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RESUMO

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

A cicatrizacdo deficiente € uma complicacdo frequente do Diabetes Mellitus
(DM), contribuindo para a formacao 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 cronica. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administragéo sistémica (por via
oral) e topica (utilizando nanoparticulas lipidicas sdélidas — NLSs) de vitaminas
antioxidantes na cicatrizacdo de feridas cutaneas em camundongos diabéticos.
O DM foi induzido com Aloxana. Apés 30 dias, uma ferida dorsal foi realizada e
0s 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 inflamatérias (citometria de fluxo para
marcadores MIG, CD 206, CD 11b e Ly6G), citocinas pro e anti - inflamatorias
(ELISA para IL -1B, IL — 4, KC, IL -12p40 e TNF — a), atividade das enzimas
antioxidantes catalase, glutationa redutase, glutationa peroxidase e superéxido
dismutase, concentracdo de marcadores de estresse oxidativo (malondialdeido
e hidroperoéxido lipidico) e andlise do colageno fibrilar pela técnica Picrosirius.
Os resultados mostraram um atraso nha cicatrizacdo das feridas em animais
diabéticos (fechamento aos 18 dias vs. 14 dias para animais controle), menor
intensidade da reacao inflamatéria na fase inicial da cicatrizacdo ( 3° dia) e
aumento do estresse oxidativo. Na fase tardia da cicatrizacdo (14° dia)
observou — se uma persisténcia da reacdo inflamatoria, atraso na
reepitelizacdo e menor contetdo de colagenos fibrilares em animais diabéticos.
O tratamento com vitaminas antioxidante, tanto sistémico quanto tdpico, foi
completamente efetivo na aceleracdo da cicatrizagdo das feridas,
especialmente em animais diabéticos, por meio da modulacdo do estresse
oxidativo e da reacdo inflamatdria. As NLSs confeccionadas com manteiga de
cacau mostraram - se um excelente veiculo para a administracdo topica de
vitamina E na pele, apresentando também efeitos positivos para a cicatrizacéo
mesmo sem a vitamina. Concluimos que o tratamento com vitaminas
antioxidantes E e C favorece a cicatrizacdo cutanea em diabéticos, mesmo
guando administrado por poucos dias, ndo sendo contra - indicado para
individuos normoglicémicos.

Palavras-chave: Diabetes. Cicatrizacdo. Inflamagdo. 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)]. Sado Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo 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 - 1B, 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.



1 INTRODUCAO
2.01.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de desordens metabdlicas
caracterizado por hiperglicemia crbnica, causado por uma deficiéncia na
producéo de insulina (diabetes tipo 1) e/ou por resisténcia tecidual & 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 populacédo (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
sao fatores que contribuem para o aumento da prevaléncia do DM em adultos
de diferentes faixas etarias, contribuindo para a infertiidade masculina
(Mascarenhas et al, 2012), regulacao epigenética (Mark, 2014) e muitas outras
complicacbes, dentre elas a cicatrizacdo deficiente (Danaei, 2011). A
cicatrizacdo cutanea deficiente contribui para a ocorréncia de feridas cronicas,
especialmente em membros inferiores, que acometem cerca de 15% dos
pacientes (Yach et al., 2006). O processo de cicatrizacao cutanea pode durar
10 x mais num individuo diabético quando comparado a um normoglicémico,
reduzindo a qualidade de vida dos pacientes e aumentando os gastos do
sistema publico de saude. Outras complicacdes do DM que contribuem para as
feridas crbnicas 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 complicacbes que
acometem o sistema vascular, rim, retina e nervos periféricos, (Brand-Williams,
1995, Maritim et al., 2003; Penfornis et al., 201; Tsilibary, 2003). Algumas

destas complicagdes, a longo prazo, podem ser fatais.

3.01.2 A Pele

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

cerca de 2 m?), correspondendo a 16% do peso corpéreo. Seus tecidos



constituintes sao a 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 sdo 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 é constituida principalmente pelos queratinécitos, 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 ceélulas de Merkel
(mecanorreceptores); Camada Espinhosa, na qual os queratinécitos unem-se
entre si por desmossomos, rica em células de dendriticas de Langerhans e
linfécitos T, ambos tipos celulares transientes; Camada Granulosa, com funcéo
de barreira (secrecdo de material lipossolavel); Camada Lucida, transicdo para
a camada cérnea evidente apenas na pele espessa; Camada CdOrnea, mais
externa, constituida por queratindcitos 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 cornea 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 € 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 coloragdo) apdés 14dias em cultura na interfase no ar-liquido (a esquerda).
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Desenho esquematico das correspondentes camadas celulares da epiderme humana, em
comparacdo com a morfologia da pele humana reconstruida (direita). Fonte:
http://reconstructed-human-epidermis.com

Entre as principais funcbes da pele estdo a protecdo contra
desidratacdo, contra agentes invasores, raios solares e agressdes mecanicas.
A pele também € importante para a manutencdo da homeostase corporea 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 eicosanoides, endocanabindides e esfingolipidios
intimamente envolvidos na homeostasia da pele, inflamagdo e imunidade
(Kendall, Nicolaou, 2013). Queratinécitos também secretam diferentes citocinas
pro - inflamatorias (Lai - Cheong, McGrath, 2013; Venus, Waterman 2010), além
de expressar proteinas do inflamassoma (Feldmevyer 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 degradacdo da matriz extracelular -
MEC), células endoteliais, macréfagos e mastocitos. 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 higroscopico que auxiliam na fungéo de resisténcia a tracado, resiliéncia e

elasticidade da pele (Lai - Cheong, McGrath, 2013; Venus, Waterman 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357303913001114
https://www.researchgate.net/researcher/10764784_Laurence_Feldmeyer
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357303913001114

A principal célula da derme € o fibroblasto, que sintetiza e degrada
coladgenos 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 Paccini e Meissner sdo responsaveis pelas sensacoes

tateis e de pressao. (Venus, Waterman 2010).
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Figura 2 - Esquema da derme e seus componentes. Esquema apresentando as diversas
células da derme como neutréfilos, macréfagos, linfécitos, mastécitos, fibroblastos e estruturas
capilares, fibras colagenas.

Fonte: http://legacy.owensboro.kctcs.edu/gcaplan/anat/images/Imagel16.gif
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O tecido subcutaneo é um tecido conjuntivo frouxo com muitos
adipocitos, unido a derme e aos 6rgdos subjacentes. E responsavel pelo
deslizamento da pele sobre as estruturas nas quais se apoia. Em individuos
nado obesos, cerca de 80% da gordura corpdrea esta no tecido subcutaneo (Lai -
Cheong, McGrath, 2013; Venus, Waterman 2010).

4.01.3 Cicatrizacéo de Feridas Cutaneas

O processo de cicatrizagcdo visa a recuperagcao da homeostase da pele e
apresenta uma evolugéo natural em fases, desde que ndo existam fatores que

contribuam para que o processo se torne cronico.
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A cicatrizacdo pode ser de primeira ou de segunda intencdo, dependendo
da proximidade dos bordos da ferida entre si. Na cicatrizacdo por primeira
intencdo as bordas estdo préximas (por exemplo, em processos cirurgicos de
pequeno porte que recebem sutura) e ha uma menor perda de tecidos. Na
cicatrizacdo por segunda intencdo ha perda extensa de tecido (por exemplo,
em queimaduras e cirurgias de grande porte). O tempo de recuperagédo €
peculiar a cada tipo de cicatrizacao (Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005).

Em condi¢gbes normais, a cicatrizacdo pode ser dividida em trés fases
que se sobrepdem. A primeira fase é denominada inflamatoria, caracterizada
pela hemostasia, formacao do coagulo e recrutamento de células inflamatérias
principalmente, neutréfilos e macréfagos (Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005). A
presenca de um macico infiltrado inflamatério com células fagocitarias propicia
a producao de proteases que degradam os restos celulares e a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Beldon, 2010; Gurtner et al., 2008;
Lowry, 1993), assim como a producédo de fatores quimiotaticos e citocinas pro-
inflamatérias, como por exemplo IL - 6, IL - 18 e o Fator de Necrose Tumoral -
a (TNF - a). Estas citocinas atuam como mediadores da ativacédo do fator de
transcricio NFkB e da producdo de mais EROs durante 0 processo
inflamatorio, que retroalimentam positivamente a reacao inflamatéria (Beldon,
2010; Enoch, Leaper, 2005; Gurtner et al., 2008; Lowry, 1993). Fibroblastos e
queratinécitos também participam nesta fase produzindo citocinas, fatores
quimiotaticos e fatores de crescimento (Enoch, Leaper, 2005; Gurtner et al.,
2008; Lowry, 1993).

A segunda fase denomina-se de formacdo do tecido de granulacéo,
iniciando-se no 3° dia e terminando aproximadamente no 52 dia pés - leséo,
quando a quantidade de células inflamatorias, niveis de citocinas pro -
inflamatorias e EROS decaem (Enoch, Leaper, 2005; Beldon, 2010). Nessa fase
observa-se proliferacdo, migracéo e diferenciacao 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), proliferacao e diferenciacdo de fibroblastos e sua diferenciacéo
em miofibroblastos, células contrateis que auxiliam na contracéo da ferida. Os
queratinécitos migram da borda para o centro da lesdo (reepitelizacdo), em

grande parte estimulados por fatores de crescimento secretados pelos
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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
queratindcitos e células endoteliais, substituicdo de grande quantidade de
colageno do tipo Il por colageno do tipo I, reducdo do namero de fibroblastos e
macréfagos e reepitelizacdo (Beldon, 2010; Enoch, Leaper, 2005; Gurtner et al,
2008; Martin,1997; Park e Lim, 2011; Schafer, Werner, 2007). A area da leséo
torna-se mais resistente as tensées, 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).

5.01.4 Cicatrizagdo 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
econdbmico aos 6rgdos de saude (Wounds International, 2013). Parte deste
problema deve-se a cicatrizacao deficiente, que tem como fatores contribuintes
um aumento na geracdo 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 0 processo
inflamatério, resultando em uma ferida crénica de dificil cicatrizacdo (Wounds
International, 2013; Menke, 2008).

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

A fase inflamatodria inicia-se de forma lenta, com um menor numero de
células inflamatdrias, principalmente neutréfilos e macrofagos, o que reduz a
atividade bactericida (Cavanagh, 2005; Komesu et al, 2004; Menke, 2008); na
epiderme o numero de células de Langerhans esta reduzido (Strom et al.,
2014). A geracao aumentada de EROs resulta na producéo persistente de

citocinas e fatores quimiotéticos, contribuindo para o recrutamento das células
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inflamatorias adicionais para o local da lesdo (Blakytny, Jude, 2006; Menke,
2008; Ochoa et al.,2007; Rosenberg, 1990).

Na fase de formacao 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 inflamatorios como o COX - 2 e INOS
(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 das MMPs e reducdo dos seus inibidores,
diminuicdo na sintese de coladgeno (Spanheimer et al., 1988), deficiéncia na
migracéo 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 - q, IL -
1, IL -6, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL5, e CXCLS8. Os processos celulares afetados pela
diabetes incluem migracdo anormal de queratinécitos e fibroblastos; proliferacdo e apoptose
aumentados; polarizagdo de macréfagos anormais (aumento de macréfagos pro - inflamatérios
- M1, e diminuicdo macrofagos anti - inflamatérios - M2); recrutamento prejudicado de células-
tronco mesenquimais (MSCs) e células progenitoras endoteliais (EPCs), e diminuicdo da
vascularizaco. Fonte: Xu et al., 2013.



Na fase de reparo, ainda se observa a reduzida migracéo de queratindcitos,
persisténcia de células inflamatérias, com elevados niveis das citocinas
inflamatorias, elevada atividade de MMPS (por exemplo MMP - 9), grande
guantidade de EROs e reducéo da atividade de enzimas antioxidantes como a
glutationa, catalase, superoxido 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, ha aumento de produtos da
peroxidacao lipidica como o malondialdeido (MDA) e 4 - hidroxi- 2 — nonenal
(4-HNE).

6.0 1.5 Estresse Oxidativo e Agentes Antioxidantes

A geracao de EROs na pele e outros tecidos € consequéncia natural do
metabolismo celular, como por exemplo os EROs gerados pela cadeia
respiratéria na mitocondria (Wagener et al., 2013). O DM esta entre as doencas
cronicas que aumentam a producdo das EROs pela oxidacdo aumentada da
glicose; estes podem contribuir para modificacbes ndo especificas em
proteinas, lipideos de membranas (peroxidacdo lipidica) e acidos nucléicos,
resultando em danos bioldgicos 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 complica¢des crénicas dessa
doenca (Evans et al., 2002; Péres Matute et al., 2009), principalmente por
agravar o processo inflamatério (Wagener et al., 2013).
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O estresse oxidativo € definido como a geracdo em excesso e/ou uma
deficiéncia na remocdo das EROs (ions superéxido, hidroxila, peréxidos e
hidroperéxidos, 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 oxidacdo do
substrato (Halliwell, Gutteridge, 1999). O desequilibrio entre os sistemas
antioxidantes e as espécies moleculares reativas (EROs e ERNSs) geradas em
condicBes patoldgicas resulta em alteracbes nas estruturas celulares como a
peroxidacao lipidica nos lipidios formadores das membranas celulares, glicacao
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 superoxido; outro
exemplo é a ,geracdo de AGEs, que aumentam a geragdo de EROs (Brownlee,
2001; Inoguchi, et al. 2000; Wagener et al., 2013). A via dos poliéis, 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 producéao de citocinas inflamatorias (IL - 6, TNF -a e IL -
18) (Huebschmann et al., 2006), promovendo a persisténcia de células
inflamatdrias e a geragdo de mais EROs (Brownlee, 2001; Greenhalgh, 2003;
Martin et al., 2003; Péres Matute et al., 2009; Scott, King, 2004).
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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 biomarcadores: enzimaticos (enzimas amplamente distribuidas na
pele - catalase, SOD, glutationa redutase — GSH - redutase, glutationa
peroxidase — GSH - Px, perorodoxina - Prdx, MDA, 4 - HNE e F2 -
isoprostanoides, que sdo produtos da peroxidacao lipidica (Johansen et al.,
2005; Niki, 2009; Wagener et al., 2013). No DM alguns biomarcadores né&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 lipdico e N-

acetilcisteina, dentre outros, preveniram os efeitos deletérios da hiperglicemia



sobre a sintese da MEC, producdo de citocinas e crescimento celular (Scott,
King, 2004). Um estudo utilizando tratamento com vitaminas C e E
combinadas, administradas por via oral, apresentou notével efeito foto-protetor,
quando comparado ao uso individual destas vitaminas. O uso tdpico 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).

7.01.6 Vitaminas Ee C

A vitamina E foi descoberta em 1922 por Evans e Bishop; presente
principalmente nos 6leos, sementes, milho, soja, vegetais, margarina, nozes,
folnas 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 é
responsavel pela solubilidade da vitamina. Esses isémeros lipidicos se dividem
em 2 grupos, o grupo dos tocoferdis e tocotriendis, ambos subdivididos nas
fragbes saturadas a-, -, y- e & (Figura 6) (Azzi, Stocker, 2000; Bjorneboe et
al.,1989; Berdnikovs et al., 2009; NRC,1989; Sen et al., 2006; Uchida et al.,
2011).

Figura 6 - Estrutura quimica do Acetato de Vitamina E.
Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/isummary/summary.cgi?cid=86472&loc=ec_rcs

Essa estrutura propicia aos tocoferois agirem como antioxidantes lipidicos,
pois é capaz de doar um hidrogénio do grupo hidroxila (presente no anel) aos

radicais lipidicos produzidos na cadeia de reacdes da peroxidacdo lipidica,



dando origem ao radical tocoferil. Este pode voltar a se tornar a - tocoferol pela
acdo redutora do &cido ascorbico ou glutationa, dentre outros (Azzi, Stocker,
2000; Kamal-Eldin, Appelgvist, 1996).

Acredita-se que a funcdo primaria da vitamina E € 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 fracéo alfa (a) do tocoferol tem como principal funcdo ser antioxidante,
com efeitos anti - inflamatoério e imunoestimulante (Keller, Fenske, 1998; Tahan
et al., 2011). Além disso, modula vias de sinalizacdo celular, a expressao de
proteinas (Chow, 1991; Keller, Fenske, 1998; Traber, Stevens, 2011; Wang,
Quinn, 1999), a geracao de prostaglandinas e outros produtos da peroxidacéo
(Chow, 1991).

Devido a sua caracteristica lipofilica, 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 biologica. Sua configuracdo na forma natural ocorre
como RRR, enquanto na forma sintética o a-tocoferol € formado por uma
mistura racémica dos 8 tipos de esteroisomeros 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¢cdo, pelo HDL (Azzi,Sotcker, 2011;
Bjorneboe et al.,1989; Brigelius-Flohe, Traber,1999; Hacquebard, Carpentier,
2005). A quantidade diaria 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 guantidade preconizada é 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 absor¢cédo 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 concentracdes plasméaticas e teciduais
de vitamina E no diabetes apresentaram resultados controversos (Maritim et
al., 2003). Em uma revisao de 2007, Fardoun demonstrou uma associacao
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 (inducao
com estreptozotocina) mostrou que o tratamento com vitamina E melhorou os
niveis de hemoglobina glicada (biomarcador para o diagndstico de diabetes) e
inibiu a formacédo de MDA (Pazdro, Burgess, 2010). O mecanismo pelo qual a
vitamina E atua sobre as complicacbes 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 ascorbico € uma lactona derivada da sintese de
glicose. Sua forma ativa, hidrossoluvel, é o L - acido ascorbico (Figura 7), que
quando ionizado torna- se ascorbato (Linster, Schaftingen, 2007). A vitamina C
estd presente em vegetais como couve, brdcolis, 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).

Figura 7- Estrutura quimica do Acido Ascoérbico.
Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=54670067&loc=ec_rcs#



A vitamina C atua como antioxidante através da remocéao e destruicdo das
EROs, mantendo os componentes sulfidrilas em estado reduzido (Chow, 1991,
Lima et al., 2009; Naidu, 2003). Atua, por exemplo, na regeneracao da vitamina
E. Na presenca de ions metélicos, 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
hidroxilagdo 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 fungbes como a
proliferacdo de fibroblastos dérmicos, fun¢des dos leucdcitos e macréfagos,
reacoes alérgicas e cicatrizacdo de feridas (Duarte et al., 2009; Lima et al.,
2009; NRC, 1989; Traber, Stevens, 2011).

A vitamina C é absorvida no intestino pelos transportadores dependentes
de sédio SVCT1 and SVCT2 (Mandl et al.,, 2009; Rose, 1980). Por ser
hidrossolluvel, a vitamina C esta presente em compartimentos hidrofilicos
celulares. Os queratindcitos sdo células com grande capacidade de
armazenamento desse antioxidante (Catani et al, 2005), o que também ocorre
em O6rgados como o cérebro, figado, pancreas e rins (Padayatty, Levine , 2001).

A ingestédo 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, eséfago e
célon. A administracdo de doses elevadas (3 g/dia) € contra indicada para
pacientes com problemas renais, pois pode resultar na formacéo de cristais de
oxalato ou hiperoxalaria; em condi¢des 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, infec¢Bes 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 neutrdfilos o DHA é novamente
convertido a &cido ascérbico (Padayatty, Levine, 2001; Tsukaguchi et al.,
1999). Os neutréfilos, quando expostos a condicfes de estresse, aumentam
em até 10 vezes sua capacidade de armazenamento do &cido ascorbico,
protegendo-se do dano oxidativo (Mandl et al., 2009).

O uso do acido ascorbico acelerou a cicatrizacdo e aumentou a
neovascularizacao (Lima et al., 2009) e, quando associado a hipoglicemiantes,
melhorou os niveis glicémicos de pacientes diabéticos do tipo 2 (Dakhale et al.,
2011). Uma acéo anti - inflamatdria da vitamina C foi observada na reducéo do
infiltrado inflamatoério presente na artrite reumatoide (Davis et al., 1990).

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

Estudos in vitro mostraram um sinergismo na associacao 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 inflamatérios 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 relacionada a via e a forma de administragdo, assim como a sua

concentracdo no sitio de acao.

8.01.7 Nanoparticulas como Veiculos Farmacologicos

O desenvolvimento de novas formas e tecnologias para administracéo

de drogas € um desafio para os pesquisadores. Com o0 advento da
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nanotecnologia, sua aplicacdo em medicina tem sido cada vez mais ampliada.
A nanotecnologia envolve a criagdo e utilizacdo de materiais, dispositivos e
sistemas em escala nanométrica, no nivel de adtomos, moléculas e estruturas
supramoleculares (Apuzzo, Liu, 2001; IWGN Workshop, 2000). Em
nanotecnologia a unidade de medida € o nanémetro (nm), um bilh&o 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 doencas, podem auxiliar no diagndstico 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 diminuindo a toxicidade (Devalapally et al., 2007; Naahidi et al., 2013).
E necessario considerar que cerca de 40% das novas moléculas desenvolvidas
nao chegam a fase clinica de estudo por falha em sua eficacia e seguranca,

bY

devido a sua baixa propriedade biofarmacéutica, que se traduz por baixa
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biodisponibilidade e propriedades farmacocinéticas indesejaveis (Devalapally et
al., 2007; Naahidi et al., 2013).

Nanoparticulas de primeira geracdo sdo, 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,
nanocapsulas, 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).

Varios produtos baseados em nanotecnologia ja estdo no mercado,
como o Doxil® (injecdo de lipossomos com cloridrato de doxorrubicina) e
Abraxane (particulas que se ligam as proteinas de paclitaxel para suspenséo
injetavel) (Devalapally et al., 2007; Naahidi et al., 2013). Cada nanodispositivo
€ capaz de armazenar diferentes tipos de componentes, sejam eles organicos
(como lipideos, proteinas ou acidos nucleicos) ou inorganicos (como 0s 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 tépica (Gupta et al., 2013).

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

Na pele, a penetracdo das nanoparticulas na epiderme € 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 intengcdo de direcionar farmacos ao sitio de acgdo, sistemas
carreadores lipidicos vém sendo utilizados com o objetivo de aperfeicoar o
transporte e a liberacdo de substancias ativas, otimizando sua eficiéncia no
organismo através do controle de parametros que incluem o aumento da
biodisponibilidade, controle de liberacdo e reducdo de efeitos adversos
resultantes de sua absorcéo sisttmica (Caminade et al., 2010; Esmaeili et al.,
2008; Licciardi et al., 2010; Semete et al., 2010).
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Os sistemas de entrega em escala nanométrica sao classificados em
dois grupos: a) liquidos: nanoemulsbes, nanolipossomosas e
nanopolimersomes e b) soélidos: 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
confecgdo de nanodispositivos. O cacau e seus derivados, exceto a manteiga

de cacau, sao ricos em polifendis, especialmente flavonoides, que sao

antioxidantes naturais (Gasser et al., 2008; Jalil, Ismail, 2008). A quantificacédo
por CLAE mostrou que a manteiga de cacau é composta principalmente de
triglicerideos (Beppu et al., 2013; Buchgraber et al., 2004), &cido laurico
(C12:0), &cido miristico ( C12:0), &cido 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 Muller
(2000), com base nas emulsdes para nutricdo parenteral, introduzidas na rotina
clinica nos anos 1950. As NLSs sdo sistemas coloidais que apresentam
liberacdo controlada, boa biodisponibilidade, distribuicdo e direcionamento das
drogas nos diversos tecidos (Naahidi et al., 2013). Por estas razbes tém sido
utilizadas para o tratamento de uma variedade de doengas como artrite
reumatoide, esclerose mdltipla, uveite e doenca inflamatoria da bexiga (Ulbrich,
Lamprecht, 2010), doenca de Parkinson e doencas cardio — cérebro - vasculares
(Puri et al., 2009).

Particulas hidrofébicas como as NLSs sofrem o processo de opsonizacao
de forma mais rapida que as particulas hidrofilicas, devido a melhor adsorgéo
das proteinas do soro em suas superficies. Os macréfagos e células
fagdciticas da circulacdo sistémica sdo capazes de reconhecer as opsoninas
de superficie e rapidamente removem as nanoparticulas da circulacédo

sistémica (Borel, Sabliov, 2014; Devalapally et al., 2007). E preciso considerar, no

entanto, que a possibilidade de se alcancar uma liberacdo controlada da
substancia veiculada por NLSs é limitada pelo estado liquido do carreador.
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Sendo assim, a utilizacdo de um lipideo soélido em substituicdo ao Oleo
mostrou - se uma estratégia interessante para o controle da liberacdo, uma
vez que a mobilidade do farmaco poderia ser consideravelmente reduzida
(Mehnert, Mader, 2001).

Ha trés modelos de incorporacéo de drogas pelas NLSs, isso ira depender
da sua solubilidade que ira resultar nos seguintes modelos: 1 - Modelo de
solucdo solida; 2 - Modelo involucro 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 solida (esquerda); 2. Modelo involucro enriquecido com drogas, com matriz lipidica
(centro); 3. Modelo involucro lipidico, com a droga enriquecendo a matriz (direita). Fonte: Muller
et al. (2000).

No comecgo dos anos 1990 foram desenvolvidas as NLSs, derivadas de
emulsbes 6leo/dgua (O / A), por simples substituicdo do 6leo por um lipideo
sélido, o qual permanece nesse estado sob a temperatura corporal (Miller 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 s6lido com um lipideo liquido, a qual também se
apresenta solida a temperatura ambiente (Muller et al., 2007). A vantagem da
segunda geragdo € a maior capacidade de carga de ativos em comparagao as
NLSs e, ainda, firme inclusdo do ativo dentro da matriz da particula durante
periodos de estocagem (Stecova et al., 2007).

A producgdo de NLSs inicia-se com a incorporagdo do farmaco na massa
lipidica fundida, que é em seguida dispersa em uma solugdo aquosa do

tensoativo agquecida a mesma temperatura da fase lipidica. A pré - emulsao



obtida é submetida a acdo de um homogeneizador de alta pressao, etapa que
pode ser repetida diversas vezes. O produto resultante € uma nanoemulséo O /
A, devido ao estado liquido do lipideo. Contudo, apés o resfriamento, ocorre a
recristalizacdo do lipideo, levando a formacgéo de nanoparticulas lipidicas com
matriz soélida (Mehnert, Mader, 2001). A preparacdo de CLNs € idéntica a de
NLS, variando - se apenas os materiais de partida, conforme discutido
anteriormente (Mduller et al., 2007).

A distribuicdo in vivo e, consequentemente, a vetorizacdo de
nanoparticulas é influenciada pelo diametro, carga de superficie, composi¢ao
da superficie e hidrofobicidade. Parametros como diametro e distribuicdo do
diametro sdo de grande importancia para determinar a interacdo da
nanoparticula com a membrana celular e a capacidade de atravessar barreiras
fisiol6égicas (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 determinacao
da carga de superficie é importante para verificar uma possivel formacéo de
cluster, aderéncia ou interagdo com a membrana celular (Feng, 2004).

O planejamento de nanocarreadores contendo farmacos envolve uma série
de estudos de pré - formulacdo visando & obtencéo 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 acédo
terapéutica de substancias bioativas nanoencapsuladas (Mora-Huertas et al.,
2010; Schaffazick et al., 2003).



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 solidas, atuaram das seguintes formas sobre a cicatriza¢cdo dos animais

diabéticos:

1) Reduziu o estresse oxidativo, como verificado pela reducdo 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 lesao;

3) Modulou a presenca de macroéfagos na area da lesdo na fase final da
cicatrizacdo o que resultou na diminuicdo das células inflamatérias,

citocinas e recuperou o0 atraso na reepitelizagéo.
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