de PPO e dois blocos hidrofilicos com unidades de PEO
(DEVI, SANDHYA, HARI, 2013; KAROLEWICZ, 2015). O P407 é sensivel a

concentracdo, assim, quando estad baixa, ele € capaz de formar micelas, e gel
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termicamente reversivel em concentracdes elevadas (ALVES, 2016).

Figura 6: Estrutura Quimica do Poloxamer 407
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Fonte: Sigma — Aldrich

O efeito de gelificacdo do P407 é definido por uma temperatura especifica de
transicdo Tsol-gel e a formacao desse gel pode ser revertida com a diminuicdo da
temperatura. A termogelificacdo é resultado da interacao de diferentes segmentos do
copolimero. Assim, quando ocorre 0 aumento da temperatura ha agregagdo em
micelas e esta micelizagdo é resultado da desidratacédo dos blocos de PPO, os quais
sao hidrofébicos, padronizando a primeira fase no processo de gelificacdo. As micelas
apresentam em seu interior um nucleo de PPO desidratado recoberta por cadeias de
PEO hidratadas. O processo de micelizacdo ocorre, pois as micelas entram em
contato entre si formando uma estrutura altamente ordenada, resultando na formacéao
do gel (Figura 7). Porém, o mecanismo real dessa gelificacdo ainda €
controverso(DUMORTIER et al., 2006; KOFFI et al., 2006; RUEL-GARIEPY et al.,
2004; JUNG et al., 2017).

Figura 7: Processo de micelizacdo do Poloxamer 407

T=LCST GEL = T=LCST

Fonte: SILVA, 2017
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Por essas propriedades termossensiveis, esse tipo de polimero € uma potencial
matéria prima para o desenvolvimento de sistemas para administracdo de
medicamentos por via tépica (CARAMELLA et al., 2015; DEWAN et al., 2017).

Em adicao, Pluronic F127 com a formula de PEO100PPQOssPEO100 (poloxamer
407) juntamente com o Pluronic F68 com a férmula de PEO76PPO29PEO7s, conhecido
como poloxamer 188, sdo os dois tipos de poloxamers que promovem protecdo as
células e administracdo de medicamentos (ERUKOVA et al., 2000; MURHAMMER,
GOOCHE, 1990). F68 e F127 demonstraram melhorar o processo de cicatrizagao de
feridas regulando a sintese de fatores de inflamacéo e crescimento (KANT et al., 2013;
YUHUA et al., 2012). Além disso, o F127 foi utilizado para o tratamento de feridas
causadas por queimaduras (NALBANDIAN et al., 1987).
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da Hesperidina metil chalcona,
adicionada em formulacdes topica de gel termorreversivel, em lesdes cutaneas
induzidas por queimadura térmica utilizando camundongos sem pelo, visando uma
possivel alternativa de tratamento para reduzir a inflamagdo e ao mesmo tempo

neutralizar a geracdo de oxidantes toxicos na pele lesionada.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Preparo do gel termorreversivel utilizando o polimero Poloxamer® 407 adicionado
de HMC;

- Caracterizacdo fisico-quimica do gel por meio da andalise de pH, teste de
espalhabilidade, densidade relativa, temperatura de gelificacdo, viscosidade e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

- Avaliacdo da atividade sequestradora do radical livre ABTS da HMC e do gel
P407+HMC;

- Padronizacdo da queimadura por meio de haste aquecida em agua quente em
camundongos sem pelo;

- Tratamento e avaliacdo do efeito tépico do gel P407+ HMC na contracdo da
gueimadura;

- Tratamento e avaliacédo do efeito tépico do gel P407+ HMC nos danos oxidativos e

inflamatorios causados pela queimadura.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1 Materiais de Consumo

Poloxamer 407 foi obtido da Fragon-BR. Glutationa reduzida (GSH), brometo
de hexadecil trietil amonio (HTAB), o-dianisidina, 2,2’ azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS), e acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), bisacrilamida,
nitroblue tetrazolium (NBT) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Hesperidina metil chalcona foi obtida da Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas,
USA). Hidroximetil aminometano (Tris) foi obtido da Amresco (Solon, OH, USA). Os
excipientes usados para o preparo das formulacbes foram obtidos da Galena
(Campinas, SP, Brasil). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.
A Ketamina (Dopalen®) e Xilasina (Dopaser®) foram adquiridos mediante receituario
Médico Veterinario, ap0s aprovacao do projeto, em Casa Agropecuéria (Ribeirdo
Claro, PR, Brasil) e o Paracetomol foi adquirido em farméacia comercial (Londrina, PR,

Brasil).

4.2. METODOS

4.2.1. Obtencéo do Gel Termorreversivel Contendo HMC

O gel de Pluronic® 127 (poloxamer 407), um copolimero em bloco do 6xido de
etileno e 6xido de propileno, foi preparado como descrito na literatura (FERREIRA,
2010). O polimero foi lentamente pulverizado em agua purificada previamente gelada
(5°C) sob constante agitacdo que foi mantida por 1 hora até a obtencdo de uma
solucéo clara. A solucédo limpida e transparente foi mantida em refrigeracao por 12h,
sendo em seguida incorporado o flavonoide HMC na concentracéo de 1% utilizando
propilenoglicol (5%) como solubilizante e umectante da formulagcéo (Tabela 1). O gel

foi mantido em geladeira a £ 4°C para realizac&o dos testes in vitro e in vivo.
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Tabela 1: Formulacao do gel termorreversivel contendo HMC

Componente Quantidade (%)
Poloxamer 407 (Pluronic®P127) 20
Sorbato de Potassio 0,2
Propilenoglicol 5
HMC 1,0
Agua purificada gsp 100mL

Fonte: Autora

4.2.2 Avaliacao das Caracteristicas Fisico-Quimicas do gel

4.2.2.1 Determinacéo pH

O pH das formulagBes foi avaliado utilizando um potenciémetro digital com
eletrodo de vidro e sensor de temperatura da marca Marte®, previamente calibrado
com solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5°C. Para realizacao
da analise, 1 g das amostras foram dispersadas em 9mL de agua purificada e
homogeneizadas em agitador magnético por 2 minutos (PIANA et al., 2013,

GEORGETTI et al., 2006). As determinagOes foram realizadas em triplicata.

4.2.2.2 Determinacdo da densidade relativa

A determinacdo da densidade relativa foi realizada utilizando-se o método do
picndmetro, segundo Farmacopéia Brasileira 62. Edicdo (ANVISA, 2019). Para tanto
foi utilizado picnémetro com capacidade total de 10mL e agua purificada como liquido
referéncia. Os valores foram obtidos em triplicata.

Primeiramente, pesou-se o picndmetro vazio, logo apds pesou-se 0 mesmo
com agua purificada e depois com a amostra. A partir de entéo foi realizado o célculo
da densidade da 4gua e da densidade da amostra para, em seguida, fazer-se o calculo
da densidade relativa através da equacdo (ANVISA 2010; CESAR; PAOLI;
ANDRADE, 2018):

Pamostra = Mamostra/Magua (EQ. 1)

* Mamostra = M2 - M1 € @ Massa da amostra em questédo que ocupa o volume V
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do picnémetro
* Magua = M3 — M1, & a massa da agua pura que ocupam o mesmo volume V.
* m1 a massa do picndémetro vazio;
* m2 a massa do picndmetro cheio com a amostra;

* m3 a massa do picndmetro cheio de agua pura;

4.2.2.3 Determinacao da espalhabilidade

A espalhabilidade refere-se a expansdao de um componente sobre uma
superficie e se baseia na resisténcia ao movimento forcado. O indice de
Espalhabilidade é definido como a area de espalhamento na pele (mm?2) com a forca
aplicada sobre o produto (minutos) (BORGHETTI; KNORST, 2006).

Uma lamina de vidro foi posicionada sobre um papel milimetrado, no qual foi
tracado todos os lados da lamina a fim de indicar o ponto central. Foi adicionado 0,59
de amostra no centro da lamina e, posteriormente, adicionou-se outra lamina de peso
determinado suavemente em cima da amostra. Ap6s 1 minuto, anotou-se o diametro
do circulo (mm) formado pelo espalhamento da amostra com um auxilio de uma régua.
O mesmo procedimento foi repetido em intervalos de 1 minuto, adicionando-se pesos
aferidos de 2g, 4g, e 10g sobre a lamina de vidro. Ilgualmente, promoveu-se a
determinacao da espalhabilidade do gel sem ativo. O teste foi realizado a temperatura
ambiente e em triplicata.

Os resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em funcdo do
peso aplicado, de acordo com a seguinte equagcdo (BORGHETTI; KNORST, 2006;
ISAAC et al., 2008):

Ei=d? /4 (Eq. 2)
Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?);

d = didmetro médio (mm).

4.2.2.4 Determinacdo da temperatura de transicdo sol-gel pelo método do tubo
invertido

A temperatura de T sol-gel foi realizada através do método de inclinacdo do

tubo de ensaio, no qual 2 mL das amostras foram incubadas em banho de agua a 0°C

por 20 minutos, posteriormente a temperatura foi aumentada em 2°C, gradativamente,

até 60°C, onde os géis foram incubados por 1 minuto a cada temperatura. A
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temperatura de gelificacéo foi determinada no momento em que a solucéo no tubo de
vidro parou de fluir quando submetida a inverséo, sendo classificadas em trés grupos
(DEWAN et al., 2015; ZENG et al., 2014):
e Liquida: inversdo completa da amostra no sentido da gravidade;
e Soft gel: Inverséo lenta da amostra no sentido da gravidade, onde parte
permanece no fundo do tubo;
e Hard gel: amostra permanece totalmente posicionada no fundo do tubo,

mesmo apos a inversao.

4.2.2.5 Determinacéo da viscosidade em funcéo da temperatura

A analise da viscosidade foi realizada utilizando um redmetro rotativo digital
Brookfield R/S plus Rheometer com sensor cone-placa de 50mm de diametro e 1° de
angulatura. Utilizou-se uma taxa de cisalhamento constante de 20 s, variando a
temperatura de 5 a 40 °C, com objetivo de verificar o aumento da viscosidade em
funcdo da temperatura e, assim, determinar o momento de transi¢do sol-gel através

da mudanca drastica na viscosidade (MAZIA et al., 2016).

4.2.2.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A caracterizacdo termoanalitica foi realizada utilizando DSC (Thermal Analyzer
TA 60W — Shimadzu DSC-60, Kyoto, Japao) em atmosfera de nitrogénio com fluxo de
50mL/min, na faixa de aquecimento de 25 — 300°C, sob uma raz&o de aquecimento
de 10°C/min. As amostras de hidrogéis termorresponsivos foram previamente secas
a temperatura ambiente em dessecador. A matéria-prima HMC também foi colocada
nas mesmas condi¢des dos géis. A massa de amostra empregada para andlise de
DSC foi de aproximadamente 2 mg.

4.2.2.7 Determinacdo da atividade sequestradora do radical ABTS™ (2,2’

azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico)

A capacidade redutora do radical livre ABTS é medida pela supresséo da cor

do radical devido a diminuicAo do mesmo no meio e consequente queda de
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absorvancia, quando substancias antioxidantes com capacidade em doar elétrons sado
adicionadas (VIGNOLI, BASSOLI, BENASSI, 2011). O método foi realizado de acordo
com Sanchez-Gonzalez et al. (2005), com algumas modificacdes.

A formacéo do cétion radical ABTS foi realizada por meio da reacdo de 7mM
da solucdo ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio (K2S20g) (PASQUINI-
NETTO et al., 2012; VIEIRA et al., 2011). A mistura foi armazenada em frasco ambar
e em geladeira por no minimo 16 horas antes do uso. Posteriormente, a solucdo de
radical ABTS foi diluida com tampao fosfato 20 mM (pH 7,4) até apresentar uma
absorvancia de 0,700 a 0,800 em 730 nm. Amostras foram preparadas por meio de
diluicdes em etanol para alcancar no meio reacional concentracdes de 1,56 a 100
pug/mL. Para a analise, foram adicionados 50 pL de cada amostra em 2 mL de solugéo
de radical ABTS diluido. O branco foi preparado com uma solugéo de persulfato de
potassio diluida em tampéo fosfato 20 mM (pH 7,4) e um controle positivo foi feito com
50 pyL de etanol em 2 mL de solucdo ABTS. ApOs 6 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, foi realizada a leitura da absorvancia em 720 nm
espectrofotometro (EnSpire, Perkin Elmer).

Para avaliacdo da atividade sequestradora da HMC apés incorporacao no gel
termorreversivel, pesou-se 1,5g do mesmo diluiu em 10mL de etanol. Apés, foi agitado
por 10 minutos em agitador magnético e 5 minutos em vortex. Posteriormente, as
amostras foram armazenadas em geladeira por 24 horas e centrifugadas por 20
minutos a 3600 g. Aliquotas dos sobrenadantes foram retiradas e filtradas em millipore
de 0,45um e, em seguida, foram diluidas de forma a se obter a mesma concentracao
de ativo no meio reacional que a matéria-prima livre, a qual foi de proxima do valor de
ICso determinado (18,75ug/mL). O controle positivo para a formulacao foi composto
da solucdo de ABTS e gel sem adicdo de HMC que sofreu 0 mesmo processo de

preparo do gel aditivado.

4.2.3 Avaliacdo da Eficacia in vivo da Hespedirina Metil Chalcona Incorporado em
Formulacao a Base de Poloxamer 407

4.2.3.1 Animais experimentais

Como modelo animal foi utilizado camundongos sem pelo da linhagem HRS/J,

do sexo masculino, adultos e com peso de 20 a 30 g. Os animais foram mantidos no
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biotério do Hospital Universitario de Londrina-PR, em sala com temperatura
controlada, ciclo claro/escuro de 12 horas e com suprimento de agua e racao ad
libitum. Os experimentos foram conduzidos conforme as normas da Comissao de
Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina
(OF.CIRC.CEUA n° 71/2018, processo n° 7078.2018.60).

4.2.3.2 Padronizacao do modelo de inducéo de lesdes cutaneas através de

queimadura térmica em camundongos hairless

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos sem pelos,
machos, os quais foram subdivididos em grupos contendo 5 animais cada, para todos
0S experimentos. Primeiramente, foi analisado macroscopicamente o tempo de
inducdo da queimadura para os grupos 3, 6 e 9segundos. Posteriormente, utilizando
o tempo previamente estabelecido de 3s foi avaliado o tempo de coleta da pele apos
lesdo nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas. A indugdo da queimadura foi
realizada no dorso dos animais, que foram previamente anestesiados com Quetamina
90mg/kg e Xilasina 10 mg/kg via intraperitoneal (CAMPELO, 2018). Para analgesia,
utilizou-se paracetamol de 500mg na propor¢cdo de um comprimido triturado e
dissolvido em 500 mL de agua potavel, consumida por via oral, no bebedouro, durante
as primeiras 24 horas de pés-queimadura (ROCHA, 2010). A assepsia foi feita com
alcool 70% e a queimadura realizada com molde de ferro, no qual foi acoplado na
extremidade da haste uma placa fina retangular com superficie de contato de 1cm x
2cm. A extremidade foi mantida em contato por 3 minutos em agua na temperatura de
100°C, monitorada por termdmetro (BATHIA et al., 2016). Posteriormente, o0 molde de
ferro foi colocado verticalmente em contato com a pele dos animais, sem presséo
adicional por tempo de contato estabelecido 3s cronometrado (LIMA-JUNIOR et al.,
2017). Imediatamente ap6s cada queimadura, a area foi resfriada com aplicagéo de
gaze estéril umedecida com solucéo fisiologica. Os animais receberam apenas uma
area de queimadura para analise macroscoépica comparativa das lesdes nos diferentes
tempos de contato de 3, 6 e 9s. Posteriormente, nos testes com tempo de contato
estabelecido de 3s 0s animais receberam 2 areas de queimadura com intervalo de
pele nado lesionada para representar a zona de estase. Os mesmos foram
terminalmente eutanasiados com isoflurano a 3% e as peles queimadas e nao

gueimadas foram coletadas cirurgicamente. A retirada do tecido foi realizada somente
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na regido da pele lesionada pela queimadura, sem margem livre. As amostras foram
mantidas resfriadas e, posteriormente, congeladas a -80°C para procedimentos e

andlises. O ensaio de edema foi realizado imediatamente apds extracao das peles.

4.2.3.3  Protocolo de Avaliacdo da Eficacia do Gel Termossensivel P407+
HMC

Os animais foram alocados aleatoriamente em cinco grupos (n=5). Sendo:

Tabela 2: Agrupamento, nomenclatura e tratamento dos animais

Grupo (n=5) Tratamento

CN Controle ndo queimado e sem tratamento

CQ Controle queimado e sem tratamento
Controle queimado e tratado com Sulfadiazina

©S de Prata 1%

CB Controle queimado e tratado com formulacao
base de poloxamer 407

HMC Controle queimado e tratado com formulacao

base de poloxamer 407 adicionada HMC 1%

Fonte: Autora

Os animais foram tratados topicamente de 8/8h por 48h, nas areas queimadas,
com 200 pL de formulagédo, com ou sem ativo HMC, administrada com o auxilio de
uma pipeta. Em adicéo, para grupos tratados com Sulfadiazina de Prata 1%, pesou-
se 0,2 g do creme. As formulacdes foram espalhadas nas areas previamente
lesionadas com auxilio de um pincel apés o término da queimadura. A inducéo da
gueimadura foi realizada nos tempos de 3s e a coleta das peles ap6s 48h. Os animais
foram eutanasiados com isoflurano a 3%, a pele queimada e ndo queimada do dorso
dos animais foi retirada, limpa, lavada com NaCl 145 mM e armazenadas a -80°C para
as analises subsequentes. A analise do edema cutaneo foi realizada imediatamente
apos a eutanasia dos animais. Estes foram divididos em grupos com 5 animais e 0

experimento foi repetido 1 vez.
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4.2.3.4  Andlise macroscopica da reducao da lesao térmica

Para avaliacdo da area da les@o e sua reducédo, foram realizadas fotografias,
logo ap0s a indugdo das queimaduras, nos dias 5, 10 e 15, sendo os camundongos,
posicionados em decubito ventral, dos grupos néo tratados e tratados. As imagens
foram obtidas com camera de celular (Iphone 7 plus), montada em tripé com distancia
padronizada de 10cm do dorso do animal (CAMPELO, 2018). As queimaduras foram
analisadas clinicamente quanto a qualidade e a extensdo da cicatrizagao
(BEAUSANG et al., 1998) apos tratamento dos grupos CS, CB e HMC ser realizado
de 8/8h.

4.2.3.5 Avaliacdo do edema cutaneo

As amostras de pele dos diferentes grupos foram coletadas com auxilio de um
molde com é&rea fixa com area fixa de 5 mm de diametro para avaliacdo do edema e
este foi mensurado pela variagdo do peso de pele, comparando os diferentes grupos
(BHATIA et al., 2011; CAMPANINI et al., 2013, MARTINEZ et al., 2015). Assim, o
efeito dos tratamentos no edema cutédneo causado pela queimadura térmica foram

expressos em mg de pele.

4.2.3.6 Determinacao da atividade de mieloperoxidase (recrutamento de

neutrofilos)

A quantificacdo da migracao de neutrofilos para a pele induzida por queimadura
térmica foi determinada indiretamente pela atividade da enzima MPO. Neste método,
a MPO catalisa a oxidacdo do substrato o-dianisidina, resultando em um composto
colorido que é detectado espectrofotometricamente em 450 nm (CASAGRANDE et
al., 2006). As amostras de pele dos animais dos diferentes grupos foram coletadas
em microtubos contendo 400 pL de tampéao fosfato 50 mM (pH 6,0) contendo 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetil aménio (HTAB), homogeneizadas com auxilio Tissue-
Tearor (Biospec 985370). O homogenato foi centrifugado a 16.100g por 2 minutos a
4°C e o sobrenadante foi retirado para o ensaio (30 pL). A aliguota do sobrenadante
foi adicionada a um po¢co em uma microplaca de 96 pocos, sendo adicionados
posteriormente 200 pL de uma solucéo contendo 10% de tampéo fosfato 0,05M (pH
6,0), 0,0167% de o-dianisidina e 0,05% de H202em agua deionizada. Apos 20 minutos
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de reacao a atividade da MPO das amostras foi determinada em 450 nm (Asys Expert
Plus, Biochrom) e comparada com uma curva padrao de neutroéfilos de concentracéao
conhecida. Os resultados foram expressos como numero de neutréfilos/mg de pele
(BRADLEY et al., 1982; CAMPANINI et al., 2013; IVAN et al, 2014).

4.2.3.7 Avaliacdo dos niveis do antioxidante endogeno GSH

As amostras de pele dos animais dos diferentes grupos foram coletadas em
microtubos, diluidas (1:4) em EDTA 0,02M e trituradas com auxilio Tissue-Tearor
(Biospec 985370). Ao homogenato foi adicionado &cido tricloroacético (TCA) 50% na
proporcdo de 1:0,2 de EDTA e TCA, respectivamente. A mistura foi centrifugada a
2.700g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 2.700g
por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante final foi retirado para analise. Para o ensaio
de quantificacdo dos niveis de GSH na pele foram adicionados 50 uL do ultimo
sobrenadante em microplaca com o meio reacional contendo 100 yL de tamp&o Tris
0,4M (pH 8,9) e 5 uL de uma solugao de 1,9 mg/mL de DTNB em metanol. Apds 5
minutos de incubacdo, a leitura da microplaca foi realizada no espectrofotémetro
(EnSpire, Perkin Elmer) em 405 nm. Foi preparada uma curva padrdo com 5 a 150 uM
de GSH. Os resultados foram expressos em yM de GSH/mg de pele (SRINIVASAN et
al., 2007; MARTINEZ et al., 2015).

4.2.3.8 Avaliacdo da atividade da CAT

O método é baseado no decaimento da concentracdo de H202 que é
diretamente proporcional a diminuicdo da absorbancia a 240 nm. A diferenga de
absorbéancia por unidade de tempo é a medida da atividade da catalase (AEBI, 1984).
As amostras de pele dos animais foram coletadas em microtubos e diluidas em 500
pL de EDTA 0,02 M. Em seguida, foram trituradas com auxilio Tissue-Tearor (Biospec
985370) e o homogenato foi centrifugado a 2.700 g por 10 minutos a 4°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi novamente centrifugado a 2.700 g por 10 minutos
a 4°C, e o sobrenadante final foi retirado para analise. A determinacgéo da atividade
da CAT na pele foi realizada em microplaca de 96 pocos por meio da adigao de 10 puL
de amostra, 160 pyL de tampao Tris-HCI 1M com EDTA 5 mM pH 8,0, 20 uL de agua
deionizada e 20 yL de H202 200 mM. Foi incluido um branco para cada amostra
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preparado com 10 pyL do sobrenadante da amostra, 180 uL de tampao Tris-HCI 1M
com EDTA 5 mM pH 8,0 e 20 uL de agua deionizada. A velocidade com que o H20:2 é
reduzido pela agdo da CAT foi analisada por meio da diminuicdo no valor da
absorbancia pela diferenca entre a leitura inicial e a leitura 30 segundos apés a adi¢éo
do H202 200 mM. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro de microplaca (EnSpire,
Perkin Elmer) em 240 nm com temperatura mantida em 25 °C. Os valores de CAT
foram expressos como unidade de catalase/mg de pele/minuto (MARTINEZ et al.,
2015, SAITO et al., 2018).

4.2.3.9 Avaliacao da producéo de anion superoxido

A producéo do anion superoxido foi avaliada pela sua capacidade de reducéo
de nitroblue tetrazolium (CAMPANINI et al., 2013). As amostras de pele foram
homogeneizadas com o Tissue-Tearor (Biospec 985370) em 500 uL EDTA 0,02 M e
centrifugadas (2000 g por 20 segundos a 4°C). Para a reagao, o sobrenadante (50 uL)
foi incubado em microplaca por 1 hora para fixacdo das células. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e NBT foi adicionado (1 mg/mL) as células fixadas. Apés
15 minutos, o NBT foi cuidadosamente removido e ao precipitado foram adicionados
20 pL de metanol 100% para fixagdo. O composto formado pela redugéo do NBT pelo
anion superoxido (Formazan) foi solubilizado com 120 yL de KOH 2M e 140 uL de
dimetilsuféxido (DMSO). A redugdo do NBT para formazan foi medida em
espectrofotometro de microplacas (EnSpire, Perkin EImer) a 620 nm e os resultados
foram apresentados como densidade Optica (DO)/10 mg de pele (SAITO et al., 2018).

4.2.3.10 Avaliacédo do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP) na pele

As amostras de pele dos animais foram coletadas em microtubos contendo 500
ML de KCI 1,15%. No inicio do ensaio, as amostras foram trituradas com auxilio do
homogeneizador de tecidos Tissue-Tearor (Biospec 985370). Em seguida, foram
centrifugadas a 1.000g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi retirado para a
andlise. Para a reacdo foram adicionados em microplaca contendo 96 pocos, 30 uL
do sobrenadante e 150 pL de reagente FRAP. O branco foi preparado com 30 pL de
KCl a 1,15% e 150 uL do reagente de FRAP. O reagente de FRAP foi preparado
adicionando 2,5 mL de uma solucéo 10 mM de 2,4,6 tripiridil-S-triazina (TPTZ) em HCI
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40 mM com 2,5 mL de cloreto de ferro hexahidratado 20mM e 25 mL de tampé&o
acetato 0,3 mM (pH 3.6), e esta solucgéo foi incubada a 37°C por 30 min antes do uso
e posteriormente foi realizada a leitura da microplaca em espectrofotometro a 595 nm
(EnSpire, Perkin Elmer). Solucdes padrao com diferentes concentracbes de Trolox
(0,5-20 nmol) foram utilizadas para calibracéo. Os resultados foram expressos como
nmol equivalente de Trolox/mg de pele (KATALINIC et al., 2005; MARTINEZ et al.,
2018).

4.2.3.11 Avaliacdo do poder antioxidante pelo ensaio de sequestro do radical

2,2’,azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS)

As amostras de pele dos animais (aproximadamente 30 mg) foram coletadas em
microtubos contendo 500 pL de KCI 1,15%. No inicio do ensaio, as amostras foram
trituradas com auxilio do homogeneizador de tecidos Tissue-Tearor (Biospec 985370).
Em seguida, foram centrifugadas (Hettich Zentrifugen®) a 1.000 g por 10 minutos a
4°C e o sobrenadante foi retirado para a analise. Para a reagao foi adicionado 7 uL do
sobrenadante a 200uL de solucédo de ABTS diluida. O branco formado somente por
tampdo. A solucéo do cation radical ABTS foi produzida como descrito no item 4.2.2.7.
A solucdo ABTS para uso na reacao foi diluida com tampao fosfato (pH 7,4) até uma
absorvancia de 0,700 a 0,800 em 730 nm, em seguida a leitura da reacéo foi realizada
em 730 nm. Soluc¢des padrdo com diferentes concentragcdes de trolox (1 a 25 nmol)
foram utilizadas para calibracdo. Os resultados foram expressos como nmol Trolox/mg
de pele (KATALINIC et al., 2005; CAMPANINI et al., 2014).

4.2.3.12 Andlise estatistica dos resultados

Os resultados foram analisados pelo software GraphPad Prism®, versdo 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA) e expressos como meédia + erro padrdo da
média (EPM). Os resultados foram considerados significativamente diferentes para
p<0,05.

Os resultados in vitro foram apresentados de mensuracoes feitas em triplicata.
A concentracdo da HMC necessaria para sequestrar o radical livre em 50% (ICso) foi
estimada por meio de uma curva hiperbdlica. A avaliacdo de possiveis interferentes

da formulacao na atividade antioxidante da HMC foi analisada utilizando-se t-test.
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Os resultados in vivo foram analisados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) com um fator seguido do teste de comparacdes mdultiplas de Tukey e
apresentados pela média + erro padrdo da média (EPM) de mensurages feitas com

5 animais em cada grupo e representativos de 2 experimentos separados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS Fisico-QUIMICA DO GEL TERMORREVERSIVEL
P407+ HMC

Habitualmente o tratamento de lesdes cutédneas, como queimaduras é
realizado com formas farmacéuticas usuais, entre elas, agentes topicos, como
pomadas, cremes e géis, solucbes e substitutos temporérios de pele. Além disso, a
localizagéo, profundidade, extenséo, presenca ou ndo de infecc¢ao, agente causador
do trauma, presenca de comorbidades, faixa etaria influenciardo na escolha do
tratamento (FERREIRA et al., 2003).

Os hidrogéis termicamente responsivos tem sido amplamente investigados por
causa de sua aplicacdo simples e reacdes adversas baixas nos tecidos em
comparac¢ao com outros compostos utilizados como solubilizadores (ex. Cremophor®
EL) (RUEL-GARIEPY et al., 2004). Acima de uma certa concentracéo, eles se
apresentam como uma solucao a temperatura ambiente de 25°C, e em determinada
temperatura, como por exemplo na temperatura corporal se comportam como gel
(CARAMELLA et al., 2015). Estes sistemas tém uma propriedade reversivel de
transicdo de estado o que permite, quando na forma de solucao, facilidade de
aplicacao e distribuicdo no local de aplicagdo. No entanto, quando a temperatura
aumenta, as formulacdes exibem aumento na viscosidade e tempo de retencéo no
local da administracéo, para o periodo de tempo desejado (KLOUDA, 2015). Dessa
forma, considerando sua caracteristica termossensivel agregado a sua baixa
toxicidade impulsiona pesquisas sobre o uso do P407 como um possivel sistema de
administracao de farmacos (GILBERT et al., 1986).

Dessa forma, partindo de estudos anteriores (RUIZ-MIYAZAWA, et al., 2018;
MARTINEZ et al., 2016; WALLE, 2007) sobre as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias da HMC, este estudo utilizou um polimero termorresponsivo (P407) a
20% como veiculo para obtencdo de uma forma farmacéutica adicionada de 1% de
HMC, visando aplicacdo em lesGes na pele causadas por queimaduras que
proporcione maior comodidade e adesdo do paciente. Vale ressaltar que a
concentragéo utilizada de HMC foi escolhida mediante estudo prévio realizado por
Martinez et al., (2016).

Contudo, a formulacdo apropriada de uma forma farmacéutica requer a

consideracdo das suas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas (BUGNOTTO et
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al., 2006). Sendo assim, as formulacdes preparadas foram submetidas & avaliacédo de
pH, o qual é importante tanto para a estabilidade da formulacdo, quanto para a sua
compatibilidade com a pele (RODRIGUES, 1997; GEORGETTI et al., 2006). Sabe-se
que o pH da pele é geralmente &cido, mas o valor exato depende do local a ser
analisado, e este esta relacionado com a densidade das glandulas sudoriparas
(SILVA, 2012). Os resultados dos testes fisico-quimico de pH revelaram que o P407
apresentou um valor de pH de 6,94+0,01, e apds a incorporagdo da HMC houve uma
pequena diminuicdo do valor para 6,00+0,015. Esse valor permaneceu préximo ao pH
da pele, o que € ideal para um tratamento tépico em pele queimada, a qual perdeu
sua integridade e o desequilibrio do pH possibilita a colonizacdo da lesao por micro-
organismos (FERNANDES, RIBEIRO-FILHO, 2000). Segundo, Schneider et al.,
(2007) diferentes faixas de pH s&o essenciais para as diversas fases da cicatrizagao,
relatando a complexidade das alteracbes de pH nesse processo. Em adicéo,
Kaufaman e Berger (1988), também avaliaram a relacdo entre cicatrizacdo e pH
tépico, onde a ferida pode ser curada por meio do controle, em partes, da alteracédo
dos niveis de pH. Verificou-se que para avaliacdo terapéutica da cicatriza¢édo, o pH
baixo € mais efetivo, enquanto os ambientes alcalinos estédo relacionados a lesdes
cronicas (GETHIN, 2007; PERCIVAL et al., 2014).

A densidade é representada pela relacéo entre a massa de uma substancia e
0 volume que ela ocupa. No caso de liquidos ou semi-sélidos este parametro pode
indicar a incorporacao de ar ou a perda de ingredientes volateis e dgua (ANVISA,
2010). Foi observado que ambas as amostras, de P407+HMC (1,0032g/mL) e P407
(1,00168g/mL) apresentaram densidade préxima a 1 g/mL e que a presenca do ativo
ndo alterou essa caracteristica na formulacéo base. Em adi¢&o, os valores proximos
da densidade da agua encontrados para os géis, deve-se provavelmente pela grande
proporcao de 4gua que compde ambos os sistemas, de aproximadamente 80% (p/p).

Neto et al., 2006, avaliaram a densidade de um gel preparado por uma mistura
de 15% e 5% de P407 e Poloxamer 188, respectivamente, e verificaram um valor bem
proximo ao que foi encontrado em nosso estudo, um valor médio de 1,01623 g/mL.
Os mesmos também relataram que esses valores estabelecem uma relacdo
importante quando do uso clinico, pois permitem a correlacdo entre a massa e 0
volume do gel presente, garantindo a dose adequada.

Outro teste realizado foi a analise da espalhabilidade da formulagéo contendo

somente P407 e do mesmo adicionada de HMC com relacdo aos diferentes pesos
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adicionados. O objetivo desse teste é determinar a capacidade que uma formulacdo
possui de se espalhar quando submetida a uma forca estipulada, procurando
reproduzir as condicdes de esforco necessarias para a aplicagdo na pele
(SPELLMEIER, 2005). Dessa forma, a espalhabilidade é um parametro importante
para produtos de uso tépico. As representacOes grafica da espalhabilidade, das
formulacées P407 e P407+HMC em funcdo da massa aplicada (Figuras 8 A e B)
revelou comportamentos semelhantes, ou seja, a adicdo do ativo ndo afetou essa
caracteristica fisica da base. Em adicao, pode-se observar que a espalhabilidade dos
géis aumentou a medida em que o peso foi adicionado, apresentando assim uma boa

espalhabilidade, com capacidade de espalhar-se e abranger o local de acéo.

Figura 8: Espalhabilidade da formulacdo P407 (Figura A) e formulacdo P407+HMC
(Figura B) em relacdo ao peso adicionado.
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Em formulagdes semissoélidas de uso tépico, a quantificacdo desse parametro
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€ importante para verificar modificacdes na capacidade que a formulacédo tem de se
espalhar em determinada area, o que pode facilitar ou dificultar a sua aplicacéo,
distribuicdo e/ou absorcao através da pele (BORGHETTI; KNORST, 2006). Sendo
assim, podemos concluir que a adicéo do flavonoide n&o alterou esse parametro do
veiculo que se mostra importante para a aplicacdo na pele apoés lesédo térmica.

Também foi realizado a determinagéo da temperatura de transicéo sol-gel pelo
método do tubo invertido, o qual é uma metodologia visual e, portanto, subjetiva,
porém simples e de facil execucdo (BHATTARAI et al., 2005; CHUNG et al., 2002).
Moléculas de P407 apresentam reticulacdo em meio aquoso, 0 que transforma as
dispersdes de P407 em gel, cuja viscosidade aumenta com o0 aumento da temperatura
(BALOGLU et al., 2011), ou seja, é esperado que 0s géis termorreversiveis alterem
suas fases de transicdo sol-gel préximo a temperatura corporea (SHELKE et al.,
2015). A temperatura de transicdo sol-gel do P407 é influenciada pela concentracdo
desse polimero em meio aquoso. Quando a temperatura de Tsol-gel é elevada, a
formulacédo permanece no estado liquido na temperatura fisiolégica (BALOGLU et al.,
2011).

Sugere-se que a razao de sua ocorréncia seja gracas a interacao desfavoravel
entre a agua e o grupo PPO a temperaturas mais elevadas, resultando na
desidratacdo e encolhimento das coroas micelares (SONG et al., 2000). Isto iria
efetivamente diminuir o volume micelar e reduzir a fragdo de volume total para um
valor inferior ao valor critico (SHARMA e BHATIA, 2004).

Assim, foi realizada a avaliacdo da temperatura de gelificacdo pela inverséo do
tubo, sendo determinada como a temperatura de transicdo o momento em que a
solucéo no tubo parou de fluir quando submetida a inversao (ALVES, 2016). Na Tabela
3 esta demonstrado que a formulacao base de P407 apresentou a fase gel a partir da
temperatura de 22°C e a formulacdo do P407+ HMC indicou a formagéao do gel a partir
da temperatura de 26°C. Uma das principais causas da gelificagdo nestes sistemas é
devido a desidratacdo dos nucleos micelares (DUMORTIER et al., 2006), assim o
flavonoide poderia estar interagindo com o polimero de forma a alterar esse processo
de desidratacdo das cadeias do blocos hidrofébicos de PPO levando a um aumento

da Tsol-gel.
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Tabela 3: Analise da temperatura de transicao (Tsol-gel) entre as formulacdes P407
e a P407+HMC pelo Teste do tubo invertido

. Temperatura °C
Formulacdes

0-8 10-14 16-20 22 -24 26-60

P407 L L S

P407+HMC ] s s ﬁ

Fonte: Autora - L: Liquido; S: Soft gel; H: Hard

Freitas et al., 2006, verificaram que a temperatura de transicdo sol-gel da
solucéo de Poloxamer 407 a 25% contendo nimesulida a 2% (15,81°C) foi maior que
a da solucdo preparada na auséncia do farmaco (13,14°C) e relatam que esse
aumento ndo pode afetar o desempenho de gelificagcdo da formulagdo para sua
aplicacdo. Zhang et al., (2014) verificaram que um gel de Poloxamer 407 preparado
com 20% do polimero apresentou uma Tsol-gel de 21.50 £ 0.21 °C, enquanto que a
adicdo de 10% do Poloxamer 188 forneceu uma aumento dessa temperatura para
31.68 + 0.28. Pereira et al., (2013) verificaram que o método empregado para analise
da gelificacdo do P407, seja por teste visual ou pelo uso do rebmetro, além da
composicdo da formulacdo, podem influenciar no valor encontrado de Tsol-gel.
Fakhari et al., (2017), encontraram uma Tsol-gel para Poloxamer a 17,9% foi de 23.4
°C. Os mesmos autores verificaram que adicdo de concentracdes crescentes de
etanol no gel reduziu a Tsol-gel. Portanto, verifica-se que adicdo de ingredientes
farmacéuticos ativos, sais, excipientes e outros compostos para as formulacbes a
base de poloxamer 407 podem aumentar ou diminuir o Tsol-gel (DURMORTIER et al.,
2006).

Como os resultados obtidos pelo método de tubo invertido ndo trazem valores
exatos com relagcédo a viscosidade da transicéo sol-gel foi realizado uma avaliacéo
mais precisa da influéncia dessa temperatura utilizando um redmetro. As curvas de
viscosidade versus temperatura de gelificacdo, como ponte de inflexdo da curva esta
apresentado na figura 9. Assim, pode-se observar a influéncia do aumento da
temperatura na viscosidade do gel termorresponsivo como do mesmo adicionado do
ativo, ou seja, caracteristica de formulagdo contendo P407 (KWEON et al., 2003).

As micelas se organizam durante o aguecimento até atingir uma viscosidade
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maxima, indicando a integridade do processo (BOFFITO et al.,, 2016; KABANOV;,
BATRAKOVA; VALERY, 2002). Foi observado que com a elevacéo da temperatura, a
viscosidade da solucdo de P407 aumenta e a temperatura em cuja viscosidade exibe
um incremento significativo é observado como a temperatura de gelificagdo (AL
KATHEB et al., 2016).

Para aplicacfes farmacéuticas e biomédicas, sistemas poliméricos com Tsol-
gel a cerca de 25-37°C permitem a formacao de gel quando a formulagéo € aquecida
da temperatura ambiente para corporal (PUND; RASVE, BORADE2013; CHANG et
al., 2002). O estudo Tsol-gel permite a selecédo apropriada da formulacdo de acordo
com a area de aplicacédo, tais como formulaces de uso topico, onde a temperatura
coporal € mais baixa em comparacdo a administracdo parenteral, na qual a
temperatura corporéa é maior (SILVA et al., 2020).

A analise dos resultados apresentados na figura 9 mostra que a viscosidade
dos hidrogéis é baixa, na fase sol, na temperatura menor que 20°C. Para a formulacdo
P407 o ponto de inflexdo para Tsol-gel inicia em 19°C e gelificando completamente
em 32°C. Enquanto a formulacéo P407+HMC o ponto de inflexdo para Tsol-gel inicia
em 20°C gelificando completamente em 35°C. A adi¢cdo de 1% de HMC aumentou a
viscosidade do hidrogel e alterou a Tsol-gel e o perfil da curva (viscosidade Xx
temperatura). Dados semelhantes da temperatura de gelificacdo foram encontrados
por outros autores, sendo estas 36,56°C para P407 a 18% e 33°C para P407 a 20%
(SILVA, 2017; ALVES, 2016).
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Figura 9: Viscosidade versus temperatura das formulacdes P407 e P407+HMC
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Fonte: Autora

A analise térmica das formulacdes foi realizada pelo método de Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC), onde foi verificado o ponto de fusdo da formulacdes.
Segundo, dados da literatura o P407 possui ponto de fusdo entre 55° e 56°C, soluvel
em agua e na concentracdo 20% a 25°C é capaz de formar um gel rigido
(SCHMOLKA, 1972; KWEON, 2002; ALVES, 2016). Assim, os resultados (figura 10)
deste estudo indicam que a formulacao contendo somente gel P407 apresentou ponto
de fusdo em 46,25°C. Essa diferenca possivelmente pode ter ocorrido, devido a
realizacdo prévia da dessecacdo da formulacdo para viabilizar a andlise e, assim,
ocasionar esse deslocamento do pico endotérmico. Observou-se que a curva DSC da
HMC obteve evento térmico em aproximadamente 257°C, ndo foram encontrados
dados semelhantes na literatura sobre o ponto de fusédo desse ativo, porém ha relatos
que a Hesperidina possui evento endotérmico de fusdo com pico em 254,66°C
(MAULUDIN; MULLER, 2013; ABDULLAH et al., 2014; BORTOLON, 2018). Para a
formulagdo P407+HMC é possivel verificar que ndo ha evento térmico da HMC,
permanecendo somente o evento do poloxamer. Dessa forma, propde-se que o
desaparecimento do pico de HMC, pode estar relacionado a sua completa disperséo
na formulagcdo, bem como, a reducdo de sua cristalinidade, devido a mudanca de
estado solido. Segundo, Alves (2016), a associacdo entre P407 e Curcumina também
resultou no desaparecimento do evento térmico do ativo, devido a mudancas das

propriedades fisico-quimicas, como a diminui¢cao da cristalinidade.
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Figura 10: Curvas termoanaliticas obtidas das formulacdes P407, HMC e
P407+HMC.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL LIVRE ABTS PELA
HMC

HMC, é um flavonoide antioxidante, muito usado para tratar pacientes com
insuficiéncia venosa cronica e hemorrdidas agudas, também ha relatos da sua
influéncia no aumento de defesas enddgenas cutaneas contra o estresse oxidativo,
bem como a manutencdo da capacidade antioxidante global da pele (BELTRAMINO;
PEENORY; BUCETA, 2000; KIRTLEY; PECK, 1948; GUEX et al., 2010; MARTINEZ,
et al., 2016; RUIZ-MIYAZAWA, et al., 2018). Assim, foi avaliado a capacidade
antioxidante da HMC livre e apés incorporagéo no gel de P407 pelo método de doacao
de elétrons ao radical livre ABTS.

O radical ABTS necessita ser gerado antes por reacdes quimicas (persulfato de
potassio) ou enzimaticas, que irdo reagir com o cromégeno ABTS de coloracao azul
esverdeado claro, gerando o radical ABTS de coloracdo esverdeada escuro. O radical
ABTS é bastante estavel e é soltvel tanto em agua como em solventes organicos,
permitindo a analise tanto de amostras hidrofilicas como lipofilicas. Na medida em que
0 antioxidante é misturado com esse radical, ocorre a reducéo do radical, provocando

a perda da coloracao do meio reacional, podendo ser lido em comprimento de onda
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de 730 nm (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2005 ).

A capacidade sequestradora do radical ABTS pelo HMC foi concentracdo-
dependente de acordo com resultados obtidos. A linearidade apresentou-se entre 3,13
— 50,0 yg/mL, com R? de 0,983 (Figura 11A). A atividade méaxima encontrada para o
ativo na concentragdo de 50 pg/mL no meio reacional, apresentou valor de 89,06%
alcancando posteriormente um platd. O valor de 1Cso encontrado para o flavonoide foi
de 16,88 ug/mL (Figura 11B). Martinez et al., (2016), também avaliaram a atividade
antioxidante da HMC por ensaio de ABTS e encontraram valor muito préximo de ICso
(19 pg/mL).

Figura 11: Atividade doadora de elétrons ao radical livre ABTS
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Linearidade representada pela figura A e curva concentragdo-resposta da HMC na figura B.
Os resultados séao representados pela médiatEPM.

Verificou-se a capacidade sequestradora de radical da P407+HMC. Para tanto,
um controle adicionado da base sem ativo foi utilizado para verificar se a mesma nao
poderia interferir com o meio reacional. As porcentagens redutoras encontradas para
a HMC livre e formulacdo com ativo foi de 62,18%+0,21 e 54,52+0,19,
respectivamente, apresentando uma diminuicdo da atividade antioxidante

estatisticamente significativa (Figura 12).
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Figura 12: Atividade sequestradora do cétion radical ABTS da HMC pura e
P407+HMC.
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Os resultados sdo representados pela média + EPM. A analise estatistica foi realizada
utilizando-se t-Test. ‘Diferenca estatistica significativa se p< 0,05.

5.3 PADRONIZACAO DO MODELO DE INDUGAO TERMICA EM CAMUNDONGOS HAIRLESS

Na literatura existem véarios tipos de modelos de lesdo em animais com o
objetivo de estudar o processo de cicatrizagcdo e prever resultados terapéuticos
(ROCHA, 2010; RIBEIRO, 2017; SOUZA, 2019; OLIVEIRA, 2010; DEBIASI, 2017,
FRANCK et al., 2018; CAMPELO, 2018; CAMPELO etal., 2011; BARROS et al., 2016;
BHATIA et al., 2016; SINGER et al., 2007; MERCES, 2015; FANG et al., 2017). Entre
elas estdo as queimaduras e as técnicas mais utilizadas para cria-las sdo por
eletricidade ou contato com superficies quentes como metais ou agua aquecidos
(MITSUNAGA JUNIOR et al., 2012; ROCHA, 2010; FANG et al., 2017; SOUZA, 2019).
Porém, esta dltima é considerada o modelo padréo para producdo de queimaduras,
pois ha uma certa frequéncia desse incidente em humanos (ABDULLAHI, AMINI-NIK,
JESCHKE, 2014).

Os efeitos na pele lesionada por gqueimadura foram examinados usando um
contato térmico por meio de uma haste aquecida previamente em agua quente
(SINGER et al., 2007; FANG et al., 2017; WANG et al., 2015). Contudo, estes estudos
utilizaram ratos Wistar e Sprague-Dawley como modelo animal, enquanto que nosso
trabalho foi conduzido com camundongos hairless, sendo necessario que alguns
parametros fossem previamente padronizados para correto uso do modelo animal
para analise contra os danos causados pela queimadura com aplicacéo tépica de gel
P407+ HMC.

Primeiramente, foi observado nesses trabalhos que os tempos de contato na

pele dos animais para promover as lesdes foram geralmente de 10 a 30s (FRANCK
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et al., 2018; SONG et al., 2017; OLIVEIRA, 2010; FANG et al., 2017; SINGER et al.,
2007; WANG et al., 2015). Portanto, como o tamanho e a espessura da pele do
camundongo hairless se mostram diferentes em relagédo aos ratos utilizados nos
estudos, o presente trabalho analisou macroscopicamente as les6es formadas na pele
dos camundongos em relacdo ao tempo de contato da haste de ferro previamente
aguecida a 100°C por 3 min em agua fervente.

Dessa forma, avaliou-se macroscopicamente as lesGes térmicas quanto ao
grau de profundidade, bem como extenséo apdés 3, 6 e 9 segundos de contato com a
pele, sem pressédo adicional. O dorso dos animais submetidos a 6 e 9 segundos de
contato com a haste, resultaram em feridas profundas, extensas, com perda tecidual
e necrose.

As queimaduras classificam-se de acordo com a profundidade da les&o: de
primeiro, segundo e terceiro graus. Essas informacbes sdo essenciais para o
direcionamento do atendimento, porém a avaliacdo da profundidade é feita somente
por estimativa, uma vez que a real profundidade da lesdo s6 se revela depois de
alguns dias. A de primeiro grau, quando compromete apenas epiderme, resulta em
eritema e dor, sem causar alteracdes hemodinamicas ou clinicas significativas, devido
auséncia de vascularizacéo epitelial; segundo grau quando atinge epiderme e parte
da derme, ocasionando a formacéo de bolhas, dor intensa, podendo ser de segundo
grau superficial (afeta epiderme e, superficialmente, a derme, restando pelos,
glandulas sudoriparas e sebaceas, sendo reconhecida por superficie résea abaixo do
epitélio descolado) ou profunda (atinge a porcdo mais profunda, formando lesbes
esbranquicadas, menos dolorosas que a superficial, restando somente pelos); ou
terceiro grau, envolvendo todas as camadas e estruturas da pele, apresentando-se
esbranquicada ou negra, pouco dolorosa e seca (EVERS; BHAVSAR; MAILANDER,
2010; ROCHA 2009).

Alguns autores relatam gue o grau que uma queimadura causa dano a pele é
multifatorial, pois depende da etiologia, duracéo e intensidade do calor, afetando de
maneiras diferentes a pele, segundo a espessura, area exposta, vascularizacao e
idade do paciente (JASKILLE et al., 2009; AL et al., 2009; FRIESE, et al., 2009;
MURPHY et al., 2009). Por outro lado, no caso de queimaduras por liquidos e radiagéo
solar, sdo geralmente lesdes superficiais, quando comparadas a lesdes por chamas,
as quais tendem a ser mais profundas (SUMMER et al., 2007; RICHARDSON, et al.,
2009). Logo, o tempo de contato de 3s da haste de ferro com a pele dos animais foi o
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escolhido, caracterizando uma queimadura de 2° grau superficial.

Apos definicdo do modelo de queimadura, foi realizada avaliacdo do tempo de
coleta das amostras para as subsequentes andlises das alteragbes oxidativas e
inflamatoérias causadas pela indugéo térmica. Assim, foram escolhidos os tempos de
analise de 24, 48 e 72h conforme modelo proposto por Lima-Junior (2017) e Fang et
al., (2017) que avaliaram os tempos 6, 12, 24 e 48h, como de Singer et al.,(2007) que
utilizaram os tempos de 24, 48 e 72h.

As lesbes foram realizadas com tempo de inducao, previamente estabelecido,
de 3 segundos de contato da haste de ferro aquecida em agua quente no dorso dos
animais. Posteriormente, foram avaliadas as caracterisitcas macroscopicas das
lesbes de acordo com o tempo de coleta. De imediato apds a indugéo da queimadura
o dorso dos animais no local do contato, apresentava-se edemaciado e nas primeiras
24 horas iniciava-se o0 processo inflamatério com aumento da permeabilidade
vascular, caracterizado pelo surgimento de edema. Além disso, também foi possivel
visualizar pontos de exudato, o qual progrediu apds 48 e 72 horas da leséo superficial

de espessura total (Figura 13).

Figura 13: Caracteristicas macroscépicas da lesdo térmica no tempos 24, 48 e
72horas

Qucimade 35 - 24H-3s . 48H-3s 72H-3s
tompo 0 .

Fonte: Autora

A cicatrizacdo de queimaduras é um processo complexo, que apresenta varias
etapas o que finalmente resulta em reparo do tecido da derme e epiderme. Uma
resposta Inflamatéria local ocorre em pouco tempo apos a lesao, principalmente com
a infiltracéo de granuldcitos ou leucocitos PMN, que liberam radicais livres no local da
inflamacéo que pode danificar as células e adiar o processo de cicatrizacdo (MARTIN;
LEIBOVICH, 2005; HEIDARI et al., 2019).

Portanto, foi avaliado nos diferentes tempos de coleta de pele a formagéo de
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edema (Figura 14A), que é considerado um marcador da inflamacao na pele (LATHA,
BABU, 2001), como também, a atividade da MPO (Figura 14B), uma enzima que
desempenha um papel importante no sistema imunoldgico inato e pode ser usado
como um marcador da presenca de neutréfilos ou inflamagédo (JANTSCHKO et al.,
2005). Em adicao, realizou-se a analise de danos oxidativos nas lesdes térmicas por
meio dos ensaios de andlise da diminuicao dos antioxidantes GSH (Figura 15A) e CAT
(Figura 15B), como também, da capacidade antioxidante total da pele (teste FRAP e
ABTS) (Figuras 16A e B), além do aumento da geracdo do anion superoxido (Figura
16C).

Os resultados apresentados na figura 14A, indicaram que em todos os tempos
de andlise foi observado um aumento estatisticamente significativo do edema, assim,
como da MPO em compara¢do com a pele que néo sofreu lesédo térmica. Observou-
se que o edema foi mais intenso no tempo de 24h, sofrendo uma diminui¢cao gradual,
mas permanecendo estatisticamente diferente da pele integra em todos os tempos
analisados. Esse perfil pode ter ocorrido, uma vez que é relatado que o edema se
forma rapidamente nas primeiras 8h no espaco intersticial ap6s a queimadura, e
continua a se formar mais lentamente por pelo menos 18 h (SHIRANI et al., 1996;
ROWAN et al., 2015). Além disso, houve diferenca estatistica significativa entre os
tempos de 24h e 72h.

Ja para atividade MPO foi observado o inverso, ou seja, houve um aumento
gradativo entre os tempos analisados, havendo uma diferenca estatistica significativa
do tempo 72h em relacdo ao grupo 24h. Esse perfil pode ter ocorrido pela sequencia
de eventos subsequentes que ocorrem apoés a lesdo. Assim, tem-se primeiramente a
ativacdo das plaquetas circulantes que liberam mediadores como PDGF e TGF-.
Simultaneamente, a cascata da coagulacéo é ativada pelo fator tecidual produzindo
um codégulo de fibrina, uma matriz provisoria, que permite a locomoc¢éo de células que
irdo reparar a lesdo (MARKESON et al., 2015). O PDGF liberado por plaquetas atrai
neutrofilos, macrofagos e fibroblastos para a lesdo, estimula a sintese da matriz
extracelular para compor o novo tecido de granulacéo. Fatores de crescimento sao
polipeptideos liberados no leito da ferida principalmente para promover quimioatracéo
de certos tipos celulares e estimular a sua proliferagcdo (BIELEFELD et al., 2013;
SORG et al., 2017). Os neutrdfilos em resposta a quimiocinas alcancam a lesao
atravessando o0s capilares sanguineos e degradam patdgenos, através da sua

atividade granulocitica apoptética mediada por enzimas toxicas e metabdlitos de
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oxigénio, dentro dos seus fagolisossomas. Na auséncia de infeccdo, os neutrofilos
permanecem por 2 a 5 dias, exercendo suas funcdes de desbridamento do tecido e
amplificando a resposta inflamatoria liberando citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6
(FRIERI et al., 2016; LANDEN et al., 2016).

Figura 14: Avaliacdo do edema (A) e atividade de MPO (B) na pele dos animais
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Relacéo tempo de coleta de pele-inducédo de edema (A) e atividade da MPO (B). Os dados
sdo representativos da média de 2 experimentos + EPM (n=5). A analise estatistica foi
realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparac¢des mdltiplas de
Tukey (*p<0,05 comparado com 0 grupo ndo gueimado, ** p<0,05 comparado com tempo
24h). CN= grupo controle ndo queimado.

A andlise dos antioxidantes endégenos GSH e CAT (Figuras 15 A e 15B),
revelou que nos tempos de coleta de 24 e 48h houve uma diminuicdo acentuada
comparado ao grupo ndo queimado com diferenca estatistica significativa. Também foi
verificado que houve diferenca estatistica significativa entre os grupos 24 e 72h para
GSH e entre todo os grupos para CAT. Ademais, foi verificado um reestabelecimento
significativo destes antioxidantes ndo enzimatico e enzimatico, respectivamente, na
pele no tempo de observagcao 72h, alcancando niveis proximos do basal. Além da
diminuicdo dos antioxidantes enddgenos foi possivel observar que a inducdo de
gueimadura na pele dos camundongos promoveu um aumento na geracao do anion

superéxido quando comparado com o grupo nao lesionado. No entanto, néo foi
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demonstrada diferenca estatistica entre os tempos de coleta da pele (Figura 15C).

Figura 15: Avaliacdo dos niveis de GSH (A), CAT (B) e anion superoéxido (C)

na pele dos animais queimados
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Relacao tempo de coleta de pele-diminuigéo dos niveis de GSH (A), diminuigdo da CAT (B) e
aumento do anion superdoxido (NBT) (C). Os dados séo representativos da média de 2
experimentos + EPM (n=5). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma
via seguido do teste de comparacdes multiplas de Tukey. (*p<0,05 comparado com 0 grupo
nao queimado, ** p<0,05 comparado com tempo 24h; *** p<0,05 comparado com tempo 48h).
CN= grupo controle ndo queimado.

Em adicao, foi avaliada a capacidade antioxidante global presente na pele dos
animais, por meio dos testes de FRAP e ABTS. O primeiro indica a capacidade
antioxidante da pele avaliando a reducdo do complexo ions Fe* +TPTZ a Fe*?
enquanto o ABTS avalia a capacidade cutanea em remover o radical livre ABTS*, por
meio da doacao de eletrons (CRUZ, 2017). Dessa forma, ao avaliar as figuras 16 A e
B, € possivel afimar que todos os grupos queimados apresentaram diferenca
signiticativa em relacdo ao grupo ndo queimado, demonstrando que a leséao térmica

reduz a capacidade antioxidante na pele dos animais apos inducdo da queimadura.
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Figura 16: Avaliacdo da capacidade antioxidante da pele dos animais
queimados
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Relacédo tempo de coleta pele-diminuicdo da capacidade antioxidante da pele por meio da
reducéo férrica (FRAP) (A) e sequestro do radical ABTS (B). Os dados sado representativos
da média de 2 experimentos =+ EPM (n=5). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se
ANOVA de uma via seguido do teste de comparacGes mudltiplas de Tukey. (*p<0,05
comparado com o grupo ndo queimado). CN= grupo controle ndo queimado.

Como dito anteriormente, 0 processo de cicatriza¢cdo ocorre em trés estagios
e 0 objetivo do processo de cicatrizacdo € impedir a invasdo de patdgenos,
restabelecer a integridade dos danos no tecido e reconstruir a fungéo fisiolégica da
pele (GHLISSI et al., 2016). As células inflamatorias migram para o local da lesé@o para
eliminar bactérias e preparar o local da lesdo para a cura (LAWRENCE;
DIEGELMANN, 1994). Assim, fagoécitos ou linfacitos e fibroblastos durante o processo
inflamatorio respondem com um aumento da quantidade de anion superoxido e H20:2
que desempenham importante funcdo bacteriana (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; SILVA, 2001; SILVA, 2013; PARIHAR et al., 2008). Assim, podemos observar
gue as respostas encontradas em relacéo atividade da MPO e quantidade de anion
superoxido estéo coerentes, uma vez que se verificou um aumento progressivo nos
tempos de analise da pele lesionada e alta quantidade detectada do radical nos
diferentes grupos.

Os leucocitos polimorfonucleares (PMNLS) sdo os primeiros leucocitos a
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chegar ao local de uma queimadura nos estagios iniciais apos leséo térmica, e essas
células exacerbam lesfes teciduais, e assim, prolongam a cicatrizacdo (FANG et al.,
2017).

Assim, uma resposta inflamatdria prolongada nas queimaduras, mediada pela
ativacdo do sistema complemento, liberacdo de mediadores inflamatorios, apoptose
celular inflamatoria tardia, sinais inflamatérios e EROs, participam da progresséo da
gueimadura (SALIBIAN et al., 2016; SHUPP et al., 2010). Dessa forma, o aumento
verificado no tempo 72h dos antioxidantes GSH e CAT pode sugerir que a pele esta
iniciando um processo de restabelecimento de cura, uma vez que 0 processo de
cicatrizacdo se faz por interacdes complicadas e bem organizadas entre varios tecidos
e células que se sobrepdem entre estagios sucessivos (ARAGONA et al., 2017).

Com os resultados encontrados podemos concluir que o modelo de injlria
térmica utilizada no presente trabalho na pele de camundongos hairless, resultou em
processo inflamatério e oxidativo. Em adi¢édo, apés a analise dos resultados dos danos
oxidativos e inflamatdrios foi definido o tempo de 48h para avaliar o tratamento tdpico
com gel P407+HMC. Para tanto, foram realizadas as lesdes térmicas em 4 grupos,
onde um deles ndo recebeu nenhum tratamento e os outros 3, foram tratados com as
formulac6es de P407+HMC, somente gel P407 e creme de sulfadiazina de prata 1%,
sendo este 0 agente topico mais amplamente utilizado para queimaduras relatado pela
sua eficacia antimicrobiana (BATHIA et al., 2016; COSTA; ALVES; SOUZA, 2018;
YAMAN et al., 2010; ROSSI et al., 2010).

5.4 AVALIACAO DA EFICACIA IN VIVO DA HESPEDIRINA METIL CHALCONA INCORPORADA EM

FORMULACAO A BASE DE POLOXAMER 407 EM QUEIMADURA TERMICA

Neste trabalho a eficacia in vivo da aplicagédo do flavonoide HMC incorporado
em gel termossensivel Poloxamer 407 apods inducdo térmica foi avaliada em
camundongos machos da linhagem hairless. Essa linhagem € um modelo de animal
de pequeno porte, com facilidade de manipulacdo experimental e apresentam a
vantagem de nao possuirem pelo, 0 que permite uma analise direta da pele. Além
disso, foram utilizados somente os animais do sexo masculino, pois as fémeas
apresentam variacdes hormonais, as quais podem influenciar nos testes (ROCHA,
2010).

Ha certa limitacdo dos modelos in vitro para estudos de queimaduras, pois nao
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ha possibilidade de verificar toda a fisiopatologia e caracteristicas clinicas da
gueimadura. Por estas razdes os modelos in vivo sdo muito utilizados para avaliacao
de lesbes cutédneas, bem como para investigar novos métodos de tratamento e
conhecer como os farmacos respondem a esse tipo de lesdo (INOUE et al., 2018).
Para inducdo da queimadura foi utilizado o tempo de 3s, escolhido por preservar a
maior parte dos anexos dérmicos, os quais influenciam no processo de reparacao
cutanea (LIMA-JUNIOR et al., 2017). Esse método permitiu controle adequado da
exposicdo da area a ser lesada nos procedimentos. Em todos os animais, a area
dorsal que recebeu a injuria ficou edemaciada, com presenca de crostas,
caracteristicas de uma inflamacéo. A lesdo apresentou aproximadamente 2cm? (1cm
X 2cm).

Durante as 48 horas de experimento, todos os animais sobreviveram, nao
tiveram sinais de infeccdes nas lesdes, ndo apresentaram perda de peso significativa
(dados ndo mostrados) e o comportamento (por exemplo, ingestdo de alimentos,
atividade diaria) permaneceu normal até o momento da eutanasia. Resultados
semelhantes foram encontrados por Wade et al., (2013), porém apdés as lesbes os
camundongos exibiram comportamento caracteristico de dor como postura encurvada
e irritabilidade, mas isso foi amenizado com a administracdo de analgésico na agua
do bebedouro, paracetamol 500mg por 24 horas (ROCHA, 2010).

As imagens digitais (Figura 17) de inducé@o das lesdes térmicas mostraram a
intensidade da ferida em camundongos hairless e progressao da ferida nos animais
tratados com CS, CB e P407+HMC nos dias 5, 10 e 15 apds injaria. Apés a leséo
térmica, foram observadas caracteristicas de processo inflamatério com edema,
vermelhiddo, exsudato, formacdo de crosta no local de contato com a haste.
Macroscopicamente, notou-se que as bordas estavam bem delimitadas e havia
presenca de necrose. Imediatamente apds a queimadura, ou seja, no tempo zero, a
pele encontrava-se edemaciada e vermelha. A partir do quinto dia apds a indugéo das
gueimaduras, observou-se a formacao de crosta em todas as lesbes, as quais tem
como funcdo a liberacdo dos mediadores quimicos inflamatorios, além de ser
responsavel pela contencdo da hemorragia (ALVES et al., 2011).

Em adicdo, notou-se em todos 0s grupos uma regressao gradual da leséo,
contudo o tratamento com HMC apresentou um processo de contracéo da lesdo mais
evidente ja iniciando no dia 5 e uma regressao bastante acentuada da area queimada

em comparagdo aos outros grupos tratados, principalmente o CS, no qual ainda
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apresentava lesdo visual. Ainda, o grupo tratado com P407+HMC apresentou area
totalmente fechada com caracteristicas de cicatrizacdo completa em 10 dias. Assim,
a andlise visual realizada em relacdo ao grupo CS, pode confirmar os relatos da
literatura a respeito da sulfadiazina de prata, onde desde sua descoberta em 1968 ela
€ muito utilizada no tratamento de queimaduras, com finalidade de debridar tecidos
necrosados e combater infeccdo local (FERREIRA; DE PAULA, 2013; ROSSI et al.,
2010), porém néo ha indicios de uma atividade cicatrizante da mesma. Segundo Fuller
(2009), ela possui efeito toxico a queratinécitos e fibroblastos, além de possuir
potencial alergénico (LEE; MOON, 2003; DE SMET et al., 2009; GREGORY, 2002).
Portanto, pode-se verificar que a aplicacdo do P407+HMC promoveu uma
rapida recuperacgéo visual do tecido cutdneo com uma diminuicdo da area da ferida

pelo quinto dia apds injuria e um intenso fechamento visual da ferida no 10° dia.

Figura 17: Acompanhamento da reducdo da area queimada do dorso dos animais

submetidos a lesao térmica
CcQ CS CB HMC

Fonte: Autora

Os animais foram submetidos a leséo térmica e tratados topicamente com Sulfadiazina de
Prata 1% (CS), formulacdo P407 (CB) e formulacdo P407+HMC, de 8/8h durante 15 dias



80

apos a lesdo, em comparagcdo com grupo queimado sem tratamento (CQ).

A progressao da queimadura esta relacionada hé diversos fatores, entre eles o
edema, o qual é um dos sintomas das doencgas inflamatérias. Na lesédo térmica hi
exposicao do colageno e, assim, ativacao e liberacdo das histamina pelos mastécitos
nos tecidos lesionados. Esse mediador inflamatério induz o aumento da
permeabilidade capilar, ocasionando o edema tecidual, bem como acumulo de liquido
na lesdo, que pode ser visualizado por meio das bolhas que podem surgir nas
gueimaduas de 2° grau (KECK et al., 2009; KENWORTH et al., 2018; SINGER,;
BOYCE, 2017).

Assim, a avaliacdo da diminuicdo do edema induzido pelo estresse térmico na
pele apds tratamento de 8/8h com P407+HMC foi analisado no tempo de 48h. Na
figura 18 estd demonstrado que os grupos, queimado nao tratado (CQ), queimado
tratado com creme de sulfadiazina de prata (CS) e queimado tratado com P407 (CB)
apresentaram um aumento no peso das peles caracterizado pelo edema quando
comparados com o0 grupo nao queimado (CN) (p<0,05). Por outro lado, ndo foi
verificado diferenca significativa entre o CN e o grupo tratado com HMC, indicando
gue a aplicacdo do HMC foi eficaz na diminuicdo do edema formado apdés injaria

térmica (Figura 18).
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Figura 18: Efeito do tratamento com P407+HMC na diminuicdo do edema, 48 horas

apos a injaria térmica
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Efeito do tratamento com P407+HMC na diminuicdo do edema formado apoés injuria térmica.
Os dados séo representativos da média de 2 experimentos £ EPM (n=5). A analise estatistica
foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparacdes multiplas de
Tukey. (*p<0,05 comparado com o grupo ndo queimado, ** p<0,05 comparado com tempo
CQ). CN=grupo sem queimadura, CQ=grupo queimado e ndo tratado, CS=grupo queimado e
tratado com creme sulfadiazina de prata 1%, CB= grupo queimado e tratado com gel P407,
HMC=grupo queimado e tratado com P407+HMC.

Sabe-se que apoés lesdes térmicas ocorre a migracao de células inflamatérias
ao local da lesdo como neutréfilos e macrofagos, os quais sdo defesas contra micro-
organismos e, também, auxiliam na remocao do tecido coagulado (HORTON, 2003;
EVERS et al., 2010; MCINTYRE et al., 2016). O conteudo de MPO é mais alto no
granulo azurdfilo de neutrofilo (neutrofilo polimorfonuclear, PMN), que é relativamente
constante em cada PMN. Portanto, a atividade da MPO no tecido reflete indiretamente
o numero de PMNs no tecido (SCHIERWARGEN et al., 1990; YUHUA et al., 2012).
Sabe-se que o excesso de neutréfilos no local da lesdo, ocasiona a producgéo de
radicais livres, 0s quais sao substancias toéxicas que ativam enzimas proteoliticas
causando dano no tecido de granulacgéo, inibem fatores de crescimento e dificultam o
processo de reparacdo (HORTON, 2003; GRAGNANI et al, 2013).

Os resultados (Figura 19) mostram que a lesdo térmica proporcionou um
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grande aumento da atividade da MPO na pele dos animais em relagcdo ao CN.
Também, observou uma diminuicdo relevante e consequentemente diferenca
estatistica significativa da MPO no grupo HMC em comparacédo ao CQ, o que nao
ocorreu com os grupos CS e CB, demonstrando que o flavonoide foi capaz de diminuir
a elevacao da atividade dessa enzima no processo de queimadura térmica.

E valido descrever que apds 48 horas da injlria a pele encontrava-se altamente
vascularizada, caracterizando um processo de angiogénese, o qual € um estagio
essencial para a cicatrizagdo (LAUREANO, RODRIGUES, 2011). Resultados
semelhantes foram encontrados por Perfoll (2016) e Silva (2013), ambos o0s
pesquisadores observaram o aumento de atividade da enzima MPO em testes com
queimaduras térmicas em ratos. Mercés (2015), também utilizou a injura térmica como
modelo de queimadura em ratos e verificou 0 aumento da rede vascular nos animais
gue receberam o tratamento tdpico com Aloe vera. No processo de angiogénese
ocorre 0 crescimento de novos vasos a partir da proliferacdo dos vasos ja existentes
nas margens da ferida, evento essencial para a cicatrizacdo adequada (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).



83

Figura 19: Efeito do tratamento com P407+HMC na diminui¢do da atividade da MPO,

48 horas apos a injuria térmica
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Efeito do tratamento com P407+HMC na diminui¢éo da atividade da MPO ap0s injuria térmica.
Os dados sao representativos da média de 2 experimentos + EPM (n=5). A analise estatistica
foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparac¢des mdultiplas de
Tukey. (*p<0,05 comparado com o grupo ndo queimado, ** p<0,05 comparado com 0 grupo
queimado e nao tratado). CN=grupo sem queimadura, CQ=grupo queimado e néo tratado,
CS=grupo queimado e tratado com creme sulfadiazina de prata 1%, CB= grupo queimado e
tratado com gel P407, HMC=grupo queimado e tratado com P407+HMC.

EROs séo produzidas em excesso apés a queimadura causando prejuizos
ao tecido relacionados a necrose (FRIERI et al., 2016; ROWAN et al., 2015). Em
condicdes fisiologicas, as EROs sdo subprodutos da fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, da oxidagcdo de purinas pela xantina oxidase, do sistema oxidase
dependente de NADPH pela ativacdo de neutrofilos e via do acido araquidénico. A
propriedade catalitica da xantina oxidase faz com que a atividade da histamina

aumente gradativamente a permeabilidade vascular, aléem dos seus subprodutos
oxidantes H202,,0H, O2", danificarem as estruturas dérmicas (KECK et al., 2009). O
H202 é capaz de se difundir pela membrana plasmatica e alcancar o lisossoma,
reagindo com o ferro e produzindo o radical Oz, que € mais potente, causando danos

na membrana lisossomal e extravasamento do seu conteudo, culminando em
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apoptose celular. No entanto, existe um equilibrio entre EROs e sistemas
antioxidantes das células tais como catalase, superéxido dismutase, glutationa e
peroxidase. Na queimadura este equilibrio pode ser afetado e a progresséao lesiva do
estresse oxidativo pode ocorrer na zona de estase, incluindo a peroxidagéo lipidica de
membranas, ruptura proteica e de acidos nucleicos, ocasionando morte celular
(GALICKA et al., 2014; SHUPP et al., 2010).

Portanto, o estresse oxidativo é um dos fatores que pode comprometer o
processo de cicatrizagéo da ferida (FITZMAURICE et al., 2011). Assim, mediante o
papel central dos oxidantes na patogénese do atraso da cicatrizacdo em lesdes,
defende-se a necessidade de terapia antioxidante para auxiliar no tratamento (SEN et
al., 2002; SINGER et al., 2007; MOHANTY; SAHOO, 2017), uma vez que a eliminagéo
das EROs na area ferida pode ser tomada como uma abordagem importante para
melhorar a cicatrizacédo (FITZMAURICE et al., 2011; AKBIK et al., 2014; FANG et al.,
2017).

Dessa forma, foi avaliado o efeito da aplicacédo tdpica do gel termossensivel
P407+ HMC na diminuicdo do estresse oxidativo gerado na pele dos camundongos
hairless no modelo de inducéo de queimadura térmica.

GSH é um antioxidante enddégeno nado enzimatico responsavel pela
neutralizacdo de RL e reducdo de peroxido de hidrogénio (FRANKLIN, 2010) e seu
consumo é indicativo de estresse oxidativo (DEBIASI, 2017). Como o GSH é essencial
para a protecao de tiol e outros grupos nucleofilicos nas proteinas dos radicais téxicos
do oxigénio, a concentracdo de GSH intracelular, torna-se importante na determinacéo
da extensédo da lesédo cutanea induzida por queimadura (SENER et al., 2005; TOKLU
et al., 2006; TOKLU et al., 2007).

Na figura 20A esta demonstrado que a lesdo térmica diminui intensamente a
presenca de GSH nas peles queimadas em comparacdo a integra. Em adicéo,
observou-se que os grupos tratados CS e CB né&o apresentaram diferenca em relagéo
ao grupo CQ, demonstrando ndo conseguiram restabelecer a diminuicdo dos niveis
do antioxidante gerado na injaria. Contudo, o tratamento com HMC, um antioxidante
sequestrador de EROs (NG et al., 2007) apresentou capacidade de reduzir a deplecéo
de GSH chegando préximo ao nivel basal.

Toklu et al., (2007), utilizou duas alternativas de tratamento para queimadura,
uma administracdo tépica e outra topica associada com oral, assim, os autores

verificaram que apés 48h da injUria térmica, ambos os tratamentos com o antioxidante
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fendlico silimarina, aplicado na lesdo causada em ratos Wistar por exposi¢ao da pele
a agua quente (90°C) por 10s, também foi capaz de reverter a diminuicdo dos niveis
de GSH causados pela queimadura. O recurso terapéutico por via oral com
antioxidante naringenina, administrado para o tratamento de lesdo térmica, também
indicou que este ativo foi capaz de reduzir os efeitos da queimadura, demonstrado
pelo aumento dos niveis de GSH em comparacdo aos grupos controles (AL-
ROUJAYEE, 2017).

A CAT é uma enzima enddgena altamente eficiente presente em quase todos
0s tecidos vivos que utilizam oxigénio, ela realiza a degradacao ou reducéo do H20:.
Esta localizada principalmente nos peroxissomos (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).
No estresse oxidativo h4 o acumulo ndo somente de RL, como também de néo-
radicais, como peroxido de hidrogénio e 6xido nitrico (HORTON et al., 2001). O H202
€ capaz de reagir com ferro e produzir o radical hidroxil, que é mais potente, causando
danos celulares (GALICKA et al., 2014; SHUPP et al., 2010). Em adi¢cdo, o aumento
dos niveis das EROs também leva a diminuicao das defesas antioxidantes, tais como,
a-tocoferol, &cido ascérbico, SOD, glutationa e catalase (HORTON et al., 2001; SHUP
et al., 2010)

Foi observado na figura 20B que os niveis de CAT nas peles queimadas e
tratadas com CS e CB diminuiram intensamente em comparacdo ao grupo controle
ndo queimado, demonstrando que a lesdo térmica altera a homeostase redox da
célula. Ja o grupo tratado com a P407+HMC foi capaz de aumentar os niveis da
enzima CAT na pele que sofreu queimadura térmica.

O anion superoxido é uma EROs presente no estresse oxidativo induzido pela
queimadura, produzido por meio da reacdo de reducdo do Oz (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; KANEKO; HARVEY; BRUSS 2008). Nas lesdes térmicas os RL
sdo produzidos durante a reposicao de fluidos, exacerbando a injuria mediada pela
iIsquemia, alterando numerosos componentes celulares. Assim, a intensa producéo do
O27, associada a reducdo da capacidade de defesa das enzimas antioxidantes
endogenas, corrobora para o aumento do estresse oxidativo e lesGes celulares
(HORTON, 2003). O Oz, é o resultado da primeira reducdo do oxigénio, portanto, este
anion participa da producdo das demais EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).
Existem muitos métodos para avaliacdo da atividade antioxidante, dentre eles esta o
teste de reducdo do NBT (CIARLINI et al., 2004), método utilizado para avaliar a

capacidade sequestradora do radical Oz". Assim, os resultados (figura 20C) indicaram
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gue o grupo tratado com a formulacdo P407+HMC foi capaz de reduzir os valores de
NBT, indicando menor quantidade do Oz na pele desses animais, alcangando valores
proximos aos niveis basais, ou seja, do grupo que nao sofreu a lesao térmica local.
Os demais grupos queimados (CS e CB), apresentaram um aumento na geracéo do
anion superoéxido significativamente diferente do CN, mas ndo promoveu a diminui¢cao
desse radical comparado com CQ. Portanto, o tratamento topico com HMC inibiu a
diminuicdo dos antioxidantes enddégenos GSH e CAT, assim como a reducdo da
producdo do radical livre anion superdéxido no modelo de queimadura térmica. Os
resultados corroboram com, outros trabalhos, os quais ja demonstraram que a HMC
mantem os antioxidantes enddgenos, além de inibir a producédo de anion superoxido
em modelo de avaliagdo de danos cutaneos inflamatorios e oxidativos induzidos pela
radiacdo UVB em camundongos hairless e em modelo de rato com artrite induzido por
injecdo intra-articular de urato monossodico(MARTINEZ et al., 2016; MARTINEZ et
al., 2015; RUIZ-MIYAZAWA, et al., 2018).

Figura 20: Efeito do tratamento com P407+HMC na reducéo dos niveis de GSH (A),
CAT (B) e na reducéo do anion superoxido (C), 48 horas ap0s da injuria térmica
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Efeito do tratamento com P407+HMC na reducéo dos niveis de GSH (A), CAT (B) e anion
superoéxido (C). Os dados séo representativos da média de 2 experimentos + EPM (n=5). A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de
comparag¢fes multiplas de Tukey. (*p<0,05 comparado com o grupo ndo queimado, ** p<0,05
comparado com o grupo queimado e ndo tratado). CN=grupo sem queimadura, CQ=grupo
queimado e ndo tratado, CS=grupo queimado e tratado com creme sulfadiazina de prata 1%,
CB= grupo queimado e tratado com gel P407, HMC=grupo queimado e tratado com
P407+HMC.

Como pode ser afetado o equilibrio pro-oxidante/antioxidante na queimadura
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(SHUP et al., 2010), o presente trabalho avaliou o tratamento com HMC na capacidade
antioxidante total da pele apds lesédo térmica. Nas figuras 21A e B foi demonstrado
que a injuria térmica induziu uma diminuicdo significativa do poder redutor de ferro
(FRAP) e da capacidade sequestradora de radical (ABTS) na pele em comparacéo a
nao queimada. Ainda podemos verificar que no ensaio do ABTS, o tratamento com
HMC restabeleceu a capacidade sequestradora de radical da pele proximo ao nivel
basal e os grupos tratados com CB e CS nao apresentaram essa capacidade. Por
outro lado, no teste FRAP foi observado que tanto o veiculo (CB), como grupo tratado
com HMC foi capaz de diminuir a reducao do poder redutor de ferro na pele.

Figura 21: Efeito do tratamento com P407+HMC na diminuicdo da capacidade

antioxidante da pele, apds 48h da injuria térmica
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Efeito do tratamento com P407+HMC na diminuicdo da capacidade antioxidante da pele por
meio da reducao férrica (FRAP) (A) e sequestro do radical ABTS (B). Os dados sé&o
representativos da média de 2 experimentos + EPM (n=5). A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se ANOVA de uma via seguido do teste de comparacdes mdultiplas de Tukey.
(*p<0,05 comparado com o grupo nao queimado, ** p<0,05 comparado com o grupo queimado
e nao tratado). CN=grupo sem queimadura, CQ=grupo queimado e néo tratado, CS=grupo
gqueimado e tratado com creme sulfadiazina de prata 1%, CB= grupo queimado e tratado com
gel P407, HMC=grupo queimado e tratado com P407+HMC.

Em suma, foi possivel verificar que aplicacéo topica de HMC adicionada em gel
termorreversivel P407 mostra-se como uma abordagem promissora com o objetivo de



88

diminuir o estresse oxidativo e inflamacéo gerada apds queimadura térmica. Além
disso, também foi observado que o tratamento realizado com creme de sulfadiazina
de prata a 1% ndo conseguiu diminuir a injuria oxidativa e inflamatéria nas
queimaduras. Este resultado corrobora o que é relatado na literatura, na qual
descreve que este ativo pode atrasar a cicatrizacdo das feridas, por ser classificado
como antimicrobiano e néo cicatrizante (COSTA, ALVES, SOUZA, 2018; FERREIRA,
et al., 2003; ROSSI et al., 2010). Além disso, a sulfadiazina também apresenta outra
desvantagem no tratamento clinico, uma vez que sua rotina de curativos € estressante
para 0s pacientes, pois € necessaria manipulacdo diaria no curativo, causando dor
intensa e trauma psicologico, principalmente em criancas (MUANGMAN et al., 2010;
GENUINO et al., 2014)

Ademais, a HMC além de ser eficiente para o tratamento de lesfes térmicas de
acordo com os resultados apresentados neste estudo, também é um ativo seguro,
sendo comercializado como Ciclo 3 Fort®, utilizado para o tratamento de doencas
vasculares, com a funcao de agente vasoprotetor (ALLAERT et al., 2011).

Portanto, este estudo foi o primeiro a descrever a HMC como um ativo
promissor no tratamento de queimadura térmica, uma vez que demonstrou melhorar
visualmente a regeneracao da pele apds queimaduras, reduzir processo inflamatorio

e reestabelecer a capacidade antioxidnte da pele.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a formulagdo do gel termorreversivel
adicionado a HMC apresentou um pH ideal para formulacéo tépica em pele lesionada,
além de uma densidade adequada e boa espalhablidade. A adicdo do flavonoide no
gel aumentou a Tsol-gel no teste do tubo invertido e elevou a viscosidade do veiculo.
Além disso, a formulacdo apresentou atividade antioxidante. Em relagédo aos testes in
vivo a HMC adicionada no P407 acelerou o processo de cicatrizagcéo das bordas para
o centro da ferida. Também foi possivel confirmar relatos encontrados em pesquisas
anteriores, onde a HMC possui potencial antioxidante, atuando na manutencédo do
sistema antioxidante enddgeno, e anti-inflamatério por meio da reducdo de
parametros avaliados que participam desse processo. Sendo assim, este estudo
constitui relevancia cientifica, uma vez que existem no mercado poucos recursos
disponiveis para o tratamento topico de gueimaduras térmicas, com produtos de
origem natural. No entanto, sugere-se a necessidade de maiores estudos que
viabilizem o desenvolvimento deste tratamento. Este estudo é valido no contexto de
experimentacdo com animais, a utilizacdo em seres humanos deve ser feita com

cautela e demanda de estudos clinicos para sua real comprovacao.
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