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RESUMO

Pessoa AFM. A administracdo sistémica e tépica de vitaminas antioxidantes acelera
a cicatrizacdo de feridas cutdneas em camundongos diabéticos. Tese (Doutorado
em Biologia Celular e Tecidual). Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2014.

A cicatrizacdo deficiente € uma complicacdo frequente do Diabetes Mellitus (DM),
contribuindo para a formagéo de feridas crbnicas, especialmente em membros
inferiores. Estas feridas séo de dificil resolucdo e provocam grande sofrimento aos
pacientes, além de acarretar custos elevados ao sistema publico de saude. Muitas
complicacbes de longo prazo do DM estdo associadas ao estresse oxidativo
promovido pela hiperglicemia crbnica. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
da administracdo sistémica (por via oral) e tépica (utilizando nanoparticulas lipidicas
sélidas — NLSs) de vitaminas antioxidantes na cicatrizacdo de feridas cutaneas em
camundongos diabéticos. O DM foi induzido com Aloxana. Apos 30 dias, uma ferida
dorsal foi realizada e os camundongos foram tratados com antioxidantes por via oral
(vitaminas E + C, 40 e 100 mg/kg de peso corporal, respectivamente) ou
topicamente (vitamina e 2,5% em NLS confeccionada com manteiga de cacau como
excipiente). As vitaminas foram administradas diariamente. A ferida foi avaliada ao
longo de 14 dias, por meio de diferentes parametros: periodo de fechamento,
histologia, perfil de células inflamatdrias (citometria de fluxo para marcadores MIG,
CD 206, CD 11b e Ly6G), citocinas pro e anti - inflamatérias (ELISA para IL -1B, IL —
4, KC, IL -12p40 e TNF - a), atividade das enzimas antioxidantes catalase,
glutationa redutase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase, concentracao de
marcadores de estresse oxidativo (malondialdeido e hidroperoéxido lipidico) e andlise
do colageno fibrilar pela técnica Picrosirius. Os resultados mostraram um atraso na
cicatrizacdo das feridas em animais diabéticos (fechamento aos 18 dias vs. 14 dias
para animais controle), menor intensidade da reacéo inflamatéria na fase inicial da
cicatrizacdo ( 3° dia) e aumento do estresse oxidativo. Na fase tardia da cicatrizacéao
(14° dia) observou — se uma persisténcia da reacdo inflamatoria, atraso na
reepitelizacdo e menor conteudo de colagenos fibrilares em animais diabéticos. O
tratamento com vitaminas antioxidante, tanto sistémico quanto tépico, foi
completamente efetivo na aceleracéo da cicatrizacao das feridas, especialmente em
animais diabéticos, por meio da modulacdo do estresse oxidativo e da reacéo
inflamatoria. As NLSs confeccionadas com manteiga de cacau mostraram - se um
excelente veiculo para a administracéo tépica de vitamina E na pele, apresentando
também efeitos positivos para a cicatrizacdo mesmo sem a vitamina. Concluimos
que o tratamento com vitaminas antioxidantes E e C favorece a cicatrizagao cutanea
em diabéticos, mesmo quando administrado por poucos dias, ndo sendo contra -
indicado para individuos normoglicémicos.

Palavras-chave: Diabetes. Cicatrizagdo. Inflamacdo. Estresse oxidativo.
Antioxidantes. Nanotecnologia.



ABSTRACT

PESSOA AFM. Sistemic and topical administration of antioxidant vitamins improve
cutaneous wound healing in diabetic mice. [PhD Thesis (Cell and Tissue Biology)].
Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

Deficient cutaneous wound healing is a common complication of diabetes mellitus
(DM), contributing to the formation of chronic wounds, especially in the lower limbs.
These wounds are hard to heal, causing great suffering to patients and imposing high
costs to the public health system. Mani long — term complications of DM are
associated with the oxidative stress caused by chronic hyperglycemia. The aim of
this study was to evaluate the effects of systemic administration (oral) and topical
(solid lipid nanoparticles — SLN) of antioxidant vitamins in skin wound healing in
diabetic mice. DM was induced with Alloxan. After 30 days, a dorsal wound was
performed and the mice were treated orally with antioxidants (vitamins E + C 40 and
100 mg/kg body weight, respectively) or topically (2.5% vitamin E within SLN using
cocoa butter as excipient). Vitamins were administered daily. The wound was
assessed over 14 days, using different parameters: closure, histology, inflammatory
cells profile (flow cytometry for markers MIG, CD206, CD11b, Ly6G), pro and anti -
inflammatory cytokines (ELISA for IL - 18, IL — 4, KC, IL — 12p40 and TNF -a),
activity of the antioxidant enzymes catalase, glutathione reductase, glutathione
peroxidase and superoxide dismutase, concentration of oxidative stress markers
(malondialdehyde and lipid hydroperoxide) and analysis of fibrillar collagens by the
Picrosirius technique. The results showed a delay in wound healing in diabetic
animals (closing at 18 days vs. 14 days for control animals), less severe inflammatory
reactions in the early healing (day 3) and increased oxidative stress. In the late
phase of healing (day 14) there was a persistence of the inflammatory reactions,
delayed reepithelization and lower content of fibrillar collagens in diabetic animals.
Treatment with antioxidant vitamins, both systemic and topical, was completely
effective in accelerating wound healing, especially in diabetic animals, by modulating
the oxidative stress and inflammatory reactions. The SLNs made with cocoa butter
proved to be an excellent vehicle for the topical administration of vitamin W to the
skin, also providing positive effects on wound healing without the vitamin. We
concluded that treatment with antioxidant vitamins E and C favors cutaneous wound
healing in diabetics, even when administered for a few days, and is not harmful to
normoglycemic individuals.

Keywords: Diabetes. Wound healing. Inflammation. Oxidative stress. Antioxidants.
Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de desordens metabdlicas caracterizado
por hiperglicemia crbnica, causado por uma deficiéncia na producdo de insulina
(diabetes tipo 1) e/ou por resisténcia tecidual a acdo da insulina (diabetes tipo 2). O
DM atualmente acomete cerca de 6,4% da populacdo mundial adulta
(aproximadamente 347 milhdes de pessoas) (Danaei, 2011); ha uma previsao de
aumento para 7,7% da populagdo (cerca de 438 milhdes de pessoas) em 2020
(Foundation ID: Diabetes, 2006; Rafehi et al., 2011).

Mudancas no estilo de vida e alimentacdo ao longo das Ultimas décadas séo
fatores que contribuem para o aumento da prevaléncia do DM em adultos de
diferentes faixas etarias, contribuindo para a infertilidade masculina (Mascarenhas et
al, 2012), regulacéo epigenética (Mark, 2014) e muitas outras complica¢fes, dentre
elas a cicatrizacdo deficiente (Danaei, 2011). A cicatrizacdo cutanea deficiente
contribui para a ocorréncia de feridas crbnicas, especialmente em membros
inferiores, que acometem cerca de 15% dos pacientes (Yach et al., 2006). O
processo de cicatrizacdo cutdnea pode durar 10 x mais num individuo diabético
qgquando comparado a um normoglicémico, reduzindo a qualidade de vida dos
pacientes e aumentando o0s gastos do sistema publico de saude. Outras
complicagbes do DM que contribuem para as feridas crénicas séo a neuropatia e o
comprometimento da microvasculatura.

Apesar dos avancos na terapia com insulina (Penfornis et al., 2011) e no uso dos
hipoglicemiantes orais, o controle adequado da glicemia ainda é um desafio em
alguns pacientes, sendo muito comuns complicagcbes que acometem o0 sistema
vascular, rim, retina e nervos periféricos, (Brand-Williams, 1995, Maritim et al., 2003;
Penfornis et al., 201; Tsilibary, 2003). Algumas destas complicac¢des, a longo prazo,

podem ser fatais.

1.2 A Pele

A pele é o maior 6rgdo do organismo (pode recobrir uma superficie de cerca

de 2 m?), correspondendo a 16% do peso corpéreo. Seus tecidos constituintes séo a
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epiderme (epitélio pavimentoso estratificado corneificado) e a derme (tecido
conjuntivo propriamente dito). Abaixo da derme encontra-se o tecido subcutaneo,
constituido principalmente por tecido adiposo unilocular. Na pele delgada séo
encontrados anexos como pelos, glandulas sebaceas e sudoriparas; na pele
espessa (superficies palmares das méaos e planta dos pés) sdo encontradas
glandulas sudoriparas. A pele é ricamente vascularizada e inervada (Lai-Cheong,
McGrath, 2013; Venus, Waterman 2010).

A epiderme € constituida principalmente pelos queratindcitos, células
epiteliais distribuidas em 5 estratos de espessura variavel: Camada Basal ou
Germinativa, responsavel pela renovacdo das demais camadas, rica em células-
tronco e residéncia dos melandcitos e células de Merkel (mecanorreceptores);
Camada Espinhosa, na qual os queratinécitos unem-se entre si por desmossomaos,
rica em células de dendriticas de Langerhans e linfocitos T, ambos tipos celulares
transientes; Camada Granulosa, com funcdo de barreira (secre¢cdo de material
lipossoluvel); Camada Luacida, transicdo para a camada cornea evidente apenas na
pele espessa; Camada CoOrnea, mais externa, constituida por queratinécitos mortos
que perderam seu ndcleo e preservam a queratina condensada (Figura 1)
(Venus, Waterman 2010). As células migram e se diferenciam da camada basal até
a camada cérnea num periodo aproximado de 28 dias (Baroni, 2012; Lai-Cheong,
McGrath, 2013). A camada cOrnea possui uma mistura aproximadamente equimolar
de ceramidas (45 - 50%), colesterol (25%), acidos graxos livres (10 - 15%) e o
restante de varios outros lipideos, dos quais o mais relevante é o sulfato de
colesterol (Madison, 2013)

Camada Cornea

Camada Granulosa

Camada Espinhosa

Camada Basal

Figura 1 - Epiderme humana reconstruida e desenho esquematico das camadas celulares
correspondentes. Modelo altamente diferenciado de epiderme humana, criocorte (8 um, H & E
coloracéo) apés l4dias em cultura na interfase no ar-liquido (a esquerda). Desenho esquematico das
correspondentes camadas celulares da epiderme humana, em compara¢do com a morfologia da pele
humana reconstruida (direita). Fonte: http://reconstructed-human-epidermis.com
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Entre as principais funcées da pele estdo a protecdo contra desidratacéo,
contra agentes invasores, raios solares e agressées mecanicas. A pele também é
importante para a manutencdo da homeostase corpérea e regulacao da temperatura
(Venus, Waterman 2010). Um de seus sistemas de defesa € constituido por
proteinas que inibem o crescimento bacteriano, controlando a microbiota presente
na epiderme (Baroni, 2012). A epiderme possui também ceramidas e diferentes
lipideos importantes para a sua integridade estrutural e funcional, que podem
originar mediadores bioativos, como por exemplo alguns eicosandides,
endocanabindides e esfingolipidios intimamente envolvidos na homeostasia da pele,
inflamacédo e imunidade (Kendall, Nicolaou, 2013). Queratindcitos também secretam
diferentes citocinas pro - inflamatérias (Lai - Cheong, McGrath, 2013;
Venus, Waterman 2010), além de expressar proteinas do inflamassoma (Feldmeyer
et al., 2010).

A derme é uma camada resiliente, que além de suportar forcas mecanicas,
sustenta e nutre a epiderme. Nela reside uma grande variedade de células-tronco,
inclusive células - tronco epiteliais presentes nos foliculos pilosos (Chen et al., 2014;
Toma et al.,, 2005;) e sdo encontrados os diferentes anexos (Venus, Waterman
2010). A derme é dividida em derme papilar, com 300 - 400 um de espessura, que
se situa logo abaixo da camada basal da epiderme, e derme reticular, camada mais
profunda que vai até o tecido subcutaneo, mais fibrosa e menos celular que a derme
papilar (Sorrell, Caplan, 2004).

Como tecido conjuntivo, a derme contém células residentes como o0s
fibroblastos (responsaveis pela sintese e degradacédo da matriz extracelular - MEC),
células endoteliais, macrofagos e mastdcitos. Contém também células transientes
como linfécitos e outras células de defesa imunolégica. A MEC é constituida por
feixes de fibras colagenas e fibras elasticas, uma grande variedade de
glicoproteinas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos com alto poder higroscépico
gue auxiliam na funcao de resisténcia a tracao, resiliéncia e elasticidade da pele (Lai
- Cheong, McGrath, 2013; Venus, Waterman 2010).

A principal célula da derme é o fibroblasto, que sintetiza e degrada colagenos
fibrilares, principalmente do tipo | (75%) e do tipo Il (15%), elastina e outros
componentes da MEC. O colageno representa 75% do peso seco e até 30% do
volume da derme (Lai - Cheong, McGrath, 2013; Venus, Waterman 2010). Os vasos

sanguineos nutrem a pele, enquanto receptores sensoriais como Corpusculos de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357303913001114
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Paccini e Meissner sdo responsaveis pelas sensacdes tateis e de presséo.
(Venus, Waterman 2010).
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Figura 2 - Esquema da derme e seus componentes. Esquema apresentando as diversas células
da derme como neutrdfilos, macrofagos, linfécitos, mastécitos, fibroblastos e estruturas capilares,
fibras colagenas.

Fonte: http://legacy.owensboro.kctcs.edu/gcaplan/anat/images/Imagel116.gif

O tecido subcutaneo é um tecido conjuntivo frouxo com muitos adipécitos,
unido & derme e aos 6rgdos subjacentes. E responsavel pelo deslizamento da pele
sobre as estruturas nas quais se apoia. Em individuos ndo obesos, cerca de 80% da
gordura corpérea estd no tecido subcutaneo (Lai - Cheong, McGrath, 2013;
Venus, Waterman 2010).

1.3 Cicatrizacao de Feridas Cutaneas

O processo de cicatrizagao visa a recuperagao da homeostase da pele e apresenta
uma evolucdo natural em fases, desde que ndo existam fatores que contribuam para
que 0 processo se torne crénico.

A cicatrizacdo pode ser de primeira ou de segunda intencdo, dependendo da
proximidade dos bordos da ferida entre si. Na cicatrizacdo por primeira intencédo as
bordas estdo proximas (por exemplo, em processos cirdrgicos de pequeno porte que
recebem sutura) e ha uma menor perda de tecidos. Na cicatrizagdo por segunda

intencdo ha perda extensa de tecido (por exemplo, em queimaduras e cirurgias de
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grande porte). O tempo de recuperacdo € peculiar a cada tipo de cicatrizagdo
(Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005).

Em condi¢cbes normais, a cicatrizacao pode ser dividida em trés fases que se
sobrepbem. A primeira fase € denominada inflamatéria, caracterizada pela
hemostasia, formagcdo do coagulo e recrutamento de células inflamatdrias
principalmente, neutrofilos e macréfagos (Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005). A
presenca de um macico infiltrado inflamatério com células fagocitarias propicia a
producdo de proteases que degradam os restos celulares e a producédo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Beldon, 2010; Gurtner et al.,, 2008; Lowry, 1993),
assim como a producéo de fatores quimiotéaticos e citocinas pro-inflamatérias, como
por exemplo IL - 6, IL - 1B e o Fator de Necrose Tumoral - a (TNF - a). Estas
citocinas atuam como mediadores da ativacdo do fator de transcricdo NFkB e da
producdo de mais EROs durante o processo inflamatério, que retroalimentam
positivamente a reacdo inflamatéria (Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005; Gurtner et
al., 2008; Lowry, 1993). Fibroblastos e queratindcitos também participam nesta fase
produzindo citocinas, fatores quimiotéaticos e fatores de crescimento (Enoch, Leaper,
2005; Gurtner et al., 2008; Lowry, 1993).

A segunda fase denomina-se de formacao do tecido de granulacéo, iniciando-se
no 3° dia e terminando aproximadamente no 52 dia pés - lesdo, quando a quantidade
de células inflamatédrias, niveis de citocinas pré - inflamatérias e EROS decaem
(Enoch, Leaper, 2005; Beldon, 2010). Nessa fase observa-se proliferagdo, migracao
e diferenciacdo de células endoteliais para a formacdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese), sintese de diferentes fatores de crescimento, sintese de MEC,
ativacdo de metaloproteinases de MEC (MMPs), proliferacdo e diferenciacdo de
fibroblastos e sua diferenciacdo em miofibroblastos, células contrateis que auxiliam
na contracdo da ferida. Os queratindcitos migram da borda para o centro da leséo
(reepitelizac&o), em grande parte estimulados por fatores de crescimento secretados
pelos fibroblastos (Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005; Gurtner et al, 2008;
Martin,1997 ; Park e Lim, 2011; Schafer, Werner, 2007).

A terceira e Ultima fase denomina-se de remodelacdo pode durar varias
semanas. Nesta fase ocorre diminuicdo da atividade das MMPs, apoptose de
queratinécitos e células endoteliais, substituicdo de grande quantidade de colageno
do tipo Il por colageno do tipo I, reducdo do numero de fibroblastos e macrofagos e
reepitelizagdo (Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005; Gurtner et al, 2008; Martin,1997;
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Park e Lim, 2011; Schafer, Werner, 2007). A area da lesdo torna-se mais resistente
as tensoes, apesar de nao recuperar totalmente suas caracteristicas iniciais, ja que
os apéndices da pele (foliculos pilosos e glandulas) ainda estdo ausentes (Beldon,
2010; Enoch, Leaper, 2005; Gurtner et al, 2008; Martin,1997 ; Park e Lim, 2011,
Schafer, Werner, 2007).

1.4 Cicatrizacao de Feridas Cutaneas no DM

As Ulceras nos membros inferiores de pacientes diabéticos reduzem
enormemente a qualidade de vida dos individuos e geram forte impacto econémico
aos orgaos de saude (Wounds International, 2013). Parte deste problema deve-se a
cicatrizacdo deficiente, que tem como fatores contribuintes um aumento na geracéo
de EROs (superando a capacidade antioxidante tecidual e gerando o estresse
oxidativo) e também de Espécies Reativas do Nitrogénio (ERNs). O consequente
dano tecidual agrava o processo inflamatério, resultando em uma ferida cronica de
dificil cicatrizacdo (Wounds International, 2013; Menke, 2008).

Na ferida ou ulcera diabética ndo observamos uma distin¢édo clara das fases do
processo de cicatrizacdo, como observado no processo de cicatrizacdo de um
individuo saudavel. No DM todas as fases da cicatrizacdo estao afetadas (Blakytny,
Jude, 2006; Menke, 2008; Ochoa et al.,2007; Rosenberg, 1990).

A fase inflamatoria inicia-se de forma lenta, com um menor nimero de células
inflamatdrias, principalmente neutréfilos e macrofagos, o que reduz a atividade
bactericida (Cavanagh, 2005; Komesu et al, 2004; Menke, 2008); na epiderme o
namero de células de Langerhans esta reduzido (Strom et al., 2014). A geracao
aumentada de EROs resulta na producdo persistente de citocinas e fatores
quimiotaticos, contribuindo para o recrutamento das células inflamatorias adicionais
para o local da lesdo (Blakytny, Jude, 2006; Menke, 2008; Ochoa et al.,2007;
Rosenberg, 1990).

Na fase de formacdo do tecido de granulacdo observa-se a persisténcia das
células inflamatorias e de elevados niveis das citocinas pro-inflamatorias IL1 - B,
TNF - a, IL - 6 e de mediadores inflamat6rios como o COX - 2 e iINOS (Wetzler,
2000), além das EROs (Pérez - Matute et al., 2009). Citocinas anti - inflamatérias
como a IL - 10 (Mirza, Koh, 2011), fatores de crescimento e angiogénese (Ceriello et

al., 2007; Martin et al., 2003), estdo diminuidos. Ha também aumento de atividade
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das MMPs e reducdo dos seus inibidores, diminuicdo na sintese de colageno
(Spanheimer et al., 1988), deficiéncia na migracdo de fibroblastos e atraso na
reepitelizacdo (Cavanagh, 2005; Menke, 2008; Ocha et al., 2007; Zhu et al.,2010).
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Figura 3 - Esquema do processo de cicatrizacdo prejudicada em feridas diabéticas. No
diabetes, as citocinas inflamatérias e quimiocinas estdo aumentadas, tais como o TNF - a, IL - 1, IL -
6, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL5, e CXCL8. Os processos celulares afetados pela diabetes
incluem migracdo anormal de queratindcitos e fibroblastos; proliferacdo e apoptose aumentados;
polarizacdo de macré6fagos anormais (aumento de macréfagos pré - inflamatérios - M1, e diminuigéo
macréfagos anti - inflamatérios - M2); recrutamento prejudicado de células-tronco mesenquimais
(MSCs) e células progenitoras endoteliais (EPCs), e diminui¢cdo da vascularizagdo. Fonte: Xu et al.,
2013.

Na fase de reparo, ainda se observa a reduzida migracdo de queratindcitos,
persisténcia de células inflamatérias, com elevados niveis das citocinas
inflamatorias, elevada atividade de MMPS (por exemplo MMP - 9), grande
quantidade de EROs e redugédo da atividade de enzimas antioxidantes como a
glutationa, catalase, superdxido dismutase (SOD), e também de agentes
antioxidantes como vitaminas E e C (Cavanagh, 2005; Cole et al., 2001; Menke,
2008; Ocha et al., 2007; Péres Matute et al., 2009; Rosenberg, 1990; Shukla et al.,
1997). Consequentemente, hd aumento de produtos da peroxidagéo lipidica como o
malondialdeido (MDA) e 4 - hidroxi- 2 — nonenal (4-HNE).
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1.5 Estresse Oxidativo e Agentes Antioxidantes

A geracdo de EROs na pele e outros tecidos € consequéncia natural do
metabolismo celular, como por exemplo os EROs gerados pela cadeia respiratoria
na mitocéndria (Wagener et al., 2013). O DM esté entre as doencgas crbnicas que
aumentam a producéo das EROs pela oxidacdo aumentada da glicose; estes podem
contribuir para modificacbes ndo especificas em proteinas, lipideos de membranas
(peroxidacéao lipidica) e acidos nucléicos, resultando em danos biologicos variados
(Péres-Matute et al., 2009; Scott, King, 2004). A producdo aumentada de EROs e
ERNs no DM desempenha, portanto, um papel importante na patogénese das
complicacBes crbnicas dessa doenca (Evans et al., 2002; Péres Matute et al., 2009),

principalmente por agravar o processo inflamatoério (Wagener et al., 2013).
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Figura 4 - Modelo esquematico para a geracdo de EROs e ERNs, durante a fosforilagédo
oxidativa na membrana e matriz mitocondrial. A formac¢&o do anion superéxido inicia um processo
de cascata que pode induzir a morte celular programada (apoptose). Fonte: Hoye et al., 2008.

O estresse oxidativo € definido como a geracdo em excesso e/ou uma deficiéncia
na remoc¢ao das EROs (ions superoxido, hidroxila, peroxidos e hidroperoxidos, por
exemplo) e ERNs pelos sistemas antioxidantes intracelulares; ocorre na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial ou no reticulo endoplasmético (Johansen et
al., 2005; Maritim et al., 2003). Antioxidantes sdo substancias que retardam ou
impedem a oxidacao do substrato (Halliwell, Gutteridge, 1999). O desequilibrio entre
0s sistemas antioxidantes e as espécies moleculares reativas (EROs e ERNS)
geradas em condi¢gBes patologicas resulta em alteragcdes nas estruturas celulares

como a peroxidacdo lipidica nos lipidios formadores das membranas celulares,
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glicacdo de proteinas e danos ao DNA, levando a apoptose celular (Halliwell,
Gutteridge, 1999; Maritim et al, 2003; Péres Matute et al., 2009).

As EROs, além de atuar de forma direta sobre diferentes moléculas,, também
ativam vias metabdlicas alternativas que contribuem ainda mais para os danos
celulares aumentando a geracdo de EROs ou depletando defesas antioxidantes
intracelulares (Maritim et al, 2003). Um exemplo € a via da PKC, que ativa genes pro
- inflamatorios e a geracdo de ions superéxido; outro exemplo é a ,geracdo de
AGEs, que aumentam a geracdo de EROs (Brownlee, 2001; Inoguchi, et al. 2000;
Wagener et al., 2013). A via dos polidis, na qual a glicose é convertida em sorbitol,
pode aumentar a atividade da NADPH oxidase e da PKC (Brownlee, 2001;
Greenhalgh, 2003; Martin et al., 2003; Péres Matute et al., 2009; Scott, King, 2004).
As vias das hexosaminas e dos AGEs atuam sobre a degradacdo de colageno,
ativacdo de NFkB e consequentemente da producédo de citocinas inflamatorias (IL -
6, TNF - a e IL - 1B) (Huebschmann et al., 2006), promovendo a persisténcia de
células inflamatorias e a geracdo de mais EROs (Brownlee, 2001; Greenhalgh, 2003;
Martin et al., 2003; Péres Matute et al., 2009; Scott, King, 2004).
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Figura 5 - Os mecanismos pelos quais producdo intracelular dos Precursores dos AGEs
promovem danos a célula endotelial. Proteinas da matriz extracelular modificadas, pelas AGEs,
interagem com outras proteinas da matriz extracelular e com integrinas. Modificacbes das proteinas
do plasma por precursores de AGE criam ligantes que se ligam aos receptores da AGE, induzindo
alteragfes na expressdo de genes em células endoteliais, mesangiais e macréfagos. Fonte:
Brownlee, 2001 (Revis&o).

Devido ao fato do estresse oxidativo desempenhar um papel preponderante em
eventos celulares fundamentais para uma cicatrizacao eficiente, estudos in vivo vém
sendo realizados utilizando antioxidantes em modelos experimentais de DM. O grau

de estresse oxidativo pode ser indiretamente estimado por meio de diferentes
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biomarcadores: enzimaticos (enzimas amplamente distribuidas na pele - catalase,
SOD, glutationa redutase — GSH - redutase, glutationa peroxidase — GSH - Px,
perorodoxina - Prdx, MDA, 4 - HNE e F2 - isoprostandides, que sdo produtos da
peroxidacao lipidica (Johansen et al., 2005; Niki, 2009; Wagener et al., 2013). No
DM alguns biomarcadores n&o enzimaticos como as vitaminas antioxidantes E e C
estdo diminuidas (Ceriello et al., 2007; Greenhalgh, 2003; Shaw, Martin, 2009; Scott,
King, 2004).

Substancias antioxidantes como as vitaminas C e E, acido lipbico e N-
acetilcisteina, dentre outros, preveniram os efeitos deletérios da hiperglicemia sobre
a sintese da MEC, producéo de citocinas e crescimento celular (Scott, King, 2004).
Um estudo utilizando tratamento com vitaminas C e E combinadas, administradas
por via oral, apresentou notavel efeito foto-protetor, quando comparado ao uso
individual destas vitaminas. O uso tépico de vitamina C (em creme), no entanto,
demonstrou baixa estabilidade da mesma na presenca de oxigénio (Wagener et al.,
2013). E importante ressaltar que os efeitos da suplementacdo com antioxidantes a
longo prazo precisam ser avaliados, uma vez que um estudo recente demonstrou

aumento da mortalidade em mulheres (Mursu et al., 2011).

1.6 Vitaminas Ee C

A vitamina E foi descoberta em 1922 por Evans e Bishop; presente
principalmente nos 6leos, sementes, milho, soja, vegetais, margarina, nozes, folhas
verdes, gema de ovo, alguns tipos de carnes e produtos lacteos (Bjorneboe et
al.,1989; NRC,1989). E um antioxidante lipofilico, formado por um grupo de 8
moléculas lipidicas isoméricas, caracterizadas por uma estrutura de anel 6 -
cromano polar e uma cadeia lateral prenil hidrofébica, que € responsavel pela
solubilidade da vitamina. Esses isébmeros lipidicos se dividem em 2 grupos, 0 grupo
dos tocoferadis e tocotriendis, ambos subdivididos nas fragées saturadas a-, B-, y- €
(Figura 6) (Azzi, Stocker, 2000; Bjorneboe et al.,1989; Berdnikovs et al., 2009;
NRC,1989; Sen et al., 2006; Uchida et al., 2011).
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Figura 6 - Estrutura quimica do Acetato de Vitamina E.
Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=86472&loc=ec_rcs

Essa estrutura propicia aos tocoferdis agirem como antioxidantes lipidicos, pois
€ capaz de doar um hidrogénio do grupo hidroxila (presente no anel) aos radicais
lipidicos produzidos na cadeia de reacdes da peroxidacédo lipidica, dando origem ao
radical tocoferil. Este pode voltar a se tornar a - tocoferol pela acdo redutora do
acido ascoérbico ou glutationa, dentre outros (Azzi, Stocker, 2000; Kamal-Eldin,
Appelqvist, 1996).

Acredita-se que a funcdo priméria da vitamina E é prevenir o inicio da
peroxidacao lipidica, evitando o dano ao tecido por capturar o oxigénio singlete e
outros radicais livres capazes de alterar a estrutura da membrana (Chow, 1991). A
fracdo alfa (a) do tocoferol tem como principal funcédo ser antioxidante, com efeitos
anti - inflamatoério e imunoestimulante (Keller, Fenske, 1998; Tahan et al., 2011).
Além disso, modula vias de sinalizacdo celular, a expressédo de proteinas (Chow,
1991, Keller, Fenske, 1998; Traber, Stevens, 2011; Wang, Quinn, 1999), a geracao
de prostaglandinas e outros produtos da peroxidacédo (Chow, 1991).

Devido a sua caracteristica lipofiica, a vitamina E € armazenada
preferencialmente nas membranas das células, protegendo as organelas e
membrana celulares contra agentes oxidantes internos ou externos.

O a-tocoferol é a forma mais abundante da vitamina E em humanos por possuir
melhor atividade biolégica. Sua configuracdo na forma natural ocorre como RRR,
enquanto na forma sintética o a-tocoferol € formado por uma mistura racémica dos 8
tipos de esteroisdmeros que formam a vitamina E, conhecida como all — rac — a -
tocoferol (Azzi, Stocker, 2011; Clifford et al., 2005; Hacquebard, Carpentier, 2005).

O transporte da vitamina E pelo organismo ocorre primeiramente pelos
quilomicrons até o figado, sendo distribuida aos demais tecidos pelas lipoproteinas
LDL e, em menor propor¢ao, pelo HDL (Azzi,Sotcker, 2011; Bjorneboe et al.,1989;
Brigelius-Flohe, Traber,1999; Hacquebard, Carpentier, 2005). A quantidade diaria
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maxima a ser ingerida de vitamina E varia de acordo com sua fonte, sendo de 800
mg/dia para a forma natural (RRR — a - tocoferol) e, 1230 mg/dia para a forma
sintética (all — rac — a - tocoferol) (Brigelius-Flohe, Traber,1999). A quantidade
preconizada € de cerca de 400 mg/dia (Keller, Fenske, 1998).

A deficiéncia de vitamina E no organismo é rara. Quando ocorre esta relaciona a
anormalidades genéticas na absorcéo da vitamina pelo figado ou a sindromes de ma
absorcdo, resultando na diminuicdo da meia vida dos eritrOcitos, anormalidades
neuromusculares (Brigelius-Flohe, Traber, 1999; Uchida et al., 2011) e miopatias
(Howard et al., 2011).

Vérios estudos realizados sobre as concentracfes plasmaticas e teciduais de
vitamina E no diabetes apresentaram resultados controversos (Maritim et al., 2003).
Em uma revisdo de 2007, Fardoun demonstrou uma associacdo entre baixos niveis
de vitamina E (e outros antioxidantes) e aumento da incidéncia de diabetes tipo 2.
Interessantemente, Arnlov et al. (2009), em um estudo epidemiolégico,
demonstraram que pacientes que ingeriram vitamina E tiveram menor incidéncia de
DM. Estudo utilizando ratos diabéticos (inducdo com estreptozotocina) mostrou que
o tratamento com vitamina E melhorou os niveis de hemoglobina glicada
(biomarcador para o diagnostico de diabetes) e inibiu a formacdo de MDA (Pazdro,
Burgess, 2010). O mecanismo pelo qual a vitamina E atua sobre as complicacdes
diabéticas ndo esta totalmente esclarecido. Acredita-se que atue sobre a atividade
da enzima PKC, diminuindo os niveis de diacilglicerol (DAG) e, consequentemente,
atenuando os efeitos ja descritos anteriormente (McCary et al., 2011; Scott, King,
2004).

A vitamina C ou &cido ascérbico é uma lactona derivada da sintese de glicose.
Sua forma ativa, hidrossolavel, é o L - acido ascorbico (Figura 7), que quando
ionizado torna- se ascorbato (Linster, Schaftingen, 2007). A vitamina C esta presente
em vegetais como couve, brocolis, espinafre, tomate, batata e frutas citricas. Pode
ser sintetizada por muitos mamiferos, como os roedores, mas ndo pelos humanos,
devido a perda da enzima L - gulonolactona oxidase, responsavel pela sintese do
ascorbato (Mandl| et al., 2009; NRC,1989).
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Figura 7- Estrutura quimica do Acido Ascorbico.
Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=54670067&loc=ec_rcs#

A vitamina C atua como antioxidante através da remocdo e destruicdo das
EROs, mantendo os componentes sulfidrilas em estado reduzido (Chow, 1991; Lima
et al., 2009; Naidu, 2003). Atua, por exemplo, na regeneracdo da vitamina E. Na
presenca de ions metalicos, no entanto, a vitamina C atua como uma substancia pro
- oxidante, podendo levar a geracdo das EROs (Duarte, Lunec, 2005) ou a glicacédo
de proteinas (Birlouez-Aragon, Tessier, 2003; Mandal et al., 2009; Siese, Stahl,
1995; Traber, Stevens, 2011).

A vitamina C também atua como cofator de 8 enzimas envolvidas na
hidroxilacdo da prolina e lisina para a sintese de colageno (Barnes, 1975; Myllyharju,
Kivirikko, 2004), na biossintese da carnitina e norepinefrina (Siese, Stahl, 1995) e na
sintese de ceramidas. E importante para funcées como a proliferacao de fibroblastos
dérmicos, funcbes dos leucocitos e macrofagos, reacdes alérgicas e cicatrizacdo de
feridas (Duarte et al., 2009; Lima et al., 2009; NRC, 1989; Traber, Stevens, 2011).

A vitamina C € absorvida no intestino pelos transportadores dependentes de
sédio SVCT1 and SVCT2 (Mandl et al., 2009; Rose, 1980). Por ser hidrossolavel, a
vitamina C esta presente em compartimentos hidrofilicos celulares. Os queratinécitos
sao ceélulas com grande capacidade de armazenamento desse antioxidante (Catani
et al, 2005), o que também ocorre em 6rgdos como o cérebro, figado, pancreas e
rins (Padayatty, Levine , 2001).

A ingestado diaria de vitamina C é de cerca de 100 mg (RDA, 1989), com uma
absorcdo de até 80% deste valor. O consumo de 200 mg/dia esta associado com
uma diminuicdo do risco de cancer na cavidade oral, es6fago e coélon. A
administracdo de doses elevadas (3 g/dia) é contra indicada para pacientes com

problemas renais, pois pode resultar na formacdo de cristais de oxalato ou
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hiperoxaluria; em condi¢g6es normais, o excesso de vitamina C é excretado na forma
de ascorbato (Levine et al.,1999; Mandl et al, 2009). Por outro lado, a deficiéncia na
ingestdo de vitamina C resulta no escorbuto, doenca caracterizada pelo
enfraquecimento das estruturas colagenas, que resulta em hemorragia capilar
generalizada (Traber, Stevens, 2011; Sies, Stahl, 1995). Baixos niveis de vitamina C
ja foram observados no estresse, exercicios fisicos extenuantes, infeccdes virais,
tabagismo, pancreatite e em pacientes com DM dos tipos 1 e 2 (Hampl et al.,1988;
Mandl et al., 2009; Naidu, 2003;).

No estresse oxidativo, uma forma transiente e instavel da vitamina C é gerada o
acido dehidroascorbico (DHA), que é transportado para os tecidos pelos GLUTs 1, 3
e 4. No interior dos neutrofilos o DHA € novamente convertido a acido ascorbico
(Padayatty, Levine, 2001; Tsukaguchi et al., 1999). Os neutrofilos, quando expostos
a condicbes de estresse, aumentam em até 10 vezes sua capacidade de
armazenamento do &cido ascérbico, protegendo-se do dano oxidativo (Mandl et al.,
2009).

O uso do 4&cido ascoOrbico acelerou a cicatrizacdo e aumentou a
neovascularizacdo (Lima et al., 2009) e, quando associado a hipoglicemiantes,
melhorou o0s niveis glicémicos de pacientes diabéticos do tipo 2 (Dakhale et al.,
2011). Uma acédo anti - inflamatéria da vitamina C foi observada na reducédo do
infiltrado inflamatério presente na artrite reumatoide (Davis et al., 1990).

A associacdo das vitaminas E e C proporciona a acdao do ascorbato sobre o
radical tocoferil formado durante sua acédo antioxidante e / ou por sofrer acdo dos
oxidantes. O ascorbato doa um atomo de hidrogénio para o radical tocoferil,
reduzindo - o novamente a a - tocoferol. Essa acdo faz com que uma maior
quantidade de vitamina E fique disponivel para exercer sua acdo antioxidante,
reduzindo assim a peroxidacao lipidica pelas EROs (Chow, 1991; McCay, 1985; Niki,
1981).

Estudos in vitro mostraram um sinergismo na associacdo destas vitaminas
antioxidantes, embora in vivo o resultado tenha sido questionavel (Chow, 1991;
Mukai et al., 1991; Niki, 1995). Estudo de Park e Lim (2011) demonstrou melhora em
marcadores inflamatorios e no fechamento da ferida cutanea de animais diabéticos
tratados com dieta contendo vitamina E e C, pela reducéo dos niveis glicémicos.

A eficiéncia na utilizagdo de farmacos ou substancias antioxidantes, como as

vitaminas C e E, que melhore a cicatrizagdo em feridas diabéticas esta diretamente
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relacionada a via e a forma de administragdo, assim como a sua concentragdo no

sitio de acao.

1.7 Nanoparticulas como Veiculos Farmacoldgicos

O desenvolvimento de novas formas e tecnologias para administracao de
drogas é um desafio para os pesquisadores. Com o advento da nanotecnologia, sua
aplicacdo em medicina tem sido cada vez mais ampliada. A nanotecnologia envolve
a criacdo e utilizacdo de materiais, dispositivos e sistemas em escala nanométrica,
no nivel de atomos, moléculas e estruturas supramoleculares (Apuzzo, Liu, 2001;
IWGN Workshop, 2000). Em nanotecnologia a unidade de medida € o nandémetro
(nm), um bilhdo de partes de um metro. Nanoparticula (1°) é uma particula que
mede de 1 a 100 nm. Dispositivos em nanoescala sdo 100-10000 vezes menores
que as células humanas (Figura 8) (IWGN Workshop, 2000; Ontario Health

Technology Assessment Series, 2006).
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Figura 8 - Tamanho relativo das nanoparticulas comparadas a itens comuns.
Fonte: McNeil (2005)

As nanoparticulas, além de atuarem como carreadores de drogas para o
tratamento de diferentes doengas, podem auxiliar no diagnostico por imagem
(Apuzzo et al., 2008; Doane, Burda, 2012). Melhorar a biodisponibilidade e
estabilidade dos agentes bioativos € uma vantagem oferecida pelos sistemas de

nanotecnologia (Devalapally et al., 2007), facilitando o direcionamento da droga e
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diminuindo a toxicidade (Devalapally et al., 2007; Naahidi et al., 2013). E necessario
considerar que cerca de 40% das novas moléculas desenvolvidas ndo chegam a
fase clinica de estudo por falha em sua eficacia e seguranca, devido a sua baixa
propriedade biofarmacéutica, que se traduz por baixa biodisponibilidade e
propriedades farmacocinéticas indesejaveis (Devalapally et al., 2007; Naahidi et al.,
2013).

Nanoparticulas de primeira geracdo sao, por exemplo, lipossomos,
nanoparticulas de prata, nanoparticulas ligadas a albumina, dentre outras; como
exemplos de nanoparticulas de segunda geracdo destacam-se 0s nanotubos de
carbono, nanoscristais, Quantum Dot, dendrimeros, nanocpsulas, nanoesferas e
nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs), dentre outras (Devalapally et al., 2007;
Gowda et al.,, 2013; Gupta et al.,, 2013; Naahidi et al., 2013; Ontario Health
Technology Assessment Series, 2006).

Vérios produtos baseados em nanotecnologia ja estdo no mercado, como o
Doxil® (injecdo de lipossomos com cloridrato de doxorrubicina) e Abraxane
(particulas que se ligam as proteinas de paclitaxel para suspensdo injetavel)
(Devalapally et al., 2007; Naahidi et al., 2013). Cada nanodispositivo é capaz de
armazenar diferentes tipos de componentes, sejam eles organicos (como lipideos,
proteinas ou acidos nucleicos) ou inorganicos (como os metais) (Gowda et al., 2013;
Gupta et al., 2013; Ontario Health Technology Assessment Series, 2006). As vias de
administracdo sdo as mais variadas, como oral (Ulbrich, Lamprecht, 2010),
parenteral ou topica (Gupta et al., 2013).

Permeabilidade, solubilidade, grau de ionizacdo, lipofilicidade, absorcéo
gastrointestinal, estabilidade da droga nos fluidos biol6gicos, farmacocinética,
farmacodinamica e propriedades de ligacdo da droga as proteinas sado
consideragcfes importantes para o desenvolvimento de uma nova droga
(Devalapally et al., 2007).

Na pele, a penetracdo das nanoparticulas na epiderme é requerida para uma
eficiente acdo das drogas ou materiais de interesse (Gupta et al., 2013). Com
caracteristicas semelhantes a pele sdo mais faceis de penetrar essa barreira e / ou
atuar sobre ela, auxiliando no tratamento.

Na intencdo de direcionar farmacos ao sitio de acado, sistemas carreadores
lipidicos vém sendo utilizados com o objetivo de aperfeicoar o transporte e a

liberagdo de substancias ativas, otimizando sua eficiéncia no organismo atraves do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ulbrich%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19940000
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controle de parametros que incluem o aumento da biodisponibilidade, controle de
liberacdo e reducdo de efeitos adversos resultantes de sua absorcdo sistémica
(Caminade et al., 2010; Esmaeili et al., 2008; Licciardi et al., 2010; Semete et al.,
2010).

Os sistemas de entrega em escala nanométrica sdo classificados em dois
grupos: a) liquidos: nanoemulsdes, nanolipossomosas e nhanopolimersomes e b)
sélidos: nanoparticulas lipidicas (compostas por nanoparticulas lipidicas solidas-
NLSs e carreadores lipidicos nano estruturados- CLNs), nanoparticulas poliméricas
(compostas por nanoesferas e nanocapsulas) e nanocristais (Borel, Sabliov, 2014).

A manteiga de cacau tem sido utilizada como matéria - prima para a
confeccdo de nanodispositivos. O cacau e seus derivados, exceto a manteiga de
cacau, sao ricos em polifendis, especialmente flavonoides, que sdo antioxidantes
naturais (Gasser et al., 2008; Jalil, Ismail, 2008). A quantificagdo por CLAE mostrou
gue a manteiga de cacau € composta principalmente de triglicerideos (Beppu et al.,
2013; Buchgraber et al., 2004), acido laurico (C12:0), acido miristico ( C12:0), acido
palmitico (C16:0) e estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e acido
aracdico (C20:0) (Buchgraber et al., 2004). Alfa-tocoferol e tocotrienol também
fazem parte da composicdo da manteiga de cacau, mas a quantidade destes
componentes depende da origem do produto (Buchgraber et al., 2004; Gasser et al.,
2008).

Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLSs) foram desenvolvidas por Miuller
(2000), com base nas emulsGes para nutricdo parenteral, introduzidas na rotina
clinica nos anos 1950. As NLSs sao sistemas coloidais que apresentam liberacéo
controlada, boa biodisponibilidade, distribuicdo e direcionamento das drogas nos
diversos tecidos (Naahidi et al., 2013). Por estas razdes tém sido utilizadas para o
tratamento de uma variedade de doencas como artrite reumatoide, esclerose
multipla, uveite e doenca inflamatoria da bexiga (Ulbrich, Lamprecht, 2010), doenca
de Parkinson e doencgas cardio — cérebro - vasculares (Puri et al., 2009).

Particulas hidrofébicas como as NLSs sofrem o processo de opsonizacdo de
forma mais rapida que as particulas hidrofilicas, devido a melhor adsorcédo das
proteinas do soro em suas superficies. Os macréfagos e células fagociticas da
circulacdo sistémica sdo capazes de reconhecer as opsoninas de superficie e
rapidamente removem as nanoparticulas da circulagdo sistémica (Borel, Sabliov,

2014; Devalapally et al., 2007). E preciso considerar, no entanto, que a
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possibilidade de se alcancar uma liberacdo controlada da substancia veiculada por
NLSs é limitada pelo estado liquido do carreador. Sendo assim, a utilizacdo de um
lipideo sélido em substituicio ao 6leo mostrou - se uma estratégia interessante
para o controle da liberagdo, uma vez que a mobilidade do farmaco poderia ser
consideravelmente reduzida (Mehnert, M&der, 2001).

Ha trés modelos de incorporacao de drogas pelas NLSs, isso ira depender da
sua solubilidade que ira resultar nos seguintes modelos: 1 - Modelo de solucdo
sélida; 2 - Modelo invélucro enriquecido com droga, com matriz lipidica; 3 - Modelo

invélucro lipidico, com a droga enriquecendo a matriz (Figura 9).

solid solution

drug-enriched shell

lipid shell

drug molecularily lipid core drug / drug-enriched
dispersed core

Figura 9 - Trés modelos de incorporacdo de medicamentos pelas NLSs. Modelo de solugéo
sélida (esquerda); 2. Modelo involucro enriquecido com drogas, com matriz lipidica (centro); 3.
Modelo invélucro lipidico, com a droga enriquecendo a matriz (direita). Fonte: Muller et al. (2000).

No comego dos anos 1990 foram desenvolvidas as NLSs, derivadas de
emulsdes oOleo/agua (O / A), por simples substituicdo do 6leo por um lipideo sélido, o
qual permanece nesse estado sob a temperatura corporal (Muller et al., 2007).
Atualmente existe a segunda geracdo de NLSs, representada pelos carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLNSs), os quais foram desenvolvidos a partir da blenda
de um lipideo sélido com um lipideo liquido, a qual também se apresenta sélida a
temperatura ambiente (Mller et al., 2007). A vantagem da segunda geracdo € a
maior capacidade de carga de ativos em comparagdo as NLSs e, ainda, firme
inclusdo do ativo dentro da matriz da particula durante periodos de estocagem
(Stecova et al., 2007).

A producgéo de NLSs inicia-se com a incorporacdo do farmaco na massa lipidica
fundida, que é em seguida dispersa em uma solucdo aquosa do tensoativo aquecida
a mesma temperatura da fase lipidica. A pré - emulsdo obtida é submetida a acao de

um homogeneizador de alta presséo, etapa que pode ser repetida diversas vezes. O
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produto resultante € uma nanoemulsdo O / A, devido ao estado liquido do lipideo.
Contudo, apo0s o resfriamento, ocorre a recristalizacdo do lipideo, levando a
formacdo de nanoparticulas lipidicas com matriz sélida (Mehnert, Mader, 2001). A
preparacdo de CLNs é idéntica & de NLS, variando - se apenas 0s materiais de
partida, conforme discutido anteriormente (Muller et al., 2007).

A distribuicdo in vivo e, consequentemente, a vetorizacdo de nanoparticulas é
influenciada pelo diametro, carga de superficie, composicdo da superficie e
hidrofobicidade. Parametros como diametro e distribuicdo do diametro sao de
grande importancia para determinar a interacdo da nanoparticula com a membrana
celular e a capacidade de atravessar barreiras fisiologicas (Brannon — Peppas,
Blanchette, 2004). Ainda, € possivel monitorar a estabilidade fisico - quimica da
formulacdo com a avaliagdo do diametro em funcéo do tempo (Magenheim, Benita,
1991). Paralelamente, a determinacdo da carga de superficie € importante para
verificar uma possivel formacéo de cluster, aderéncia ou interagcdo com a membrana
celular (Feng, 2004).

O planejamento de nanocarreadores contendo farmacos envolve uma série de
estudos de pré - formulacdo visando & obtencdo de formulacdes realmente
nanotecnoldgicas (que apresentam tamanho nanométrico de particulas), com
adequada eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, estabilidade fisico - quimica e
biocompatibilidade. O desenvolvimento destes sistemas, contemplando uma
detalhada etapa com caracterizacdo fisico — quimica, utilizando de métodos
analiticos otimizados e validados € fundamental para a otimizacdo da acéo
terapéutica de substancias bioativas nanoencapsuladas (Mora-Huertas et al., 2010;
Schaffazick et al., 2003).
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2 OBJETIVOS

Devido ao fato de:) o estado hiperglicémico causado pelo diabetes propiciar
a exacerbacéao da geracéao de radicais livres por diferentes tipos celulares durante a
cicatrizacéo; ) o estresse oxidativo desempenhar um papel negativo na migracéo de
diferentes tipos celulares envolvidos node cicatrizagdo e ) a associacdo de
antioxidantes a particulas lipidicas solidas (NLS) ser economicamente viavel,
estaveis, boa penetrabilidade e reduzida possibilidade de efeitos colaterais este

projeto teve como principal objetivo avaliar a eficacia da administracdo sistémica de

antioxidantes (combinacdo de vitaminas E e C) via oral, e tépica (vitamina E) ndo

na aceleracdo da cicatrizacdo de feridas cutdneas em camundongos diabéticos.

Para a administracdo topica, testar a utilizacdo das NLSs como veiculos de

administracao .

Caso os resultados obtidos sejam satisfatérios, espera-se testar futuramente
este veiculo em humanos e implantar uma nova terapia para o tratamento de
feridas crénicas, reduzindo assim o custo gerado por este problema ao sistema

publico de saude.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

- Aloxana (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- DL-a-Acetato de tocoferol - EMPROVE®USP, Merck, Darmstadt, Alemanha)
- Acido Ascérbico (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Formaldeido 4% (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Paraplast® (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Poly-L-Lysine (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Isoflurano (BioChimico/ Rio de Janeiro, RJ-Brasil)

- Colagenase tipo Xl (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Hialuronidase tipo I-s (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Colagenase tipo | (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Aprotinina (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Fc Blocking (Macs Miltenyi Biotec/Bergisch Gladbach-Germany)

- Hidroxitolueno butilado (BHT) (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Manteiga de cacau (Cosme Trate/Porto Alegre-RS/Brasil)

- Span 80 (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Vitamina E (acetato de tocoferol) (Cosme Trate/Porto Alegre-RS/Brasil)
- Tween 80 (Sigma-Aldrich / St. Louis, MO- USA)

- Carbopol® Ultrez (Lubrizol/ Cleveland, Ohio-USA)

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos, da linhagem Swiss (Mus
Musculus, ordem Rondentia mammalia, familia Muridae), com 60 dias de idade,
provenientes do Biotério de Camundongos do Departamento de Farmacologia do
ICB/USP.
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Os animais receberam dieta (racdo NUVILAB CR-1, Sogorb) e agua ad libitum e
foram mantidos sob condicdo padrdo de luminosidade (ciclo de 12 horas
claro/escuro) e em temperatura aproximada de 22 °C. Todos 0s experimentos
realizados estavam de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratério (SBCAL).
O protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, registrado sob n° 035 nas fls.101 do livro

02, em 24.03.2011, com validade de 03 anos (em anexo).

3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1 Inducao do Diabetes Mellitus (DM)

Todos os animais foram submetidos a jejum de 18 a 22 horas prévio a inducao
do DM. Diabetes Mellitus foi induzido por injecdo intravenosa (veia caudal) de
Aloxana (70 mg/kg em tampéo citrato de soédio 0,1 M). Esta droga destréi células 3
pancreaticas pelo aumento da producdo de EROs (Goldner, 1945). A taxa de
sucesso na inducéo foi de 90%, sem necessidade de reaplicacdo da droga. Animais
do grupo controle receberam apenas o veiculo. Ap6s 72 horas da inducdo, a
glicemia foi aferida em jejum de 4 horas, utilizando o aparelho Accus - Chek (Roche
Diagnostics Brasil). Apenas os animais com glicemia superior a 350 mg/dL foram
considerados diabéticos. Apdés 30 dias de DM os animais foram submetidos a

confeccédo da ferida.

O consumo alimentar e a ingestdo de agua foram quantificados a cada dois dias.
A ingestado alimentar absoluta foi calculada pela diferenca entre a quantidade de
dieta oferecida e a rejeitada ap6s 48 horas. O peso e a glicemia foram medidos no
1° e 30° dias ap0s a inducdo do DM, e também no 13° dia poOs - lesdo, em todos 0s
animais. O volume urinario foi medido durante um periodo de 22 horas em gaiola

metabodlica.

3.3.2 Confeccéo da ferida
Para a confeccdo da ferida, os animais foram induzidos ao relaxamento e
narcose utilizando-se mistura de xilazina/cetamina (40 mg/kg de peso cada), por via

intraperitoneal. A confeccdo da ferida foi realizada no dorso dos animais apos
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tricotomia, com auxilio de um molde (3 cm? de diametro), vazado no centro (espaco
de 1 cm? de diametro). Utilizando-se 0 molde e uma caneta porosa foi feita uma
marcacéo na pele; a area demarcada (1 cm?) foi removida cirurgicamente utilizando -
se pingca dente de rato e tesoura pequena de ponta fina. Em seguida 0s animais
foram colocados em gaiolas individuais (7,5 x 12 cm) e aquecidos (sob luz, com
protecdo ocular) para evitar hipotermia. Os animais receberam uma dose do
analgésico paracetamol (75 mg/kg de peso), apdés a cirurgia. Os animais

permaneceram em gaiolas individuais ao longo dos experimentos.

3.3.3 Tratamento Sistémico com Antioxidantes (Vitamina E e C)

O tratamento com as vitaminas antioxidantes iniciou - se no 1° dia da lesao,
seguindo-se até o 14° dia pos-lesdo. As vitaminas E (DL — a - Acetato de tocoferol
(Figura 10), miscivel em agua (EMPROVE®USP, Merck) e a vitamina C (Acido
Ascorbico, Sigma - Aldrich), foram diluidas em agua mineral, pH 7,4, a temperatura
ambiente (TA).

Figura 10 - Conformacao estrutural vitamina E hidrossoldvel. Estrutura quimica da DL-a-Acetato
de tocoferol (vitamina E).
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=2116&loc=ec_rcs

As concentracbes combinadas testadas inicialmente durante a padronizagcao

foram:
Vitamina E e C (40/100 mg/kg de peso, respectivamente);
Vitamina E e C (80/200 mg/kg de peso, respectivamente);

A fim de determinar o volume de solucdo de antioxidantes a ser administrado
para cada grupo de animais, a ingestdo de agua nos grupos Controle com

Antioxidantes (C + AO) e Diabético com Antioxidantes (D + AO) foi avaliada
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previamente em diferentes periodos, das 06 : 00 h as 18 : 00 e das 18 : 00 h as 06 :
00 h. Para os experimentos as vitaminas foram entdo diluidas em agua mineral (35
ml para os animais diabéticos e 10 ml para os animais controle) e ofertadas em
bebedouros de plastico para roedores (50 ml) pelo periodo de 12 horas. O
tratamento foi realizado no periodo da noite, por ser o periodo de maior ingestédo de
agua dos animais, além de contribuir para a protecdo das vitaminas contra a acao
direta da luz. O volume residual de solucdo foi medido diariamente para todos o0s

animais tratados.

Para todos os grupos, o consumo alimentar e a ingestdo de liquidos foram
medidos a cada dois dias. O peso e a glicemia foram medidos nos 1° e 13° dias da
suplementacdo. Os animais foram mantidos por um periodo de 22 horas em gaiolas

metabdlicas para medir o volume urinario.

3.3.4 Analise de Estabilidade dos Antioxidantes (Vitamina E e C) por
Espectrofotometria Visivel e Ultravioleta

A medida da estabilidade das vitaminas E e C em agua foi feita em
espectrofotometro da marca UV - 1800 PC (Spectrophotometer Pré-analise) e
analisado pelo programa M.Wave Professional 2.0. Fez - se uma varredura entre os
comprimentos de onda 500 e 200 nm. O comprimento de onda para a leitura da
vitamina C foi de 268 nm e da vitamina E foi de 298 nm. As medidas foram feitas no
tempo zero (momento da diluicdo), 4 h, 8 h e 12 h apo6s a diluicdo de 1 : 10 das

vitaminas em baldes volumétricos individuais. As analises foram feitas em triplicata.

3.3.5 Cinética de fechamento das feridas

A regido da ferida foi fotografada com camera digital Sony Cyber - shot (model
DSC - S730 7.2MP 3 X Optical zoom) a uma distancia fixa de 20 cm. A area das
feridas foi medida utilizando-se o programa Image J (NIH) nos dias: zero
(imediatamente apds a confecgdo), 3°, 7°, 10° e 14° pos - lesdo. Para capturar as

imagens sem estressar o animal fizemos a narcose com isoflurano (BioChimico).
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3.3.6 Fixacédo e processamento do tecido

A pele removida foi posicionada em pedacos de cortica e fixada em formaldeido
4% (Sigma) por 8 horas, a temperatura de 8 °C. As amostras foram desidratadas e
diafanizadas em baterias de etanol (70%, 95% e 100%) e de Xilol (I e Il), cada
passagem com 1 hora de duracéo, e incluidas em Paraplast®. Cortes com 7 um de
espessura foram obtidos em micrétomo rotatorio manual (820 Spencer Microtome) e

estendidos sobre laminas previamentes cobertas com Poly — L - Lysine (Sigma).

3.3.7 Andlises Morfologicas

A analise morfologica foi realizada apds coloragdo com Hematoxilina/Eosina
(H&E), em microscopio, Nikon Eclips E600 — Microscope. Para as fotomicrografias
foi utilizada camera CF160epi - fluorescense optic. A avaliacdo da distribuicdo de
colagenos fibrilares foi feita pela coloracédo de Picrosirius (histoquimica), utilizando -

se corante Sirius Red e posterior analise em microscépio de polarizacao.

3.3.8 Citocinas inflamatorias

As citocinas inflamatérias IL - 1B, TNF - a, KC (IL -8), IL - 12p40 e IL - 4 foram
avaliadas por ELISA no homogenato do raspado (derme) na area da lesédo, no 3° e
14° dias apo6s a confeccdo da ferida, e também em animais sem leséo, nas idades
correspondentes as analises da derme lesionada. Foram analisados todos os grupos
de animais tratados sistemicamente e topicamente, utilizando-se kits Duo Set (R&D
System, mineapolis, MN, USA).

A homogeneizacao do tecido foi feita com homogeneizador utltrasénico, 40% da
frequéncia do aparelho, por 3 vezes durante 10 segundos no gelo, em tampédo PBS
pH 7,4, contendo os inibidores de proteases, PMFS 0,5 mM e aprotinina80 Ul/ml,
em gelo. Em seguida, centrifugou - se o homogenato a 12.000 rpm a 4°C por 10

minutos, e separou - se 0 sobrenadante para a realizacédo do experimento.

3.3.9. Citometria de Fluxo para marcadores celulares
O isolamento de leucécitos da derme foi feito ap6s digestdo do tecido com

colagenase tipo Xl (125 U/ml), hialuronidase tipo I-s (60 U/ml) e colagenase tipo |



49

(450 U/ml) por 1 h em banho - maria a 37 °C e posterior filtracdo em uma malha de

70 uM para separagao das células (Galkina et al., 2006).

Foram utilizadas amostras de derme no 3° e 14° dias pos - lesdo e também de
derme sem lesdo em todos os grupos. Os anticorpos monoclonais utilizados foram
anti - Ly6G APC (neutrdfilos), anti - MIG PE (macréfago do tipo 1), anti - CD11b
Pacific Blue (granulécitos) e anti - CD206 FITC (macréfago do tipo 2) (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA).

As amostras foram bloqueadas com Fc Blocking (Macs Miltenyi Biotec) (1/100 em
tampao FACS), agitadas e colocadas na geladeira (2 - 8 graus) por 20 minutos, em
seguida lavadas com tampédo FACS, centrifugadas por 5 minutos a 1.200 rpm, a 4

°C, e 0 sobrenadante desprezado.

As células foram marcadas com os anticorpos citados acima, diluidos em tampéo
FACS, homogeneizadas rapidamente e incubadas por 30 minutos na geladeira.
Apods o tempo de incubacdo as amostras receberam 300 ul de tampdo FACS e
centrifugadas por 05 minutos a 1.200 rpm, a 4 °C, desprezou-se sobrenadante e as

células foram fixadas com formaldeido 0,4% para se fazer as analises.

As amostras foram analisadas por citometria de fluxo utilizando - se um
equipamento FACSCanto e FACSDiva software (BD Biosciences) e, em seguida,
analisadas com FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR, EUA). As voltagens de
fluorescéncia foram determinadas usando células correspondentes ndo coradas.
Cinquenta mil eventos foram adquiridos e a positividade foi considerada de acordo

com o controle de isotipo do respectivo anticorpo.

3.3.10 Quantificacao de Hidroperoxido Lipidico (LPO)
Para extracdo de lipideos da derme e analise quantitativa do LPO utilizou-se kit
para dosagem de hidroperdxido lipidico (LPO) (Cayman - USA; 705002).
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3.3.11 Ensaios de atividade de enzimas do sistema antioxidante

3.3.11.1 Determinacao da atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada em todos os grupos. O principio da
reacao consiste da acdo da catalase presente na amostra para dismutar o H,O;
(cuja concentracdo é conhecida), em agua e oxigénio molecular. Numa segunda
etapa, o H,O, restante é determinado pela oxidacdo do reagente o - dianisidina via
reacao catalizada pela peroxidase (HRP) (Fossati et al.,1980). A velocidade de
formacdo do produto de oxidacdo da o-dianisidina foi avaliada registrando-se a
absorbéancia da amostra (D.O. 460 nm) em intervalos de 10 segundos durante 10
minutos. A atividade da enzima foi expressa em U Catalase/mg de proteina, sendo a

unidade da catalase € definida como a concentracdo de H,O, (umol) degradada min
1

3.3.11.2 Determinacéo da atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada em todos os grupos. O método baseia-se na
formacao do produto XTT - formazan (modificado de Ukeda et al., 1997). A reacéo
ocorre entre a xantina, xantina oxidase e SOD, produzindo o anion superoéxido. Este,
por sua vez, induz a reducao do reagente XTT para um produto XTT - formazan, que
absorve luz (D.O 470 nm). A SOD sequestra o0 anion superéxido e reduz a formacéo
do produto XTT - formazan. O resultado foi expresso como U SOD/mg de proteina,
sendo a unidade de SOD definida como a quantidade de SOD capaz de transformar

1 umol/min de Os.

3.3.11.3 Determinagéo da atividade de glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada em todos os grupos. O método baseia-se na
medida indireta da atividade da GPx, por meio de uma reacdo casada com a
glutationa redutase (GR). A glutationa oxidada (GSSG), produzida por reducéo via
hidroperoxidos pela GPx, é reciclada para gerar seu estado reduzido pela GR e
NADPH (Flohé, 1984). O substrato utilizado foi o terc - butil hidroperoxido. A
oxidagdo de NADPH a NADP™ foi acompanhada pelo decaimento da absorbancia a
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340 nm a temperatura de 37 °C. As amostras foram analisadas em duplicata e

expressas como pmol GSH/min/mg proteina.

3.3.11.4 Determinacao da atividade de glutationa redutase (GR)

A medida de atividade da GR foi determinada em todos os grupos. O método
baseia-se na medida direta da atividade da GR, que utiliza o NADPH como co - fator
na reducdo da GSSG em GSH. A oxidacdo de NADPH a NADP* foi acompanhada
pelo decaimento da absorbancia a 340 nm a 37 °C (Carlberg, Mannervik, 1985). As
amostras foram analisadas em duplicata e expressas como pmol NADPH/min/mg

proteina.

3.3.12 Avaliacdo do malondialdeido (MDA)

A quantificacdo de Malondialdeido (MDA) foi realizada em todos os grupos, pela
técnica de TBARS (Substancias Reativas com Acido Tiobarbitrico). As amostras de
derme foram homogeneizadas em tampéao Tris - HCI 10 mM, pH 7,4, contendo Triton
— X - 100 0,1%, EDTA 0,5 mM e BHT (Hidroxitolueno butilado) 29,5 mM. O
homogenato foi agitado, aquecido a 100°C por 30 minutos e centrifugado (3000 rpm,
4 °C por 10 minutos) para obtencdo do sobrenadante. A leitura da quantidade de
MDA foi feita em placa para leitor de ELISA (Spectramax Molecular Advice) no
comprimento de onda de 535 nm. As amostras foram analisadas em duplicata e

expressas como MDA/mg proteina.
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3.3.13 Preparacéo das Nanoparticulas Contendo Antioxidantes para
Tratamento Tépico

3.3.13.1 Caracteriza¢do das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLSs)

As dispersdes aquosas das NLSs foram preparadas segundo metodologia
adaptada descrita por Mduller e colaboradores (2000), conforme a Tabela 1.
Manteiga de cacau (Cosmetrate), Span 80 (Sigma) e vitamina E (acetato de
tocoferol) (Cosmetrate, nas concentracdes de 1% e 2,5%) foram dissolvidas em
banho de ultrassom na temperatura 37 °C. A mistura foi entdo dispersa sob alta
agitacdo (5 minutos) usando um Ultra - Turrax (T25, Ika) em uma solucdo de agua
MiliQ contendo Tween 80 (Sigma), mantida a mesma temperatura da fase lipidica
(Tabela 1 -). A pré - emulsdo obtida foi homogeneizada sob alta pressdo (Panda 2K
NS1001L, Niro Saovi), aplicando-se 5 ciclos de 300 bar.

Componentes Formulacdes

Nano Branco NANOVITE 1% NANOVITE 2,5%

Fase Organica

Manteiga de cacau 10g 10g 10g
Span 80 3g 3g 39
Vitamina E (acetato de - 29 5¢g
tocoferol)

Fase Aquosa

Agua MilliQ (g.s.p) 200 mL 200 mI 200 mL

Tween 80 1,549 1,549 1,549

Tabela 1 - Composicdo da formulagcdo para confec¢cdo das Nanoparticulas
Lipidicas Soélidas (NLSs). Componentes utilizados nas fases organica ou lipidica e
aquosa para preparo das NLSs.
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3.3.13.2 Caracterizacao Fisico - Quimica da Formulag&o

3.3.13.2.1 Difratometria de laser

O diametro médio e a distribuicdo de tamanhos de particulas (Span) foram
determinados por difratometria de laser (Malvern Mastersizer 2000). O Span é

definido como (equacéo 1):

D(90)-D(10)

Span =—F5&5— (1)

Sendo que, Do), Do) € Do) representam os diametros cumulativos de 10%, 50% e
90% das particulas, respectivamente. Essa técnica foi utilizada devido a sua
capacidade de analisar uma ampla faixa de tamanhos de particulas, possibilitando a

verificacdo da presenca de particulas micrométricas.

3.3.13.2.2 Determinagéao de pH, condutividade e viscosidade das
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLSs) e Géis

Logo apds a preparacao, a determinacao do pH foi realizada em potenciémetro
(B474 Micronal) calibrado com solucdes tampéo pH 4,0 e pH 7,0, diretamente nas

suspensdes coloidais. Os resultados representam a média de 3 determinacdes.

A determinacdo da condutividade foi realizada em condutivimetro (Gehaka,

modelo CG 1800, Brasil), diretamente nas formulacdes coloidais.

A viscosidade das NLSs foi avaliada em Viscosimetro Vibracional (A&D
Company, modelo SV10, Japao). No periodo de 30 segundos, sete medicbes foram
feitas e os resultados foram expressos em mPa x s (média + SD). Para os geéis
contendo NLs, as andlises de viscosidade foram conduzidas em Viscosimetro
Rotacional (Brookfield, modelo LV — DV — Il + Pro, USA), utilizando spindle SC4 - 25.
Os géis foram acondicionados em dispositivo Brookfield acoplado a banho
termostatizado com agua circulante a 25 °C + 1 °C. As taxas e tensdo de
cisalhamento foram medidas nas velocidades de 0,75 rpm e 3 rpm e expressas em

centipoise (cp) (média = DP).
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3.3.13.2.3 Determinacao do diametro médio das particulas e polidispersao das
Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLSs) e Géis
O didmetro médio e a polidispersdo das NLSs foram determinados por
espalhamento de Iluz dindmico (equipamento Zetasizer nanoseries, Malvern

Instruments, modelo ZEN 3600). Para analise, as nanopatrticulas foram diluidas em
agua MiliQ filtrada. Estas analises foram conduzidas em triplicata.

Os didmetros das NLSs dispersas no gel também foram avaliados. O gel (0,025
g) foi disperso em g.s.p de agua MilliQ num baldo volumétrico de 25 ml, com auxilio

de um vortex.

3.3.13.2.4 Monitoramento das Nanoparticulas Lipidicas (NLSs)

O monitoramento das NLSs foi realizado com o equipamento NanoSight LM20
(NanoSight®, Amesbury, Reino Unido). As formulacées foram diluidas (5000 X) em
agua MilliQ® e injetadas na camara de amostra. O sistema consiste em um feixe de
luz laser a 640 nm, o qual incide sobre as amostras, cujo espalhamento é captado
durante um tempo pré - determinado utilizando - se obturador e ajustes de ganho
manuais. Os dados sdo coletados e analisados através do software NTA 2.0 Build
127 que identifica e rastreia nanoparticulas individuais que se deslocam em
movimento browniano e relaciona o0 movimento para um determinado tamanho de
particula. Os resultados correspondem a média aritmética dos valores calculados

com os tamanhos de todas as particulas analisadas pelo equipamento.

3.3.13.2.5 Teor do farmaco na formulacgéo e eficiéncia de encapsulagcéao

O teor da vitamina E (1% e 2,5%) nas formulagdes foi determinado por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), utilizando-se uma pré - coluna com fase
estacionaria LiChrosorb RP - 18 4 mm (Merck) acoplada a coluna de ac¢o inoxidavel
LiChrosorb RP-18 Merck. Uma aliquota de 100 pl da suspenséo foi diluida em g.s.p
de metanol em baldo volumétrico de 10 ml, filtrada (Millipore 0,45 um) e injetada no
CLAE. O método utilizado foi previamente desenvolvido e validado por Pereira
(2013).
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Para medir a eficiéncia de encapsulacdo foi utilizada a técnica de
ultrafiltracado/centrifugacédo, na qual 200 pl da formulacdo foram colocados em um
filtro (Amicon® Milipore 10.000 Da), centrifugados a 5000 rpm durante 5 minutos a
TA, e posteriormente 20 pl do ultrafiltrado foram injetados no CLAE para avaliar o

percentual de encapsulacao da vitamina E.

3.3.13.2.6 Preparo do gel

Para o preparo do gel utilizou-se Carbopol® Ultrez (0,5%), 02 gotas de

trietanolamina e 25 ml da suspensédo contendo as nanoparticulas.

3.3.14 Aplicacdo das Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLSs)

Os camundongos foram divididos em quatro grupos: Grupo 1: apenas o Gel
(Controle Gel - CG e Diabético Gel — DG), Grupo 2: apenas as NLSs vazias
(Controle Nano Branco — CNB e Diabético Nano Branco - DNB), Grupo 3: Nano
Vitamina E 1% (Controle NANOVITE 1% - CVITE 1% e Diabético NANOVITE 1% -
DVITE 1% ) e Grupo 4: Nano Vitamina E 2,5% (Controle NANOVITE 2,5% - CVITE
1% e Diabético NANOVITE 2,5% - DVITE 2,5%). Logo apds a lesao, fez-se a
aplicacdo de 0,3g dos diferentes tratamentos na area lesionada, com o auxilio de
uma micropipeta (volume determinado) e espéatula para espalhamento. O tratamento
foi realizado 1 x ao dia, sempre no mesmo horario, no periodo de 03 e 14 dias pos -
lesdo. Diversas analises ja descritas foram realizadas tanto para animais que
receberam tratamento sistémico com antioxidantes quanto para animais que

receberam o tratamento topico.

3.3.15 Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) dois fatores
(estado fisiolégico e tratamento) e teste t Student, quando necessario. PGs - teste
Bonferroni foi aplicado para verificar diferenca entre os grupos. Os valores foram
apresentados em média * erro padrdo (SEM) da média para o numero de animais
utilizados (n). Utilizou-se o programa Prisma 3.0 (Graph Pad Software, Inc., San

Diego, CA, USA), com nivel de significancia estabelecido em p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Parte | - Tratamento Sistémico com Vitaminas Antioxidantes (AO)

4.1.1 Estabilidade e parametros utilizados para a escolha da concentracdo das
vitaminas para o tratamento

Conforme descrito anteriormente, a estabilidade das vitaminas E e C dissolvidas
em agua foi avaliada ao longo de 24 horas. A vitamina E, no final de 12 horas,
reduziu apenas 25%, enquanto a vitamina C, no mesmo periodo, teve uma redugéo

de 87%.

VITAMINA C VITAMINA E
1
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Figura 11 - Andlise da estabilidade das vitaminas E e C em solu¢éo aquosa por
espectrofotometria visivel e ultravioleta (UV) ao longo de 24 horas. Valores
representam a medida da absorbéancia em relacdo ao tempo. As concentracdes
utilizadas foram de 40 mg de vitamina E e 100 mg de vitamina C, por kg de peso.

A principio, utilizando - se duas concentracdes diferentes de vitaminas E (40 e
80 mg/Kg) e C (100 e 200 mg/Kg), foram feitas avaliagbes do consumo de vitaminas
pelos animais, medidas de fechamento da lesdo, glicemia e do peso corpéreo.

Os animais diabéticos tratados com as concentracbes mais elevadas
consumiram 78% do volume ofertado ao longo de 14 dias, enquanto os animais

diabéticos tratados com concentragbes mais baixas consumiram 87% do volume

ofertado.
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Figura 12 - Analise do volume residual da solucdo contendo vitaminas
antioxidantes (AO) ofertada aos camundongos. As concentragdes testadas foram
de 40/100 mg/kg e 80/200 mg/kg de vitaminas E e C, respectivamente. Os valores
sdo apresentados como média £ DP. (%%) p < 0.01 para diferenca significativa em
relacdo aos demais grupos, como indicado por ANOVA two-way e poés-teste de
Bonferroni.

O tratamento com antioxidantes nas duas concentracdes testadas reverteu o
atraso observado no fechamento de feridas de animais diabéticos no 14° dia, ndo
havendo diferenca entre os grupos (area da ferida 10,0 + 31 cm? para 80/200 mg/kg
vs.,12,5 + 3,1% para 40/100 mg/Kg).
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Figura 13 - Analise morfométrica da ferida no 14° dia pds - lesdo em animais
ndo tratados ou que receberam diferentes concentracdes de vitaminas
antioxidantes (AO). As concentracOes testadas foram de 40/100 mg/kg e 80/200
mg/kg de vitaminas E e C, respectivamente. Os valores sdo apresentados como
média £ DP. (***) p < 0.001 para diferenca significativa em relacdo ao controle nao
tratado, como indicado por ANOVA two-way e pos-teste de Bonferroni.
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O tratamento com vitaminas antioxidantes (AO) pelo periodo de 14 dias nao
alterou a glicemia dos animais, quando comparados aos animais nao tratados. O
tratamento, portanto, ndo alterou o estado hiperglicémico nos diabéticos. Ndo houve
diferenca entre as concentragdes testadas (Tabela 2 -).

Animais diabéticos apresentaram peso corporal aproximadamente 33% menor
gue o peso dos animais controles, o que nao foi modificado pelo tratamento com

antioxidantes (AO). Nao houve diferenca entre as concentracdes testadas (Tabela 2

).

Grupos
Variaveis Controle Diabético Controle AO Diabético AO Controle AO Diabético AO
(40/100 mg/kg) | (40/100 mg/kg) | (80/200 mg/kg) | (80/200 mg /kg)
Glicemia 133,20+£704 | 525+19,50*** 103,20+7,66 572+£29%** 121,20+5,70 544,25+17,50
mg/dl (09) (09) (04) (06) (04) (06)
Peso 44,25+1,50 | 33,67+0,98*** 44+1.47 30,50+0,80*** 43,73+1,25 27,5011,40%**
) (04) (06) (04) (06) (04) (06)

Tabela 2 - Glicemia e peso corporal de animais nao tratados e tratados com
diferentes concentracdes de vitaminas antioxidantes (AO). As concentracdes
testadas foram 40/100 mg/kg e 80/200 mg/kg de vitaminas E e C, respectivamente.
Valores expressos como média £+ EPM, numero de camundongos entre parénteses.
(***) p < 0.001 para diferenca significativa em relacéo ao controle nao tratado, como
indicado por ANOVA two-way e pés-teste de Bonferroni.

Considerando que ndo foram observadas diferencas nos parametros
analisados entre animais tratados com as diferentes concentracdes de vitaminas E
e C, mas que o consumo da solucdo com contendo concentragcdes mais baixas foi
maior, optamos por utilizar, nos experimentos seguintes, a concentracao de 40/100
mg/Kg de vitaminas E e C, respectivamente.
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4.1.2 Efeitos do tratamento sistémico com vitaminas antioxidantes sobre o
fechamento das feridas

No 14° dia p6s — leséo, a ferida estava fechada nos animais controle, enquanto
0s animais diabéticos apresentavam atraso no fechamento e, frequentemente,
persisténcia de crosta, na area da leséo. A lesdo nos animais diabéticos geralmente

fechava aos 18 dias (Figura 14 -).

Figura 14 - Evolucéo da cicatrizacdo em animais controles e diabéticos no 3°, 7°,
100, 14° e 18° dias poOs - lesao.

O tratamento com antioxidantes na concentragdo de 40/100 mg/Kg de
vitaminas E e C, respectivamente, ndo alterou o fechamento da ferida nos animais
controles, mas reverteu parcialmente o atraso no fechamento da ferida em diabéticos
(Figura 15 -).
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Figura 15 - Processo de cicatrizacdo mostrando as diferentes fases de
fechamento nos 3°, 7°, 10° e 14° dias p6s — lesdao em animais controles e
diabéticos com e sem tratamento com vitaminas antioxidantes (AO). A) Painel
apresentando a progressao do processo de cicatrizacdo em animais controles e
diabéticos néo tratados e tratados com antioxidantes (AO); B) Grafico representando a
porcentagem do fechamento da area, minimo de 12 animais por grupo. Tratamento
com concentracdes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. Os valores
sdo apresentados como média + EPM. (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 para diferenca
significativa em relacdo ao controle ndo tratado, como indicado por ANOVA two - way
e pos - teste de Bonferroni.
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4.1.3 Efeitos do tratamento sistémico com vitaminas antioxidantes sobre 0 processo
cicatricial no 3° dia pds - leséo

A andlise morfométrica do fechamento da lesdo no 3° dia, fase de intensa
inflamacdo na ferida, mostrou que nos animais controle ndo tratados houve ligeiro
aumento da area da ferida, provavelmente devido ao edema (Figura 16 - A). Os
animais diabéticos ndo tratados apresentaram reducdo da area. O tratamento com
vitaminas ndo afetou a area no grupo controle, mas aumentou a area da ferida nos
diabéticos, tornando-os semelhantes aos grupos controle néo tratado e tratado (Figura
16 - A).

O grau do estresse oxidativo foi avaliado pelo método TBARS; conforme mostrado
na Figura 5B. Na derme sem lesdo néo foi observada diferenca entre animais controle
e diabéticos. No 3° dia pds - lesdo, na derme remanescente, houve uma reducéo de
TBARS nos animais controle, mas ndo nos diabéticos, o que gerou uma diferenca
entre estes dois grupos. O tratamento com antioxidantes por 3 dias alterou muito
pouco este quadro (Figural6 - B).

Quanto a morfologia das feridas, no 3° dia as lesGes apresentavam o coagulo com
grande quantidade de restos celulares. Na derme dos animais controle observou-se
grande quantidade de células inflamatérias e adipécitos, em contraste a derme dos
animais diabéticos, com menor quantidade de células inflamatérias e poucos
adipécitos. O tratamento ndo alterou significativamente o aspecto da ferida nos
animais controle, mas elevou a quantidade de células inflamatérias nos diabéticos.
(Figuralé6 - C).
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Figura 16 - Parametros da ferida no 3° dia p6s - lesdo em camundongos
controle e diabéticos néo tratados e tratados com vitaminas antioxidantes (AO),
nas concentracdes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. A)
Area da ferida avaliada por morfometria, com resultados expressos em porcentagem
(%) em relacdo a area inicial. B) Quantificacdo de MDA pelo método TBARS, como
parametro de estresse oxidativo na derme; resultados expressos por mg/proteina. C)
Morfologia da lesdo, coloragdo H&E; em destaque (retangulo menor), células
presentes na derme. Objetivas 5 x e 100 x. Os valores nos graficos sdo apresentados
como média + EPM de 12 - 30 animais por grupo. (***) p < 0.001, para diferencas
significativas em relacdo ao controle ndo tratado, p < 0.01 para diferencas
significativas em relacdo ao diabético ndo tratado, como indicado por ANOVA two -
way e pos-teste de Bonferroni).
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Quanto as citocinas inflamatorias analisadas (TNF - a, IL - 1B, IL - 12p40 e IL -
4), observou-se que na derme sem lesdo ndo havia diferenca significativa entre
animais controle e diabéticos. No 3° dia pds - lesdo houve um aumento significativo de
TNF - a e IL - 1B na derme de animais controle, mas este aumento nao foi observado
na derme dos animais diabéticos. Observou-se, no grupo lesionado, uma expressao
maior de IL - 12p40 nos animais controle, quando comparados aos diabéticos (Figura
17). O tratamento com antioxidantes ndo alterou as citocinas em animais controle,
exceto por um pequeno aumento na IL - 4 (Figura - 17). Nos animais diabéticos, o
tratamento restaurou os niveis de TNF - a e IL - 1 alterou a IL - 12p40 e elevou

significativamente a IL - 4 (Figura -17).
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Figura 17 - Citocinas inflamatérias (A) TNF - a, (B) IL - 1B, (C) IL - 12p40 e (D)
IL -4 na derme sem les&o e no 3° dia pés - lesdo em camundongos controle e
diabéticos, ndo tratados e tratados com vitaminas antioxidantes (AO), nas
concentracbes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. A
dosagem foi feita por ELISA. Os valores sdo apresentados como média + EPM
(pg/mg de proteina) de 4-9 animais por grupo. (8) p < 0.05, (88) p <0.01, (888) p <
0.001para diferencas significativas em relacdo ao controle sem lesao e tratamento,
(¢) p < 0.05, (¢¢) p < 0.01 para diferencas significativas em relacdo ao diabético
sem lesdo e tratamento, (*) p < 0.05, (***) p < 0.001 para diferencas significativas
em relacdo ao controle ndo tratado, (#) p < 0.05, (##) p < 0.01, para diferencas
significativas em relacdo ao diabético ndo tratado, (&&) p < 0.01 para diferencas
significativas em relacdo ao controle tratado (AO), como indicado por ANOVA two-
way e pos-teste de Bonferroni.
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Para analise da populagdo de células inflamatorias foi avaliada, por FACS, a
presenca de células CD11*, LY6G", MIG'/CD206 e CD206'/MIG’, representando
granuldcitos, neutroéfilos, macrofagos com perfil M1 e com perfil M2, respectivamente.
Na derme sem lesdo ndo houve diferenca na frequéncia de células CD11" e LY6G"
entre animais controle e diabéticos. Animais diabéticos, no entanto, apresentaram
mais células MIG'/CD206  (macréfagos perfil M1) e menos células CD206"/MIG
(macréfagos perfil M2), quando comparados aos animais controle (Figura - 18).

Em comparacédo a derme sem leséo, na pele lesionada de animais controle houve
aumento da frequéncia de células CD11", LY6G" e MIG'/CD206°, concomitante a
reducéo de células CD206*/MIG". Nos animais diabéticos este aumento foi menor para
CD11b" e Ly6G", enquanto as células MIG'/CD206 e CD206"/MIG™ permaneceram
semelhantes ao grupo controle (Figura 18 -). O tratamento com vitaminas
antioxidantes manteve a diferenca existente entre animais controle e diabéticos, mas
reduziu ligeiramente a frequéncia de células CD11" e LY6G" na derme dos animais

controle (Figura 18 -).
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Figura 18 - Frequéncia de leucécitos CD11b", Ly6G", MIG*/CD206 e CD206"/MIG"
na derme sem lesdo e no 3° dia pés - lesdo em camundongos controle e
diabéticos, ndo tratados e tratados com vitaminas antioxidantes (AO), nas
concentragcbes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. Os
leucocitos foram analisados por citometria de fluxo (FACS). Os valores estao
apresentados como média + EPM (% de células) de 3 - 9 animais por grupo. (8) p <
0.05 para diferenca significativa em relacdo ao controle sem leséao e tratamento, (*) p
< 0.05, (**) p < 0.001 para diferengas significativas em relacdo ao controle néo
tratado, (##) p < 0.01 para diferencas significativas em relacdo ao diabético nao
tratado, (&) p < 0.05, (&&&) p < 0.001 para diferencas significativas em relagdo ao
controle tratado, como indicado por ANOVA two-way e pés-teste de Bonferroni.
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A atividade das enzimas antioxidantes GR (Glutationa Redutase), GPx (Glutationa
Peroxidase), SOD (Superoxido Dismutase) e Catalase foi avaliada por reacdo de
cinética enzimética. Na derme sem leséo néo foi observada diferenca entre animais
controle e diabéticos (Figura 19 -). A lesdo reduziu as atividades das enzimas catalase
e SOD em animais controle, enquanto a atividade das outras enzimas nao foi alterada.
Em animais diabéticos com leséo, a atividade de todas as enzimas avaliadas estava
significativamente aumentada em comparacao aos respectivos controles (com lesao).
O tratamento com antioxidantes ndo aumentou a atividade das enzimas no grupo
diabético com lesdo, mas um aumento de SOD, GR e GPx foi observado no grupo

controle (Figura 19 -).
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Figura 19 - Atividade das enzimas antioxidantes Catalase (A - B), Superéxido
Dismutase (SOD, C - D), Glutationa Redutase (GR, E - F) e Glutationa Peroxidase
(GPx, G - H), na derme sem lesdo e no 3° dia pds - lesdo em camundongos
controle e diabéticos, tratados ou ndo com vitaminas antioxidantes (AO), nas
concentragOes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. A atividade
das enzimas foi avaliada por cinética enzimatica e os resultados sdo apresentados
como média + EPM de 3 - 7 animais por grupo. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p <
0.001 para diferencas significativas em relagéo ao controle ndo tratado, como indicado
por ANOVA two - way e pos - teste de Bonferroni.
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A concentracdo de hidroperoxido lipidico (LPO) na derme sem lesdo foi muito
baixa, tanto no grupo controle quanto no diabético (Figura 20). A lesdo aumentou esta
concentracdo, principalmente nos animais controle; a diferenca entre controles e
diabéticos tornou - se muito significativa na derme lesionada. O tratamento com

antioxidantes nao alterou este perfil (Figura 20 -).
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Figura 20 - Hidroperéxido Lipidico (LPO) na derme sem lesdo e no 3° dia pés -
lesdo, em animais controles e diabéticos, tratados ou ndo com vitaminas
antioxidantes (AO), nas concentragfes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg
de vitamina C. Os valores séo apresentados como média + EPM de 3 - 5 animais por
grupo. (88) p < 0.01, (888) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao
controle sem lesao, (**) p < 0.01 para diferenca significativa em relagcdo ao controle
nao tratado, (&&&) p < 0.001 para diferenca significativa em relacdo ao controle
tratado, conforme ANOVA two - way e poés - teste de Bonferroni.
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4.1.4 Efeitos do tratamento sistémico com vitaminas antioxidantes sobre o processo
cicatricial no 14° dia pés-leséo

No 14° dia pOs - lesdo, fase de reparo tecidual tardio, observamos a
reorganizacdo da MEC e reepitelizacdo com total fechamento da ferida nos animais
controle. Animais diabéticos apresentavam um retardo no fechamento da ferida,
persisténcia de grande quantidade de células inflamatérias na derme, MEC
desorganizada e atraso na reepitelizacdo (Figura 21 - A, C). O tratamento com
antioxidantes reverteu estas diferencas observadas entre animais controle e
diabéticos (Figura 21 - A, C).

Conforme j& observado anteriormente, na pele sem lesdo nao houve diferenca na
guantidade de malondialdeido (MDA, um indicador de estresse oxidativo) entre
animais controle e diabéticos. Houve um aumento de MDA na pele lesionada em
animais diabéticos, enquanto os controles ndo sofreram alteragdo. O tratamento com
vitaminas antioxidantes durante 14 dias preveniu este aumento nos diabéticos,

sugerindo efetividade de ac¢éo (Figura 21 - B).
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Figura 21 - Parametros da ferida no 14° dia pés - lesdo em camundongos
controle e diabéticos nao tratados e tratados com vitaminas antioxidantes (AO),
nas concentracdes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. A)
Area da ferida avaliada por morfometria, com resultados expressos em porcentagem
(%) em relacdo a area inicial. B) Quantificacdo de malondialdeido (MDA) pelo método
TBARS, como parametro de estresse oxidativo na derme; resultados expressos por
mg/proteina. C) Morfologia da leséo, coloragdo H&E; em destaque (retangulo menor),
células presentes na derme. Objetivas 5 x e 100 x. Os valores nos graficos sao
apresentados como média £+ EPM de 12 - 30 animais por grupo. (***) p < 0.001 para
diferenca significativa em relacdo ao controle ndo tratado, (###) p < 0.001 para
diferencga significativa em relagdo ao diabético néo tratado, como indicado por ANOVA
two - way e pos - teste de Bonferroni.
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Quanto as citocinas inflamatorias (TNF- a, IL - 1B, KC, IL - 12p40 e IL - 4),
conforme observacao anterior, na derme sem lesdo ndo havia diferenca significativa
entre animais controle e diabéticos. No 14° dia pds - lesdo, em animais controle, as
citocinas apresentavam niveis semelhantes aqueles da derme sem leséo, exceto pela
IL - 12p40, que estava significativamente aumentada (Figura 22 -). Nos animais
diabéticos as citocinas TNF - a, IL - 1B e IL - 4 estavam mais elevadas que no grupo
controle, sugerindo persisténcia da reacao inflamatoéria. Ja a IL - 12p40 encontrava-se
reduzida em comparagao ao respectivo controle com leséo (Figura 22 -). O tratamento
com antioxidantes n&o alterou as citocinas em animais controle, enquanto nos animais
diabéticos reduziu (restaurou) os niveis de TNF - a, IL - 13, IL - 4, ndo alterando a IL -
12p40 (Figura 22 -).
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Figura 22 - Citocinas inflamatérias TNF - a (A), KC (B), IL - 1B (C), IL - 12p40 (D) e
IL - 4 (E) na derme sem lesdo e no 14° dia pés - lesdo em camundongos
controles e diabéticos, ndo tratados e tratados com vitaminas antioxidantes
(AO), nas concentracdes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C.
A dosagem foi feita por ELISA. Os valores sdo apresentados como média + EPM
(pg/mg de proteina) de 3 - 9 animais por grupo. (8) p < 0.05, (888) p < 0.001para
diferencas significativas em relacdo ao controle sem lesdo e tratamento, (¢) p < 0.05,
(¢¢¢) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao diabético sem leséo e
tratamento, (*) p < 0.05, (***) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao
controle nao tratado, (#) p < 0.05, (##) p < 0.01, (###) p < 0.001 para diferencas
significativas em relacdo ao diabético ndo tratado, (&&&) p < 0.001 para diferenca
significativa em relagéo ao controle tratado (AO), como indicado por ANOVA two - way
e pos - teste de Bonferroni.
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Nesta fase da cicatrizacdo foi possivel a analise da epiderme, j& que havia
reepitelizacdo. Diferentemente da derme, na epiderme sem lesdo foram observadas
diferencas entre animais controle e diabéticos: os diabéticos apresentavam niveis
mais elevados de KC, TNF - a e IL - 12p40, niveis reduzidos de IL - 4 e inalterados de
IL - 1B (Figura 23 -). Na epiderme durante reepitelizacdo (14° dia), TNF - a, KC e IL -
18 ndo se alteraram nos animais controle, enquanto IL - 12p40 e IL - 4 estavam
reduzidas em comparacdo aos animais controle sem lesdo. Nos diabéticos, de
maneira geral, 0s niveis de citocinas estavam menores que nos animais sem leséo e
semelhantes aos grupos controle com lesdo. O tratamento com antioxidantes
praticamente nao alterou este perfil, quando comparado aos animais com lesdo, mas
sem o tratamento (Figura 23 -).
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Figura 23 - Citocinas inflamatérias TNF - a (A), KC (B), IL - 1B (C), IL - 12p40 (D) e
IL - 4 (E) na epiderme sem lesdo e no 14° dia p6s - lesdo em camundongos
controle e diabéticos, néo tratados e tratados com vitaminas antioxidantes (AO),
nas concentracdes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. A
dosagem foi feita por ELISA. Os valores séo apresentados como meédia + EPM (pg/mg
de proteina) de 3 - 9 animais por grupo. (8) p < 0.05, (888) p < 0.001 para diferencas
significativas em relacdo ao controle sem leséo; (¢) p < 0.05, (¢¢¢) p < 0.001 para
diferencas significativas em relacdo ao diabético sem lesdo; (*) p < 0.05, (***) p <
0.001 para diferencas significativas em relacdo ao controle néo tratado, (#) p<0.05,
(##) p < 0.01, (###) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao diabético
nao tratado, (&&&) p < 0.001 para diferenca significativa em relagcdo ao controle
tratado (AO), conforme ANOVA two - way e poés - teste de Bonferroni.
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Analise da populacédo de células inflamatdrias foi novamente avaliada por FACS
para os antigenos CD11, LY6G, MIG e CD206, representando respectivamente
granuldcitos, neutrdfilos, macréfagos com perfil M1 e com perfil M2. Na derme sem
lesédo a quantidade de granuldcitos (mas ndo de neutrofilos) e macr6fagos M2 mostrou
- se menor em diabéticos, comparando-se aos animais controle. N&o houve diferenca
na frequéncia de macrofagos M1 entre animais controle e diabéticos (Figura 24 -).

Os resultados obtidos na derme lesionada foram semelhantes aos observados na
derme sem lesdo, tanto em animais controle quanto em animais diabéticos, exceto
pelos granulécitos (CD11b"), que encontravam-se semelhantes nos dois grupos. O
tratamento com vitaminas antioxidantes alterou muito pouco este perfil,
aparentemente reduzindo macréfagos M1 e aumentando ligeiramente macréfagos M2
(Figura 24 -).
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Figura 24 - Frequéncia de leucécitos CD11b", Ly6G", MIG*/CD206 e CD206"/MIG"
na derme sem lesdo e no 14° dia pés - lesdo em camundongos controles e
diabéticos, ndo tratados e tratados com vitaminas antioxidantes (AO), nas
concentracbes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. Os
leucocitos foram analisados por citometria de fluxo (FACS). Os valores estao
apresentados como média + EPM (% de células) de 3 - 7 animais por grupo: (8) p <
0.05 para diferenca significativa em relacdo ao controle sem leséo; (*) p < 0.05, (**) p
< 0.01 para diferencas significativas em relagéo ao controle ndo tratado, (#) p < 0.05
para diferenca significativa em relacao ao diabético ndo tratado, conforme ANOVA two
- way e pos - teste de Bonferroni.
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A atividade das enzimas antioxidantes GR (Glutationa Redutase), GPx (Glutationa
Peroxidase), SOD (Superoxido Dismutase) e Catalase foi novamente avaliada por
reacao de cinética enzimatica. Na derme sem lesdo observou-se maior atividade da
catalase, GR e GPx em animais diabéticos, enquanto SOD apresentava atividade
semelhante entre os grupos (Figura 25 -). A leséo reduziu a atividade da enzima SOD
e aumentou as atividades de GR e GPx em animais controle (Figura 25 -). O aumento
de GPx foi ainda mais pronunciado nos animais diabéticos com leséo (Figura 25 -). A
diferenca da atividade da catalase observada entre 0os grupos na pele sem leséo
manteve-se na derme lesionada. O tratamento com antioxidantes alterou o perfil
enzimatico em comparacdo a derme lesionada sem tratamento, com reducdo da
atividade de GPx nos animais diabéticos (tornando-os semelhantes aos animais

controle neste parametro) e um pequeno aumento da atividade de GR (Figura 25 -).
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Figura 25 - Atividade das enzimas antioxidantes Catalase (A - B), Superoxido
Dismutase (SOD, C - D), Glutationa Redutase (GR, E - F) e Glutationa Peroxidase
(GPx, G - H), na derme sem lesdo e no 14° dia pds - lesdo em camundongos
controles e diabéticos, tratados ou ndo com vitaminas antioxidantes (AO), nas
concentragdes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg de vitamina C. A atividade
das enzimas foi avaliada por cinética enzimatica e os resultados sdo apresentados
como média + EPM de 3 - 7 animais por grupo. (8) p <0.05, (88) p < 0.01 para
diferencas significativas em relagéo ao controle sem leséo; (*) p < 0.05, (**) p<0.01 e
(***) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao controle néo tratado, (#) p
< 0.05, (##) p < 0.01 para diferengas significativas em relacdo ao diabético nao
tratado, conforme ANOVA two - way e pos - teste de Bonferroni.
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A concentracdo de hidroperoxido lipidico (LPO) na derme sem lesdo foi muito
baixa, tanto no grupo controle quanto no diabético (Figura 26 -). A lesdo aumentou
esta concentracao, principalmente nos animais controle; a diferenca entre controles e
diabéticos tornou-se significativa na derme lesionada. O tratamento com antioxidantes
nao alterou significativamente este perfil (Figura 26 -). Estes resultados foram

semelhantes aqueles observados na leséo de 3 dias.
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Figura 26 - Hidroperdxido Lipidico (LPO) na derme sem les&o e no 14° dia pés-
lesdo, em animais controles e diabéticos, tratados ou n&o com vitaminas
antioxidantes (AQO), nas concentracdes de 40 mg/kg de vitamina E e 100 mg/kg
de vitamina C. Os valores sdo apresentados como média + EPM de 3 - 7 animais por
grupo. (88) p < 0.01 para diferenca significativa em relacdo ao controle sem leséo;
(¢¢) p < 0.01 para diferenca significativa em relagdo ao diabético sem leséo; (**) p <
0.01para diferenca significativa em relacdo ao controle ndo tratado, conforme ANOVA
two - way e pos - teste de Bonferroni.



84

4.2 Parte Il - Padronizag&o Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLSs)

4.2.1 Desenvolvimento das Nanoparticulas Lipidicas Soélidas (NLSs)

As NLSs foram preparadas com duas diferentes concentragcfes de vitamina E,
e na auséncia da mesma. As analises foram realizadas por difratometria de laser
com o intuito de verificar a presenca de apenas uma populacdo nanométrica. Todas
as formulacdes apresentaram-se brancas amareladas com uma faixa de diametro.
Valores de diametros das formulacdes sdo apresentados na Tabela - 3 e Figura -
27.

NLSs D[4,3]um  D(0,1)um  D(0,5) um  D(0,9) um Span
NLS-Branco  0,33+0,01 0072+  0114+001 0183+0,03 0,973 + 0,24
. 0,005
(dia zero)
NLS-Branco  0,129+0,011 0,074 0119+  0194+0027 1,000+
(30 dias) 0,005 0,005 0,227
NLS-1%VITE  0,132+0,003 0,075+ 0424+  0202+0015 1,019+
(dia zero) 0,006 0,001 0,163
NLS -1%VITE ~ 0,134+0,005 0,072+ 0425+  0210+0019 1,01+
(30 dias) 0,006 0,002 0,175
NLS - 25%VITE 0,135+0,001 0,073+ 0,127 + 02113 + 1,082 +
(ia z6r0) 0,002 0,001 0,005 0,047
NLS - 25%VITE 0,128+0011 0,073+ 0,125+  0,209+0005 1,088+
(30 dias) 0,002 0,001 0,005

Tabela 3- Distribuicdo granulométrica das Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas
(NLSs). Preparado sem (branco) e com Vitamina E (1% e 2,5%) no dia do preparo
(dia zero) e ap6s 30 dias. NLSs - Branco (NB); NLSs —Vitamina E 1% (NANO VITE
1%); NLSs — Vitamina E 2,5% (NANO VITE 2,5%). Valores representam a média +
SD de trés lotes para cada formulagéo.
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Figura 27 - Representacdo grafica da distribuicdo granulométrica das
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLSs) no dia do preparo (dia zero) e apdos 30
dias. A confecc¢do das nanoparticulas feita em triplicata: A) NLS - Branco (NB); B)
NLS —Vitamina E 1% (NANO VITE 1%); C) NLS —-Vitamina E 2,5% (NANO VITE
2,5%).

Podemos observar somente picos nanométricos em todas as formulacdes
(Figura 27 -).

Os resultados da Tabela 3 demonstram a estabilidade das formulagdes por 30
dias devido a apresentarem uma distribuicdo nanométrica de diametro durante todo

o periodo.

A medida do teor de vitamina E nas nanoparticulas permitiu avaliar a
recuperacdo de 101,5 + 3,52 ug/ml para concentracéo final de 1 ug/ml (1%) e de
106,1 £ 2,79 pug/ml para 2,5 pg/ml (2,5%) da vitamina E, o que confirma que n&o ha
perda na quantidade de vitamina E adicionada na formulagao durante o processo de

preparo.
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A avaliacao da eficiéncia de encapsulacédo da vitamina E, foi de 100%, pois o
ultrafiltrado obtido, quando analisado no CLAE nao apresentou nenhum pico da

mesma nas duas concentracoes, 1% e 2,5% avaliadas.

A distribuicdo de diametro e polidispersdo para as nanoparticulas foram
realizadas por espalhamento de luz dindmico (Figura 28 -), a temperatura de 25 °C,
apresentando apenas uma populacdo nanométrica. Os valores do diametro médio e
o indice de polidispersdo das nanoparticulas no dia do preparo (dia zero) e apés 30
dias podem ser observados na Tabela 4. As nanoparticulas lipidicas se mostram

estaveis apos 30 dias.

NLSs D (nm) PDI

NLS - Branco 105 + 7,07 0,130 £ 0,019
(dia zero)

NLS - Branco 119+ 15,7 0,233 £ 0,056
(30 dias)

NLS - 1%VITE 124 + 1,37 0,121 £ 0,017
(dia zero)

NLS - 1% VITE 137,32 £ 4,04 0,223 £ 0,037
(30 dias)

NLS - 2,5% VITE 124 + 0,246 0,102 £ 0,017
(dia zero)

NLS - 2,5% VITE 141,08 +1,34 0,44 + 0,246

(30 dias)

Tabela 4 - A distribuicdo de diametro das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas
(NLSs). Os valores do diametro médio (D) e o indice de polidispersao (DPI) nos dias
zero e 30° NLS - Branco (NB); NLS — Vitamina E 1% (NANO VITE 1%); NLS —
Vitamina E 2,5% (NANO VITE 2,5%). Valores em média = SD.
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Figura 28 - Representacdo grafica da distribuicdo de diametro das

Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLSs) a temperatura de 25 °C, no dia do
preparo (dia zero) e no 30° dia. A) NLS - Branco (NB); B) NLS — Vitamina E 1%
(NANO VITE 1%); C) NLS - Vitamina E 2,5% (NANO VITE 2,5%).
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A partir destes resultados a analise de monitoramento das particulas foi
realizada. A Figura 29 apresenta a distribuicdo de tamanho de particula em funcéo

do numero de particulas por ml na formulacdo e a porcentagem em relacao
diametro.

A)

Particle Size / Concentration

B)

Particle Size / Concentration

C)

Particle Size / Concentration

Figura 29 - Distribuicdo de tamanho da particula em fungcdo do numero de
particulas das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLSs). A) NLS - Branco (NB);

B) NLS — Vitamina E 1% (NANO VITE 1%); C) NLS — Vitamina E 2,5% (NANO VITE
2,5%).
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Os valores de diametro médio apresentados por esta analise foram 155 + 53 NLS
- Branco (NB); 135 + 45 para NLS — Vitamina E 1% (NANO VITE 1%) e 151 + 42
para NLS — Vitamina E 2,5% (NANO VITE 2,5%). Valores em médias + SD.

Analises de pH, condutividade e viscosidade foram realizadas para todas as
nanoparticulas (Tabela 5 -). O pH da pele varia entre 4,0 e 7,0. (Wilkinson, Moore,
1990) como podemos observar o pH da nanoparticula estd dentro dos valores
desejaveis para aplicacdo na regidao cutanea. Adicionalmente, a determinacao do pH
€ muito util no controle de qualidade pois a instabilidade quimica (eg. oxidacéo,
hidrolise, entre outros) usualmente resulta em variacbes de pH (Gil, 2007) a
manutencdo do pH de uma formulacédo ao longo do tempo da indicios de que esta

formulacdo apresenta estabilidade quimica.

Da mesma forma modificacdes nos componente ibnicos dissolvidos na agua
iriam acarretar em alteracdes na condutividade, por este motivo esta técnica é
utilizada para avaliar a presenca de compostos organicos na agua. A manutencgao
dos valores da condutividade indica que ndo ocorrem alteracdes quimicas na
formulacdo que possam afetar este parametro (eg. ionizacdo). Sendo assim estes

parametros serdo acompanhados ao longo do tempo.

NLSs pH Condutividade Viscosidade
(25 °C) us/cm (25 °C) mPas (25 °C)

NLS - Branco 6,04 +0,12 233+21 1,30+ 0,04
NLS - VITE (1%) 5,85+0,02 249+0,5 1,34 + 0,009
NLS - VITE (2,5%) 5,97 +0,10 259+14 1,39+ 0,02

Tabela 5 - Valores das andlises de pH, condutividade e viscosidade das
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLSs). NLS - Branco (NB); NLS - Vitamina E
1% (NANOVITE 1%); NLS - Vitamina E 2,5% (NANO VITE 2,5%).Valores em
médias = SD.

A viscosidade de uma substancia € a expressao da resisténcia ao fluxo quando
submetida a uma tensdo, quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia (Martin et
al., 1993). A viscosidade é um parametro fisico-quimico muito importante para a
caracterizacdo e controle de qualidade de liquidos e semi - sdlidos. A viscosidade
das suspensdes foi muito proxima a da agua, indicando que para a aplicagéo topica
a suspensdo coloidal deveria ser espessada com um agente modificador de

reologia, como o Carbopol® Ultrez (Tabela 5 -).
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4.2.2 Resultados da Caracterizacdo da Nanoparticula Lipidica no gel (G)
A distribuicdo de diametro das nanoparticulas no gel foi avaliada pelos valores

do didmetro médio e o indice de polidispersao (Figura 30 -), sendo que os valores

das nanoparticulas permaneceram semelhantes apds a incorporagéo no gel.

Ao analisarmos o diametro do gel, observamos um pequeno pico micrométrico

devido ao tamanho do gel e o pico nanométrico devido ao tamanho da nanoparticula

(Figura 30 -).
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Figura 30 - Representacdo grafica da distribuicdo do diametro das
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLSs) incorporadas ao gel, na temperatura de
25 °C. A) NLS - Branco (NB); B) NLS — Vitamina E 1% (NANO VITE 1%); C) NLS —
Vitamina E 2,5% (NANO VITE 2,5%).

A analise da viscosidade do gel em diferentes velocidades mostrou que nao
houve diferenca entre as concentracfes nas duas velocidades. Sendo assim, ndo

haverd diferenca na forma de liberacdo e absorcdo entre as concentracfes

analisadas.
NLS Viscosidade
0,75 rpm 3 rpm
(25 °C) (25 °C)
NLS - Branco 151.648 + 29.662 87.390 + 5.771
NLS-VITE (1%) 143.756 + 16.811 76.784 + 3.114
NLS- VITE (2,5%) 149.515 + 14.511 85.475+ 2.726
Tabela 6 - Viscosidade das Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLSs)

incorporadas ao gel, nas velocidades de 0,75 rpm e 3 rpm a 25 °C. NLS - Branco
(NB); NLS - Vitamina E 1% (NANO VITE 1%); NLS - Vitamina E 2,5% (NANO
VITE 2,5%). Valores em médias + SD.
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Com todas as analises realizadas, podemos concluir que a incorporacdo da
vitamina E em sistema nanométrico, NLS, foi capaz gerar particulas de picos
nanometricos; excelente capacidade de encapsulacdo do antioxidante; o que
garante sua protecdo contra agentes oxidantes externos e sua liberagdo lenta;
caracteristicas fisico-quimicas, pH, viscosidade condizentes a aplicacdo na pele;
além de estaveis ao fator tempo. Sendo assim o sistema se apresenta eficiente para

aplicacdo em nosso modelo experimental de ferida cronica diabética.

4.3 - Parte lll: Aplicacdo das Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLSs)

4.3.1 Escolha da concentracao de vitamina E
Para avaliarmos qual a melhor concentracao a ser utilizada na aplicacdo tépica
da nanoparticula de vitamina E, escolhemos duas concentracbes 1 % e 2,5%,
baseadas na literatura e na porcentagem de vitamina E contidas em formulactes
cosmeéticas. Assim, avaliamos a fase final da cicatrizacdo, no 14° dia, por meio das

analises morfometria, morfo - histolégica e estresse oxidativo, pelo TBARS.

4.3.1.1 Morfometria

No 14° dia pGs — lesé@o, observamos o atraso no fechamento da ferida no grupo
diabético néo tratado, em relagdo ao controle néo tratado (Figura 31 - A,B).

O tratamento com as nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs) nas diferentes
concentragcbes de Vitamina E, 1% e 2,5% foi capaz de reverter esse atraso no
diabético.

Entretanto, a analise morfométrica realizada com as diferentes concentragdes de
Vitamina E, ndo apresentou diferencga estatistica entre os grupos, controle e diabéticos
(Figura 31- A,B).
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A) B)
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Figura 31 - Area da lesdo no 14° dia pds - lesdo em camundongos controles e
diabéticos néo tratados (NT) e tratados com Nano VITE 1% (VITE 1%) e Nano
VITE 2,5% (VITE 2,5%). A) Grafico mostra area, em centimetros quadrados, e B)
painel mostra a area da lesédo, no 14° dia pos - lesdo, nos grupos controle e diabético
nao tratado (CNT e DNT), tratados com Nanoparticulas com Vitamina E a 1%
(Controle- CVITE 1% e Diabético — DVITE 1%) e Nano com Vitamina E 2,5%
(Controle - CVITE 2,5% e Diabético — DVITE 2,5%). Os valores sdo apresentados
como média + erro-padrdo (cm?) de 04 - 07 animais por grupo. (***) p < 0.001 para
diferenca significativa em relagcdo ao controle ndo tratado, (###) p < 0.001 para
diferenca significativa em relacéo ao diabético ndo tratado, como indicado por ANOVA
two - way e pos - teste de Bonferroni.

4.3.1.2 Morfologia

A analise morfologica mostra que o tratamento tépico com as NLSs, nas
diferentes concentracdes de Vitamina E, 1% e 2,5%, foi capaz de estimular a
migracdo dos queratindcitos, revertendo o atraso observado no fechamento da lesdo
no diabético (Figura 32 -).

Mas, o tratamento com o NLSs, na concentracdo de 1% de Vitamina E, nao foi
capaz de reduzir o nimero de células imunes, como observadas no diabético sem
tratamento (Figura 32 -). Ja o tratamento topico com NLSs, na concentragédo de 2,5%
de Vitamina E, foi capaz de reverter a presenca das células imunes a padrdes
semelhantes aos grupos controles tratados com NLSs e néo tratados (Figura 32 -).



93

Figura 32 - Micrografia da area da lesdo no 14° dia pés - lesdo em camundongos
controles e diabéticos néo tratados (NT) e tratados com Nano VITE 1% (VITE 1%)
e Nano VITE 2,5% (NANOVITE 2,5%). Histologia 14° dia pos - leséo, por coloragcéo
de H&E. Painel mostra a area da lesdo nos grupos controle e diabético, ndo tratado
(Controle Nao Tratamento — CNT e Diabético Nao Tratado — DNT), tratados com Nano
com Vitamina E 1% (Controle — CVITE 1% e Diabético — DVITE 1%) e Nano com
Vitamina E 2,5% (Controle — CVITE 2,5% e Diabético — DVITE 2,5%). (Objetiva 20
X).

4.3.1.3 Estresse Oxidativo - TBARS

O aumentado estresse oxidativo, caracteristico da derme do diabético na area da
lesdo no 14° dia, ndo foi modificado apdés o tratamento topico com as NLSs, na
concentracédo de 1% de Vitamina E, observamos um aumento em ambos 0S grupos
tratados, quando comparado aos seus grupos nao tratados. Apesar de, o estresse
oxidativo ter diminuido apds o tratamento tépico no diabético VITE 1%, quando
comparado ao controle VITE 1%.

O tratamento topico com as NLSs, na concentracéo de 2,5 % de Vitamina E foi
eficaz em reduzir o estresse oxidativo na derme do diabético tratado (VITE 2,5%) a
valor semelhante ao controle néo tratado, resultado este decisivo para a escolha da

concentracéo de 2,5% de Vitamina E para os demais experimentos.
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Embora, o tratamento com ambas as concentracdes de vitamina E (1% e 2,5%)
tenham aumentado o estresse oxidativo no grupo controle, tal acdo néao prejudicou a

cicatrizacdo da ferida nos grupos controles.
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Figura 33 - Avaliacdo do grau de estresse oxidativo no 14° dia pos - lesdo em
camundongos controles e diabéticos nado tratados (NT) e tratados com nano
VITE 1% (VITE E 1%) e Nano VITE 2,5% (VITE 2,5%). Derme da area da lesdo no
14° dia, nos grupos controles e diabéticos nado tratados (Controle Nado Tratado e
Diabético Nao Tratado), e tratados com Nano com Vitamina E 1% (Controle Diabético
— VITE 1%) e Nano com Vitamina E 2,5% (Controle e Diabético — VITE 2,5%). Os
valores sdo apresentados como média + erro - padrao (WM MDA/mg proteina) de 04 -
07 animais por grupo. (*) p < 0.1, (***) p < 0.001 para diferencas significativas em
relacdo ao controle ndo tratado; (##) p < 0.01, (###) p < 0.001 para diferencas
significativas em relacdo ao diabético ndo tratado; (&&&) p < 0.001 para diferenca
significativa em relagdo ao controle nano VITE 1 %; (&&&) p < 0.001 para diferenca
significativa em relacdo ao controle nano VITE 2,5% como indicado por ANOVA two -
way e pos - teste de Bonferroni.

4.3.2 Efeitos dos Diferentes Veiculos sobre o Fechamento da Area da Les&o

4.3.2.1 Morfometria — Gel

Com a intencdo de avaliarmos, se o gel (Carbopol®Utrex) teria algum efeito
sobre a cicatrizacéo, fizemos a aplicacdo apenas do gel (veiculo) sobre a ferida, e
realizamos a morfometria da area da lesé&o nos 3°, 7°, 10°, 12° e 14° dias.

No 3° dia p6s - lesé@o, de acordo com estudo ja caracterizado por nosso grupo, a
area de cicatrizagdo no diabético ndo tratado (DNT) esta diminuida em relacdo ao

controle ndo tratado (CNT) (Figura 10 -). Ao aplicarmos o gel (apenas o veiculo) na
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area da lesdo nos grupos, ndo observamos mudancgas neste parametro, no diabético
gel (DG), quando comparado aos grupos controles NT e CG (Figura 34 -).

No 7° dia pés - lesdo, observamos o mesmo padrdo de fechamento de lesédo
que no 3° dia. Uma menor area de fechamento nos diabéticos NT e DG, quando
comparados aos seus respectivos controles.

Nos 10°, 12° e 14° dias pOs - leséo, o atraso caracteristico no fechamento da
leséo no diabético NT foi recuperado pelo tratamento topico com o gel, com a area do
diabético gel igualando-se a &rea dos grupos CNT e CG; com excecao do DG no 14°
dia, que nao se recuperou ao nivel do CG (Figura 34 -).
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Figura 34 - Processo de cicatrizacdo mostrando as diferentes fases de
fechamento nos zero, 3°, 7°, 10° 12° e 14° dias pOs - lesdo em camundongos
controles e diabéticos nao tratados (NT) e tratados com Gel (G). A) Grafico
representando area (cm?) do fechamento da &rea, minimo de 04 - 12 animais por
grupo. B) Painel apresentando a progressdo do processo de cicatrizagdo nos
grupos controles e diabéticos, ndo tratado (Controle Nao Tratamento — CNT e
Diabético Nao Tratado — DNT), tratados com gel (Controle — CG e Diabético — DG).
Os valores séo apresentados como média + EPM. (*) p <0.05, (**) p < 0.01, (***) p
< 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao controle néo tratado; (##) p <
0.01 (###) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao diabético nao
tratado; (&&) p < 0.01, (&&&) p < 0.001 para diferenca significativa em relacado ao
controle gel, como indicado por ANOVA two - way e pos - teste de Bonferroni.
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4.3.2.2 Morfometria — Nanoparticula Branco (NB)

A Nanoparticula Lipidica Sélida (NLS) Branco foi confeccionada apenas com a
manteiga de cacau, o lipidio sélido de escolha, para servir como carreador da
Vitamina E, e utilizamos o Carbopol®Utrex, para dar a consisténcia de gel - creme a

nanoparticula.

A aplicacao topica da Nano Branco NB aumentou de forma significativa a area da
lesdo no grupo DNB, na fase inflamatoria (3° dia), provavelmente ao edema e
presenca de células inflamatérias caracteristicos dessa fase em um processo de
cicatrizacdo normal, e na fase de granulacdo (7° dia), pelo aumento da celularidade,
recuperando a caracteristica de maior area, préopria dos grupos controles NT (Nao
Tratado) e NB (Figura 35 -).

Na fase final da cicatrizacdo, de remodelacéo, que corresponde aos 10° 12° e 14°
dias pOs - lesdo, o tratamento tépico com NB foi capaz de reverter o atraso no
fechamento da leséo, caracteristico do diabetes ndo tratado, no DNB ao nivel dos

grupos controles NT e NB (Figura 35 -).

O tratamento tépico com a NB ndo alterou o fechamento do grupo controle em todas

as fases do processo de cicatrizagéo (Figura 35 -).
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Figura 35 - Processo de cicatrizacdo mostrando as diferentes fases de
fechamento nos zero, 3°, 7°, 10° 12° e 14° dias pdés - lesdo em camundongos
controles e diabéticos néo tratados e tratados com o Nanoparticulas Lipidicas
Sélidas (NLSs) Nano Branco (NB). A) Gréfico representando area (cm?) do
fechamento da area, minimo de 04 - 15 animais por grupo. B) Painel apresentando a
progressdo do processo de cicatrizacdo nos grupos controles e diabéticos, nao
tratado (Controle Nao Tratamento — CNT e Diabético Nao Tratado — DNT), tratados
com NANO BRANCO (Controle — CNB e Diabético — DNB). Os valores sao
apresentados como meédia + EPM. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01 para diferencas
significativas em relacdo ao controle ndo tratado; (#) p < 0.05, (##) p < 0.01 para
diferencas significativas em relacdo ao diabético ndo tratado; (&) p < 0.05 para
diferenca significativa em relagdo ao controle nano - branco (NB), como indicado por
ANOVA two - way e pos - teste de Bonferroni.
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4.3.2.3 Morfometria — Nanoparticula VITE 2,5% (VITE 2,5%)

ApoOs a escolha da concentracao de 2,5% de Vitamina E para aplicacdo topica
na ferida diabética; com o aumento do nimero de animais tratados topicamente com
NANOVITE 2,5% (DVITE 2,5%), os grupos controle e diabéticos cicatrizaram no 12°
dia.

O tratamento topico com a nano VITE 2,5% acelerou a cicatrizacdo, no diabético
(DVITE 2,5%), em aproximadamente 34%, quando comparado ao diabético néo
tratado, considerando que o mesmo cicatriza no 18° dia. A aplicacdo topica na ferida
diabética com a nano branco (DNB) foi eficiente na aceleracdo da cicatrizacéo,
guando comparado ao diabético nao tratado (Figura 36 -).

As Nanoparticulas Lipidicas Sodlidas (NLSs) Nano VITE 2,5% foram
confeccionado com a manteiga de cacau, juntamente com a Vitamina E 2,5%, e
também utilizamos o Carbopol®Ultrex, para dar a consisténcia de gel - creme a

nanoparticula.

A analise morfométrica do tratamento tépico com a VITE 2,5% mostrou-se

semelhante a aplicacao tépica da nano branco (NB) (Figura 36 -).

Com aumento significante da area da lesdo no grupo DVITE 2,5%, na fase
inflamatoria (3° dia), e na fase de granulacéo (7° dia), pelo aumento da celularidade,
recuperando a caracteristica de uma area aumentada, propria dos grupos controles
NT e CVITE 2,5% (Figura 36 -).

Na fase final da cicatrizacdo, fase de remodelagéo, os 10° 12° e 14° dias pos -
lesdo, o tratamento topico com VITE 2,5% foi capaz de reverter o atraso no
fechamento da les&o, caracteristico do diabetes néo tratado, no DVITE 2,5%, assim
como no tratamento tépico com a NB, ao nivel dos grupos controles NT e CVITE 2,5%
(Figura 36 -).

O tratamento tépico com a VITE 2,5%, também né&o alterou o fechamento do

grupo controle em todas as fases do processo de cicatrizacdo (Figura 36 -).
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Figura 36 - Processo de cicatrizacdo mostrando as diferentes fases de
fechamento nos zero, 3°, 7°, 10° 12° e 14° dias pOs - lesdo em camundongos
controles e diabéticos néo tratados e tratados com o Nanoparticulas Lipidicas
Soélidas (NLSs) Nano VITE 2,5% (VITE 2,5%). A) Gréfico representando area (cm?)
do fechamento da area, minimo de 04 - 19 animais por grupo. B) Painel
apresentando a progressao do processo de cicatrizagdo nos grupos controles e
diabéticos, nao tratado (Controle Nao Tratamento — CNT e Diabético Nao Tratado —
DNT), tratados com NANO VITE 2,5% (Controle — C VITE 2,5% e Diabético — D
VITE 2,5%). Os valores sdo apresentados como média + EPM. (*) p < 0.05, (**) p <
0.01, (**) p < 0.01 para diferencas significativas em relagéo ao controle nao tratado;
(##) p < 0.01, (###) p < 0.001 para diferengas significativas em relagédo ao diabético
nao tratado; (&&&) p < 0.001 para diferenca significativa em relagcdo ao controle
VITE 2,5%, como indicado por ANOVA two - way e pos - teste de Bonferroni.
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.3.3 Efeitos do tratamento tépico das NLSs nas diferentes fases do processo
cicatricial
Apos os achados morfométricos, como a melhora significativa no fechamento da
lesédo, pelo tratamento topico com as nanoparticulas VITE 2,5% e nano branco (NB)
partiu - se para a avaliacdo morfo-histolégica.
Avaliando a fase inflamatdéria, aguda, no 3° dia pés - lesdo, seguida da fase de

reparo, avaliada nos 12° e 14° dias pos - leséo.

- 3° DIA: Relembrando que o diabético na fase aguda da cicatrizacao apresenta muito
menos células imunes que o seu controle. Assim, como a presenca de adipdécitos é
caracteristica apenas do animal controle.

O tratamento topico apenas com o gel, ndo foi capaz de restabelecer a presenca de
células imunes no local da leséo, ap6s o 3° dia de tratamento, no grupo diabético. No
grupo controle ndo apresentou efeito sobre tais células.

O tratamento topico com a nano branco (NB) sugere uma melhora no nimero de
células imunes no local da lesédo, assim como um espessamento do tecido conjuntivo,
no diabético NB.

O tratamento topico com nano VITE 2,5% aumentou expressivamente o namero de
células imunes no local da lesé@o, no grupo diabético DVITE 2,5%, quando comparado
aos demais grupos diabéticos ndo tratados e tratados; além de atuar no tecido
conjuntivo tornando 0 mais espesso, em ambos 0s grupos tratados com a vitamina E
(Figura 37 -).
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Figura 37 - Area da lesdo no 3° em camundongos controles e diabéticos néo
tratados (NT) e tratados com Gel (G), Nano Branco (NB) e Nano VITE 2,5%
(VITE 2,5%). O painel mostra a morfohistologia da lesédo, no 3° dia pds - lesédo, nos
grupos controles e diabéticos nao tratado (Controle Nao Tratado — CNT e Diabético
N&o Tratado — DNT) e tratados com Gel (Controle — CG e Diabético — DG), NANO
BRANCO (Controle — CNB e Diabético — DNB) e NANO VITE 2,5% (Controle —
CVITE 2,5% e Diabético — DVITE 2,5%). Coloracdo de HE. EP = epitélio; DE =
derme; V = vaso; AD = adipdcito; cabeca de seta indica células imunes. Objetiva 20
X.
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- 12° DIA: A analise morfo-histolégica da area da lesdo no 12° dia apresenta a
reepitelizacdo, a persisténcia de fibras colagenas fibrosas e a persisténcia de células
imunes no grupo controle. Em contrapartida, o animal diabético apresenta atraso na
reepitelizacdo, persisténcia de células imunes e o coagulo (crosta), e um tecido
conjuntivo ndo remodelado, caracteristicas semelhantes ao diabético no 14° dia pos -
leséo.

O tratamento com o gel (DG) nao foi suficiente para reverter os parametros acima
citados do diabético sem tratamento (DNT), e ndo demonstrou efeitos significativos no
controle.

Embora, a morfometria n&do tenha apresentado diferenca significativa quando
comparamos o DNB com o DNT, o tratamento tépico, apenas com a nano branco
(NB), no grupo diabético DNB, n&o foi suficiente para reestabelecer os parametros
morfo-histologicos nessa fase, na ferida diabética; e ndo apresentou maiores efeitos
sobre o grupo controle (NB).

Como podemos confirmar, pela morfo-histologia, o tratamento tépico com nano VITE
2,5% foi capaz de reepitelizar, reestabelecer a malha pantografica da derme e
reestabelecer as células residentes da derme, como fibroblastos e células imunes, no
grupo diabético DVITE 2,5%, a parametros semelhantes ao da pele sem lesao (figura
5 -). Nao consideramos os apéndices celulares, como os foliculos pilosos, que néo
estdo presentes na area da lesdo, mesmo apoés a total cicatrizacao.

No animal controle CVITE 2,5%, observamos um desprendimento do epitélio da
derme, apesar da reepitelizacdo presente. Em ambos o0s grupos, que receberam o
tratamento topico com VITE 2,5%, observou um aumento de células na derme,
principalmente fibroblastos.

Sugerindo, que apenas a Vitamina E, esta atuando na melhora da cicatrizacao,
enguanto o nano branco (NB), ndo foi eficaz em modificar tais parametros analisados
(Figura 38 -).
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Figura 38 - Area da lesdo no 12° dia em camundongos controles e diabéticos
ndo tratados (NT) e tratados com Gel (G), Nano Branco (NB) e Nano VITE 2,5%
(VITE 2,5%). O painel mostra a morfohistologia da leséo, no 12° dia pds - lesdo, nos
grupos controles e diabéticos néo tratados (Controle Nao Tratado — CNT e Diabético
N&o Tratado — DNT) e tratados com Gel (Controle — CG e Diabético — DG), Nano
Branco (Controle — CNB e Diabético — DNB) e NANOVITE 2,5% (Controle — CVITE
2,5% e Diabético — DVITE 2,5%). Coloracdo de HE. EP = epitélio; DE = derme;
cabeca de seta indica células imunes. Objetiva 20 x.
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- 14° DIA: Como ja observado, o grupo diabético (DNT) apresenta um proeminente
atraso na cicatrizacdo quando comparado ao seu controle (CNT) (Figura 21 -).

O tratamento com o gel foi capaz de diminuir a presenca das células imunes, mas néo
reverteu o atraso na reepitelizacdo e ndo diminuiu a presenca de vasos sanguineos
no grupo diabético (DG), quando comparado ao seu controle (CG).

Ja o tratamento topico com a NB atuou de forma positiva sobre a reepitelizacdo, mas
ainda observamos células imunes e neovasos na derme do grupo diabético (DNB),
quando comparado ao diabético ndo tratado (DNT). No grupo controle (CNB) o que
observamos é a recuperacdo da malha pantografica quando comparado ao controle
nao tratado (CNT).

Nos animais que receberam o tratamento topico com a nano VITE 2,5%, o que nos
chama a atencdo é o arranjo das fibras coldgenas da derme, em ambos os grupos. A
reepitelizacdo, a diminuicdo das células imunes e dos neovasos sdo observados
nessa fase, em ambos os grupos tratados. Mas no diabético DVITE 2,5% a morfo-
histologia se assemelha ao controle sem lesdo (Figura 21 -) e ao seu controle CVITE
2,5% (Figura 39 -).
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Figura 39 - Area da lesdo no 14° dia em camundongos controles e diabéticos
nao tratados (NT) e tratados com Gel (G), Nano Branco (NB) e Nano VITE 2,5%
(VITE 2,5%). O painel mostra a morfohistologia da leséo, no 14° dia pos-lesdo, nos
grupos controles e diabéticos nao tratados (Controle Nao Tratado — CNT e Diabético
N&o Tratado — DNT) e tratados com Gel (Controle —CG e Diabético — DG), Nano
Branco (Controle —CNB e Diabético — DNB) e Nano com Vitamina E 2,5% (Controle
— CVITE 2,5% e Diabético — DVITE 2,5%). Coloracdo de HE. EP = epitélio; DE =
derme; V = vaso; cabeca de seta indica células imunes. Objetiva 20 x.
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4.3.4 Fibras colagenas

As analises realizadas com H&E, mostraram um tecido conjuntivo mais denso e
organizado nos animais tratados com a nano VITE 2,5% e nano branco (NB).

Ao avaliarmos por meio da luz polarizada a coloracéo de picrosirius, obtivemos
0s seguintes resultados.

No grupo controle (CNT), na derme da area da lesédo no 12° dia, observamos a
predominéancia de fibras colagenas tipo | fibrosas. Apds o tratamento toépico do grupo
controle, com o gel e a nano VITE 2,5%, obtivemos um padrdo muito semelhante ao
da pele sem lesdo do controle, com a recuperacdo da malha pantogréfica e a
presenca de fibras colagenas tipo | e lll. O mesmo ndo foi observado no grupo
controle, que recebeu apenas a nano branco (NB), permaneceu com as
caracteristicas semelhantes ao controle (CNT) no mesmo periodo (Figura 40 -).

Nos grupos diabéticos, a derme sem lesdo (SL) e a derme lesé@o (NT), no 12° dia
pos-lesdo, a predominancia de fibras colagenas do tipo Ill é nitida ao compararmos
com seus respectivos controles. Os tratamentos tépicos, na derme dos diabéticos
com gel (DG) e nano branco (DNB) foram capazes de aumentar a presenca de fibras
coladgenas tipo |, mas com caracteristicas fibrosas, semelhantes ao controle NT.

O grupo diabético tratado com a nano VITE 2,5% (DITE 2,5%) substitui o
colageno tipo Ill (verde), por tipo | (amarelo e vermelho), o que € um indicio da
maturacdo das fibras colagenas, além de recuperar a malha pantografica,
caracteristica da pele sem lesdo, nos grupos controle e diabético (Figura 40 -).



114

Figura 40 — Fibras colagenas na area da lesdo no 12° dia em camundongos
controles e diabéticos sem lesdo (SL), ndo tratados (NT), tratados com Gel
(G), Nano Branco (NB), Nano VITE 2,5% (VITE 2,5%). O painel mostra as fibras
colagenas tipo |, amarelas a vermelhas, e do tipo Ill, predominantemente verde, na
area leséo, no 12° dia pés - lesdo, nos grupos controles e diabéticos ndo tratados
(Controle Nao Tratado — CNT e Diabético Nao Tratado — DNT) e tratados com Gel
(Controle — CG e Diabético — DG), Nano Branco (Controle — CNB e Diabético —
DNB) e NANOVITE 2,5% (Controle — CVITE 2,5% e Diabético — DVITE 2,5%).
Coloragéao de Picrosirios Red. Aumento 16 x.
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4.3.5 Estresse Oxidativo - MDA

Para avaliarmos o potencial antioxidante das nanoparticulas, aplicadas
topicamente, contendo vitamina E 2,5%, e se a aplicacdo de apenas o gel e a nano
branco teriam efeitos sobre o estresse oxidativo, medimos a reducdo do MDA.

Dentre as variacdes estatisticas encontradas, quando comparamos 0S grupos
entre si, o que vale destacar é a expressiva reducéo do estresse oxidativo no grupo
diabético NANO VITE 2,5% (DVITE 2,5%), quando comparado aos demais
tratamentos em ambos 0s grupos controles e diabéticos ndo tratados e tratados com
gel e nano branco.

Embora, os animais controles, que receberam os diferentes tratamentos
topicos, apresentarem aumento do estresse oxidativo, tal fato ndo interferiu no

fechamento da lesdo e na morfohistologia da area da lesao.
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Figura 41 - Avaliacdo do grau de estresse oxidativo na derme no 14° dia pos -
lesdo em camundongos controles e diabéticos nédo tratados e tratados com gel
(G), nano branco (NB) e Nano VITE 2,5% (NANO VITE 2,5%). Medida do MDA na
derme da area da leséo no 14° dia pos - lesdo, nos grupos controle (C) e diabético (D)
nao tratados e tratados com gel, nano branco e nano VITE E 2,5%. Os valores sao
apresentados como média + erro - padrdo (MDA/mg proteina) de 04 - 07 animais por
grupo. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001 para diferencas significativas em
relacdo ao controle ndo tratado; (##) p < 0.01 para diferencas significativas em relacéo
ao diabético ndo tratado; (&&) p < 0.01, (&&&) p < 0.001 para diferenca significativa
em relacdo ao controle nano VITE 2,5%; (EE£E) p < 0.001para diferencas significativas
em relacdo ao diabético nano VITE 2,5%; (¢¢¢) p < 0.001 para diferencas
significativas em relagédo ao controle nano branca, como indicado por ANOVA two -
way e pos - teste de Bonferroni.
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4.3.6 Citocinas Tratamento Topico

4.3.6.1 Fase Inflamatédria

O padréo de baixos niveis de citocinas inflamatoérias persistiu no grupo diabético
nao tratado.

O tratamento tépico com as nanoparticulas nano branco (NB) e VITE 2,5%
modulou de forma proé-inflamatéria as citocinas IL - 18, KC e IL - 12p40, na fase
aguda, 3° dia po6s - lesd@o, nos grupos controle e diabético, contribuindo para o
aumento das citocinas inflamatorias aqui citadas, o que consequentemente
aumentou o fluxo de células imunes para a area da lesdo, como observado na
analise morfo-histoldgica na derme.

As citocinas TNF - a e IL - 4 ndo foram moduladas pelo tratamento tépico com as

nanoparticulas, nessa fase.
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Figura 42 - Citocinas inflamatérias IL - 18, KC, TNF - a, IL - 12p40 e IL - 4 no 3°
dia pos - lesdo, na derme de camundongos controles e diabéticos néo tratados e
tratados com Nano Branco e Nano VITE 2,5%. Medida das citocinas (por ELISA) na
derme subjacente a lesdo, nos grupos controles e diabéticos ndo tratados e tratados
com nano branco e nano VITE 2,5%. Os valores sdo apresentados como média +
erro - padrédo (pg/mg de proteina) de 3 - 6 animais por grupo. (*) p < 0.05, (**) p <
0.01, (***) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao controle néo tratado;
(##) p < 0.01, (###) p < 0.001 para diferencas significativas em relacdo ao diabético
nao tratado; (&&) p < 0.01, (&&&) p < 0.001 para diferenca significativa em relacao ao
controle nano VITE 2,5%; (£££) p < 0.001para diferencas significativas em relagdo ao
diabético nano VITE 2,5%; (¢¢)p < 0.01, (¢¢¢) p < 0.001 para diferencgas significativas
em relagdo ao controle nano branco, como indicado por ANOVA two - way e pés -
teste de Bonferroni.
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4.3.6.2 Fase Final da Cicatrizacdo - Reparo

Em nosso modelo experimental, a fase final da cicatrizagdo no grupo controle
ocorre no 14° dia pos - lesdo, com a reepitelizacao e recuperacao da area lesionada.

Apébs o tratamento tépico com as nanoparticulas branco (NB) e VITE 2,5%
observamos a aceleragcdo na fase final da cicatrizacdo, que ocorreu no 12° dia pos -
lesé@o, nos grupos controles e diabéticos tratados.

Nesta fase, o tratamento topico com as nano branco (NB) e nano VITE 2,5%
modularam a secre¢do das citocinas inflamatorias IL - 18, KC, TNF - a e IL - 4,
diminuindo seus niveis, na derme dos grupos diabéticos tratados quando comparados
ao grupo diabético nao tratado.

No grupo controle NB, apesar do aumento das citocinas KC, TNF - a e IL -

12p40 o fechamento da leséo nao foi prejudicado.
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Figura 43 - Citocinas inflamatorias IL - 18, KC, TNF - a, IL - 12p40 e IL - 4 no 12°
dia pds - lesdo, na derme de camundongos controles e diabéticos néo tratados e
tratados com Nano Branco (NANO BRANCO) e Nano VITE 2,5% (NANO VITE
2,5%). Medida das citocinas (por ELISA) na derme subjacente a lesdo, nos grupos
controles e diabéticos ndo tratados e tratados com nano branco e nano VITE 2,5%. Os
valores sdo apresentados como média * erro-padrdo (pg/mg de proteina) de 3 - 6
animais por grupo. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001 para diferencas
significativas em relagédo ao controle ndo tratado; (##) p < 0.01, (###) p < 0.001 para
diferencas significativas em relacdo ao diabético ndo tratado; (¢) p < 0.05, (¢¢) p <
0.01 para diferencas significativas em relacéo ao controle nano branco, como indicado
por ANOVA two - way e pos - teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

Estudos sobre a cicatrizacdo deficiente no DM, os mecanismos envolvidos nesta
deficiéncia e sua contribuicdo para as feridas crbénicas, especialmente em membros
inferiores, tém sido amplamente realizados, tanto em humanos (Rosenberg, 1990)
guanto em modelos animais (Fahey lll, et al., 1991; Wetzler, 2000; Papazoglou et al.,
2010), ou ambos (Lima et al., 2012).

Diversas complicacdes de longo prazo do DM, inclusive a cicatrizacao deficiente,
sdo provocadas ou pioradas pelo estresse oxidativo e pelos produtos finais da
glicacdo avancada (AGEs) (Blakytny, Jude, 2006; Brownlee, 2001). Estes ultimos
modificam proteinas de maneira aleatoria, podendo alterar sua funcéo. Neste sentido,
0 uso de antioxidantes para prevenir ou compensar alguns dos efeitos deletérios da
hiperglicemia tem se mostrado uma boa opc¢do para a prevencdo e tratamento de
complicagbes desta doenca (Scott, King, 2004).

Fardoun (2007) associou de forma direta algumas complicacfes decorrentes da
hiperglicemia, como por exemplo, o aumento dos riscos de doencas cardiovasculares
e microangiopatia, aos baixos niveis plasmaticos de vitaminas E e C. A Vitamina C é
essencial para a formacéo do coldgeno (Barnes, 1975) e a deficiéncia de vitamina E
gera anormalidades neuromusculares (Brigelius - Flohe, Traber, 1999). Em diabéticos,
alteracdes nos mecanismos de transporte da vitamina C prejudicam a sua absorcéo e,
consequentemente, a formacao de colageno (Cunningham, 1988).

Existem, no entanto, controvérsias quanto a suplementacdo com antioxidantes.
Estudo recente, por exemplo, demonstrou um aumento da mortalidade de mulheres
mais velhas que foram suplementadas com antioxidantes (Mursu et al., 2011). A
suplementacdo com as vitaminas C e E em pacientes diabéticos tem apresentado
resultados paradoxais, provavelmente devido aos efeitos pré-oxidantes que essas
vitaminas podem exercer, dependendo da concentragcdo (Asleh, Levy, 2010). Por
outro lado, melhoras na disfuncdo endotelial e no processo de cicatrizagao de fraturas
foram observadas com a administracdo de antioxidantes (Alper G et al.,, 2006;
Saris6zen et al., 2002).

Pouco se sabe sobre a atuacdo da associagcdo das vitaminas C e E na
cicatrizagdo de feridas diabéticas. Recentemente, Park e Lim (2011) demonstraram
aceleragcdo do fechamento da lesdo na fase inicial da cicatrizacdo (fase inflamatoria),

em animais diabéticos, apos suplementacdo com as vitaminas C e E na dieta. Os



122

autores observaram reducao da hiperglicemia e atribuiram a melhora na cicatrizacéo a
este fato. No presente estudo, no entanto, a suplementacdo com vitaminas E e C por
via oral ndo alterou o quadro hiperglicémico e os parametros indicativos de DM; além
disso, na fase inicial da cicatrizacdo observamos um atraso na reacao inflamatoria,
inclusive com reducdo do edema na area da ferida.

Embora na derme sem lesdo dos diabéticos a quantidade de macréfagos M1
(MIG) tenha sido ligeiramente maior e a de macrofagos M2 menor que em animais
controle, sugerindo uma maior propensdo a inflamacdo, no 3° dia pés - leséo
observou - se quantidades reduzidas de granulécitos e macréfagos (CD11b), assim
como de neutrofilos (Ly6G) na derme daqueles animais. Estes resultados corroboram
estudos que mostraram alteracbes em diferentes vias de ativagcdo dos macrofagos e
diminuicdo no ndmero de leucdcitos no DM (Miao et al.,2012; Mirza, Koh, 2011). O
retardo no processo inflamatério da ferida em animais diabéticos poderia estar
associado a alteracbes em células endoteliais, aumento da expressdo de moléculas
de adesdo em neutrofilos (Roep et al., 1996), diminuicdo na producdo das espécies
reativas pelos fagossomos (Sato et al, 1992; Wiersma et al., 2008) e de citocinas pré -
inflamatdrias (Fahey 11l et al. 1991).

Na derme sem leséo do grupo controle, no periodo que equivaleria ao 3° dia pés -
lesdo, as Unicas citocinas detectadas foram IL - 18 e IL - 12p40; em diabéticos, ao
contrario, todas as citocinas avaliadas estavam presentes (IL - 1B, TNF - o, IL-4 e IL
- 12p40), confirmando uma tendéncia proé - inflamatoria. Até o presente momento, nao
encontramos descricao a respeito da presenca de citocinas inflamatérias na derme s4,
como realizado em nosso estudo.

De maneira geral, as citocinas inflamatdrias aumentaram na pele dos animais
controle com a lesédo, com excecdo da IL - 4 e IL - 12p40. A IL - 12p40 é produzida por
células dendriticas e macrofagos (Abdi, 2002). O periodo de anélise 72 h apés a leséo
pode ter contribuido para ndo se observar a diferenca no nivel da IL - 12p40 entre
animais sem lesdo e com lesdo, uma vez que o pico da presenca de macrofago M1
ocorre em 42 horas (Mahdavian Delavary et al., 2011). As EROs, naturalmente
aumentadas na lesdo em animais controle devido a presenca das células
inflamatorias, ativam vias como a do NF - kB, que aumenta a producéo de citocinas
inflamatorias; além disso, algumas citocinas, como por exemplo o TNF - a, aumentam
a producdo enddgena de ROS, o que retroalimenta o processo inflamatorio (Droge,
2002).



123

Corroborando os resultados que sugerem uma reacgédo inflamatdria menos intensa
nos animais diabéticos no 3° dia pds - lesdo, as citocinas IL - 1B, TNF - a e IL - 12p40
estavam muito reduzidas em comparacao aos controles. Ebaid et al. (2011) ja haviam
demonstrado niveis reduzidos das citocinas pro-inflamatérias IL - 6, TNF -a e IL - 1B
na fase inicial da ferida em animais diabéticos.

O tratamento com as vitaminas antioxidantes aumentou os niveis das citocinas
pré-inflamatérias TNF - a e IL - 18 nos diabéticos, a niveis semelhantes ao controle.
Além disso, o tratamento aumentou a area da lesé@o e a celularidade da ferida no 3°
dia pdés - lesdo, sugerindo melhora da resposta inflamatéria. Sabe-se que a
administracdo de vitaminas C e E melhora a expressdo das citocinas, sintese da
matriz extracelular e de fatores de crescimento, talvez pela detoxificacdo das espécies
reativas (Scott, King, 2004). A vitamina E, particularmente, reage diretamente com o
radical peroxil, superéxido e o oxigénio singlet, protegendo as membranas da
peroxidacgéo lipidica. A vitamina C, por sua vez, além da agéo antioxidante, recicla o
radical tocoferil na forma de tocoferol (Maritim et al., 2003).

Na fase tardia da cicatrizacdo, houve atraso na reepitelizacéo e todas as citocinas,
inclusive KC (IL - 8) e exceto IL - 12p40, estavam significativamente aumentadas nos
diabéticos, em compara¢cdo aos animais controle com lesdo. Além disso, macrofagos
M1 (MIG") estavam aumentados e M2 (CD206") estavam reduzidos, sugerindo uma
persisténcia da reacao inflamatoria nos diabéticos, enquanto os animais controle ja
apresentavam melhor resolucao da ferida. Neste sentido, estes resultados confirmam
os resultados relatados por Gonzalez et al. (2012), mostrando que na fase cronica da
cicatrizacdo, mondcitos derivados de pacientes diabéticos apresentaram aumento da
producado das citocinas pro-inflamatorias TNF - a, IL-8,IL -6 e IL - 1B em relacdo a
mondcitos de pacientes normoglicémicos. E possivel que a persisténcia de
macrofagos na fase final da cicatrizacdo esteja relacionada ao aumento das
quimiocinas MIP - 2 (Proteina Inflamatéria para Macroéfago tipo 2) e MCP - 1 (Proteina
Quimiotética para Macréfago tipo 1), produzidas por macréfagos e queratindcitos em
animais diabéticos, conforme reportado anteriormente para camundongos db/db
(Wetzler et al., 2000; ) e animais induzidos ao diabetes (Ebaid et al., 2011). Mirza et
al. (2011) recentemente descreveram alteracdes nas vias de ativacdo de macrofagos
na fase crénica da cicatrizacdo em diabéticos, resultando na persisténcia de citocinas

e células inflamatérias e contribuindo para o atraso na cicatrizacdo da ferida.
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Fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais sdo estimulados pelos macréfagos
(Mahdavian Delavary et al., 2011).

Sen e Roy (2008) fizeram uma extensa revisdo sobre a acdo de EROs em todas
as fases do processo de cicatrizagdo. Estas moléculas tém, como funcdo priméaria,
atuar como agentes “desinfetantes” da ferida, mas também exercem papel de
mensageiros de sinalizacao celular em diferentes vias. A producdo excessiva das
espécies reativas (EROS e ERNSs), no entanto, exacerba a resposta inflamatoria,
sobrecarregando o sistema antioxidante (Wagener et al., 2013). Macréfagos ativados
na presenca de estresse oxidativo intensificaram a resposta inflamatéria (Marcil et al.,
2011). Por outro lado, a vitamina C protegeu os macréfagos contra o estresse
oxidativo durante a fagocitose e preservou o a - tocoferol nas membranas celulares
(May et al., 2005).

Neste estudo, o tratamento com antioxidantes melhorou o aspecto da ferida,
estimulando a reepitelizacdo. Também reduziu a quantidade de macréfagos M1 nos
diabéticos em relacdo ao controle, concomitantemente a uma reducédo de todas as
citocinas, especialmente KC e IL - 4, que ficaram com niveis menores que aqueles
observados nos animais controle.

As enzimas antioxidantes enddégenas séo responsaveis pelo equilibrio dos niveis
de espécies reativas, para que o processo inflamatorio seja mantido, sem danos
teciduais excessivos (Schafer, Werner, 2008; Wagener et al., 2013). O MDA e o0s
hidroperéxidos lipidicos (LPO) podem ser considerados biomarcadores do estresse
oxidativo (Ho et al.,, 2013). Os aldeidos reativos como 4 - HNE e o MDA séo
compostos carbonila reativos (CCR), moléculas estaveis e, por isso, mais danosas
gue as EROS. Os CCR sao considerados segundos mensageiros dos radicais livres e
séo capazes de gerar uma inflamacao de baixa intensidade (Jaganjac et al., 2013).

A funcéo principal das enzimas antioxidantes como a catalase, glutationa redutase
(GR), peroxidase (GPx) e Superoxido Dismutase (SOD) é detoxificar as espécies
reativas, transformando-as em espécies nao radicalares, como por exemplo o
peréxido de hidrogénio, ou em agua (Bickers, Atha, 2006). O peroxido de hidrogénio é
convertido em agua e oxigénio pela glutationa peroxidase ou catalase, na mitocondria
e lisossomos (Johansen et al., 2005). A funcdo da enzima glutationa redutase (GR) é
converter a glutationa oxidada (GSSG) em glutationa (GSH), que atua como um

antioxidante intracelular (Halliwell, Gutteridge, 2012).
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Maritim et al. (2003), em uma revisdo, concluiram que em modelos experimentais
de diabetes em animais a atividade das enzimas antioxidantes esta reduzida. Num
estudo recente utilizando homogenato de feridas diabéticas, as enzimas catalase e
GPx apresentaram atividade diminuida, enquanto SOD apresentou atividade
aumentada (Lavanya et al., 2012). Aparentemente, diferentes atividades enziméticas
antioxidantes podem ser observadas na pele sd e na pele lesada em animais
diabéticos (Schafer, Werner, 2008).

No atual estudo diferengas na atividade das enzimas antioxidantes na pele sem
lesdo foram observadas apenas apés 44 dias de DM (14° dia po6s - lesdo). Houve
aumento da catalase, GR e GPx, enquanto a SOD nao se alterou. Na fase tardia da
cicatrizacdo, no diabético houve aumento da catalase e GPx em comparacdo ao
controle, o que foi muito atenuado apds o tratamento com vitaminas antioxidantes. A
persisténcia das citocinas inflamatérias e leucdcitos, que por si s6 aumentam a
liberacdo de espécies reativas no local da lesdo, certamente contribuiu para o
aumento da atividade enzimatica. A reducdo dos niveis da atividade das enzimas
antioxidantes e da producdo de CCR e MDA em animais diabéticos tratados com
antioxidantes sugerem que o tratamento foi efetivo na modulacdo do estresse
oxidativo na fase final da cicatrizacao.

O resultado mais curioso, no entanto, foi observado na fase inicial da cicatrizacéo
(3° dia pés - lesdo). Os animais diabéticos apresentaram aumento significativo de
todas as enzimas estudadas; o tratamento com vitaminas antioxidantes n&o alterou a
atividade destas enzimas nos animais diabéticos, mas houve um aumento desta
atividade em animais controle. E possivel que o tratamento com vitaminas tenha
exercido um efeito pré - oxidante em animais normoglicémicos, mas isso ndo afetou
negativamente o fechamento da ferida naqueles animais. Se esta hipOtese é
verdadeira, a quantidade de MDA ndo foi alterada nos animais controle, embora tenha
sido reduzida apés o tratamento com antioxidantes em animais diabéticos ao longo de
toda a cicatrizagdo. Como ele também €& um marcador do estresse oxidativo, a
melhora no nivel das citocinas pode ser atribuida a reducédo do estresse oxidativo.

Para avaliarmos se o aumento da atividade das enzimas antioxidantes no
diabético atuava sobre a peroxidacgéo lipidica avaliamos, além do MDA, a presenca de
hidroperoxido lipidico (LPO), que € um produto intermediario da peroxidacéo lipidica
(Halliwell, Gutteridge, 2012). Elevadas concentracfes de LPO foram encontradas no
figado, rins e pancreas de animais diabéticos (Prabakaran, Ashokkumar, 2012).
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Surpreendentemente, ndo observamos diferengas no conteudo de LPO na
derme sem lesdo dos animais diabéticos, quando comparados aos controles. Na
derme com lesdo, tanto na fase inicial quanto na fase tardia da cicatrizacdo, a
concentragcdo de LPO estava reduzida nos diabéticos, resultado contrario ao
esperado, ja que outros estudos relataram um aumento de LPO nos diabéticos
(Girotti, 1998; Toppo et al, 2009). E possivel que a reducéo de LPO nestas condi¢cdes
estivesse relacionada a elevada atividade da enzima GPX, que é capaz de reduzir o
LPO. Corroborando esta hipétese, animais controle apresentaram maior quantidade
de LPO e menor atividade de GPx. Por outro lado, o tratamento com antioxidantes
reduziu a atividade da GPx e catalase, sem alterar os niveis de LPO.

Estudos realizados com as vitaminas C e E utilizadas isoladamente em diferentes
tecidos e células mostraram reducéo da peroxidacgéo lipidica (McArdle et al., 2009). A
vitamina C diminuiu o ion superdxido (Mandl et al., 2009) e inibiu o fator de transcri¢cao
AP - 1 (que exerce um papel chave na inducédo da apoptose); no entanto, ativou NFk -
B (fator de transcricdo que aumenta a producdo de citocinas) em queratindcitos
submetidos ao estresse oxidativo provocado pela irradiagdo (Catani et al., 2005). A
vitamina E, por sua vez, exerceu um efeito protetor contra a citocina pro-inflamatoria
TNF - a (Li et al., 2012) e melhorou a cicatrizacdo em animais diabéticos
geneticamente modificados (Galeano et al., 2001).

A suplementacdo associada das vitaminas E e C melhorou os niveis glicémicos,
quando associada a agentes hipoglicemiantes (Alper et al., 2006) ou mesmo sem
estes agentes (Park, Lim, 2011). Conforme ja mencionado, neste estudo a
hiperglicemia nao foi afetada pela suplementacdo com estas vitaminas.

Com base nos resultados apresentados, sugerimos que o tratamento com as
vitaminas antioxidantes C e E via oral atuou da seguinte forma sobre a cicatrizacao
dos animais diabéticos:

1) Reduziu o estresse oxidativo, como verificado pela redugcdo de MDA e da

atividade das enzimas antioxidantes, catalase e glutationa peroxidase;

2) Modulou o ambiente da ferida pelo aumento da atividade da glutationa
redutase, que torna a glutationa disponivel recuperando a homeostase na area
da leséo;

3) Modulou a presenca de macrofagos na area da lesdo na fase final da
cicatrizagéo, o que resultou na diminui¢cdo das células inflamatorias, citocinas e

recuperou o atraso na reepitelizacao.
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Assim, podemos concluir que o tratamento sistémico a curto prazo com as
vitaminas antioxidantes melhorou a cicatrizacdo de feridas diabéticas sem alterar a
glicemia, mas melhorando o balanc¢o redox na ferida.

Uma vez que o tratamento sistémico apresentou resultados estimulantes, o
proximo passo foi testar a aplicacdo de vitaminas antioxidantes num tratamento
topico. Para isso, optamos por utilizar a nanomedicina, que consiste do emprego de
diferentes carreadores em escala hanométrica contendo componentes bioativos, com
beneficios médicos e farmacéuticos. Tem sido muito utilizada para o tratamento de
doencas do sistema nervoso central e cancer (Devalapally et al., 2007; Naahidi et al.,
2013).

O tamanho da nanoparticula é importante para a sua penetracdo tecidual ou
celular, para a liberagcdo da carga e para a estimulacdo de células do sistema
imunolégico, em alguns casos (Borel, Sabliov, 2014; Naahidi et al., 2013). As
nanoparticulas lipidicas (NLs) sdo excelentes carreadores para as mais diversas vias
de aplicacdo, como por exemplo a via oral, retal, parenteral, vaginal, dptica e qualquer
outra aplicacao tépica sobre pele ou mucosas. Também é excipiente para cosmeéticos
(Naahidi et al., 2013). Estudos realizados para avaliar a penetracdo das NLs na pele
sem lesdo demonstraram penetracdo na epiderme e alcance até a derme, superior a
de um creme base (Kendall, Nicolaou, 2013; Kiichler et al., 2009; Lombardi et
al.,2005).

As nanoparticulas lipidicas (NLs) sao consideradas seguras, por exibirem uma
excelente tolerabilidade, uma vez que sao formuladas com lipidios biodegradaveis e/ou
com caracteristicas fisiologicas (Pardeike et al., 2009). Mesmo assim, a hanotoxicologia
tem se desenvolvido rapidamente, tendo como fungdo avaliar a seguranca e o0
desenvolvimento de novos nanomateriais (Crosera et al., 2009). A escolha do
excipiente para a formulacdo das NLs € de extrema importancia, pois ele confere
estabilidade a particula; dentre os diferentes lipideos testados, os triglicerideos tém
sido considerados os mais apropriados para este fim (Radomska-Soukharev, 2007).

Desenvolvemos nanoparticulas lipidicas soélidas (NLSs) utilizando a manteiga de
cacau como excipiente, para aplicacdo topica da vitamina E. A composi¢cdo quimica da
manteiga de cacau consiste de triglicerideos, acidos graxos saturados e insaturados e
alfa - tocoferol, dependendo da origem do cacau (Beppu et al., 2013; Buchgraber et al.,
2004). Embora existam poucos estudos utilizando este excipiente, um estudo com

incorporagcdo de doxorubicina revelou eficacia na redugdo do crescimento de
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glioblastoma (Kuo, Liang,2011). O presente estudo é o primeiro associando NLSs
formuladas com manteiga de cacau contendo vitamina E. Verificamos, na fase de
caracterizacdo das NLSs, a confirmacdo da escala nanométrica e uma excelente
capacidade de encapsulacdo do antioxidante lipolitico, o que garante sua protecao
contra agentes oxidantes externos e uma liberacdo lenta. As caracteristicas fisico -
quimicas, pH e viscosidade foram adequados para a aplicacdo na pele, além da
estabilidade ao longo do tempo.

O Carpobol®UIltrezTM é um polimero utilizado para dar consisténcia a
formulagbes como logdes, cremes e géis (Jiménez et al., 2007) e foi utilizado neste
estudo nas formulacdes de NB e NANO VITE 2,5%. Testes de viscosidade e tamanho
realizados em NLSs incorporadas ao Carbopol mostraram que as mesmas nao foram
afetadas pelo gel, conforme esperado (Hurler et al., 2013). O grupo gel foi utilizado
como um controle adicional, embora com limitagcdes. Embora seja um veiculo inerte, o
gel cria um meio Umido na superficie da ferida, o que estimula a sintese de colageno e
acelera o crescimento e migracdo das células epiteliais. O gel protege a ferida e
proporciona alivio da dor, por manter Umidas as termina¢gfes nervosas. A camada
impermeével a 4gua e gases promove isolamento térmico e hipdxia, o que estimula a
angiogénese. A inibicdo do crescimento bacteriano € potencializada pelo
microambiente acido promovido pela oclusdo com este polimero (Jiménez et al.,
2005). Um estudo utilizando aplicacdo de hidrogel em feridas diabéticas mostrou
melhora no fechamento da ferida, mas sem alterar os niveis de MDA (Almeida et al.,
2012). No presente estudo, o tratamento com o gel melhorou o fechamento da leséo,
embora a andlise histologica no 14° dia tenha revelado um atraso na reepitelizacéo e
no processo de cicatrizacdo, com a persisténcia de vasos neoformados e células
inflamatérias.

O tratamento topico utilizando apenas as NLSs (sem vitamina E, denominada
por nés “nano branco” — NB) foi suficiente para melhorar os parametros morfologicos e
inflamatdrios nas feridas de animais diabéticos na fase inicial da cicatrizagcdo. Acidos
graxos oleico e linoleico estdo presentes na composicdo da manteiga de cacau, e
diversos estudos realizados com animais suplementados com esses acidos graxos
demonstraram melhora da cicatrizagdo nesta fase (Rodrigues et al., 2012;
Kendall, Nicolaou, 2013).

No 12° dia pos - leséo, no entanto, os animais diabéticos tratados apenas com a

NB ainda apresentavam persisténcia de células inflamatérias e atraso na
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reepitelizagdo. Interessantemente, Gasser (2008) realizou um estudo mostrando que a
manteiga de cacau aumentou a quantidade de colageno tipo | no 122 dia pés - lesédo. O
presente estudo corrobora estes resultados, ja que a NB melhorou a organizacdo de
coladgenos fibrilares, embora ndo tenha favorecido o fechamento da ferida. Por outro
lado, os resultados descritos na literatura sdo controversos e ja foram relatados efeitos
adversos de alguns componentes da manteiga de cacau. Por exemplo, um estudo
utilizando acido palmitico, presente em grande quantidade na manteiga de cacau,
mostrou prejuizo a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de coldgeno
(Kendall, Nicolaou, 2013).

As NLSs solidas sdo excelentes carreadores para componentes ativos
lipofilicos, por imobilizar os elementos ativos pela estrutura da nanoparticula,
resultando em um aumento da protecao quimica e em uma liberacédo prolongada (Bilia
et al., 2014). Por exemplo, NLSs com cetalpalmitado como excipiente, contendo
vitamina E 5%, apresentaram boa penetrabilidade (Dingler et al., 1999). No presente
estudo, na fase inicial da cicatrizacdo, os animais diabéticos que receberam o
tratamento topico com a NANO VITE 2,5% apresentaram resultados semelhantes aos
observados nos animais que receberam NB, com relacao a area da ferida e niveis de
citocinas. A andlise histolégica foi sugestiva de um aumento da celularidade,
compativel com uma melhora da resposta inflamatoria.

Trombino (2009) demonstrou que a aplicacdo de NLSs contendo alfa - tocoferol
e betacaroteno reduziu a peroxidacao lipidica provocada pela exposicdo aos raios
UVA. Um resultado equivalente foi observado por nés no 12° dia pés - leséo, devido a
reducdo de MDA na derme subjacente a lesdo em animais diabéticos que receberam
NANO VITE 2,5%, quando comparados aos demais grupos do estudo. A reducao de
MDA indica modulacdo do estresse oxidativo na ferida, o que pode ter contribuido para
a reducdo do tempo de cicatrizacdo em diabéticos tratados com a NANO VITE 2,5% de
18 para 12 dias, uma melhora de 33,3%. Observou - se também naqueles animais uma
reducdo nos niveis das citocinas inflamatorias, reepitelizacdo e recuperacdo das
caracteristicas da pele.

O principal componente da matriz extracelular da derme é o colageno fibrilar do
tipo |, embora outros tipos de colagenos fibrilares também estejam presentes (Ali -
Bahar et al., 2004; Chalikias, Tziakas, 2014; Ottani et al., 2002). Animais diabéticos
apresentam menor producéo de colagenos tipos | e lll na lesdo (Bermudez et al., 2011;
Caskey et al., 2013; Zgheib et al., 2014). Nossos resultados utilizando coloracdo com
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Sirius Red (técnica de Picrosirius), que evidencia colagenos fibrilares, corroboram esta
conclusdo para a ferida no 12° dia. O tratamento topico melhorou significativamente a
producao de colageno na ferida.

Concluimos, portanto, que o tratamento topico de feridas cutdneas de animais
diabéticos com NLSs formuladas com manteiga de cacau como excipiente contendo
vitamina E 2,5% restaurou a cicatrizacdo, melhorando os parametros inflamatorios,

acelerando a reepitelizacdo e estimulando a sintese de colagenos.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, sugerimos que o tratamento com as
vitaminas antioxidantes C e E via oral e tratamento tOpico com as nanoparticulas
lipidicas sélidas, atuaram das seguintes formas sobre a cicatrizacdo dos animais
diabéticos:

4) Reduziu o estresse oxidativo, como verificado pela reducdo de MDA e da

atividade das enzimas antioxidantes, catalase e glutationa peroxidase;

5) Modulou o ambiente da ferida pelo aumento da atividade da glutationa
redutase, que torna a glutationa disponivel recuperando a homeostase na area

da lesao:;

6) Modulou a presenca de macrofagos na area da lesdo na fase final da
cicatrizac@o o que resultou na diminuicdo das células inflamatorias, citocinas e

recuperou o atraso na reepitelizagéo.
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