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RESUMO 

 

Cerqueira, ARA. Caracterização farmacológica da microemulsão de fase lamelar 

contendo um doador de H2S mitocondrial na resolução de lesão térmica cutânea: 

Avaliação in vitro e in vivo. [Tese (Doutorado em Farmacologia)] – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023. 

 

O potencial terapêutico de moléculas doadoras de H2S, incluindo de liberação 

espontânea ou lenta, híbridas ou com liberação de H2S direcionado para mitocôndria 

vem sendo demonstrado para várias doenças, incluindo de cunho inflamatório. Nesse 

contexto, os efeitos e mecanismos do H2S subjacentes à resolução e cicatrização de 

feridas resultantes de lesão térmica, uma das principais causas de morte por traumas, 

ocupando a 4ª maior causa de trauma são limitados e controversos. Apesar da 

diversidade dessas moléculas, muitas ainda estão longe de ser satisfatórias, seja por 

eficácia reduzida ou insolubilidade destas em água. Apesar de nanomateriais 

apresentarem citotoxicidade e incompatibilidades com fármacos ou princípios ativos 

(PA), os sistemas de entrega nanoestruturados visam aprimorar e fornecer 

concentrações efetivas destes no sítio de ação. Este estudo busca desenvolver e 

avaliar um sistema nanoestruturado de entrega tópica para o doador mitocondrial de 

H2S, AP39, em modelo de lesão térmica na pele dorsal de camundongos magros e 

obesos e, também, em modelo de cicatrização in vitro (cultura de fibroblastos 2D; 

linhagem 3T3). Propõe-se também avaliar o papel biológico do H2S no microambiente 

da lesão cutânea. A lesão cutânea (queimadura de 2º grau) foi induzida pela aplicação 

tópica rápida (30 s) de uma placa esferoide (disco 5 mm) quente (80 °C) na pele dorsal 

depilada de camundongos fêmeas C57BL/6 (12 semanas) selvagens sob anestesia 

inalatória (isoflurano 5% em O2). Os camundongos foram alimentados com dieta 

padrão (DP) após o desmame e, na 12ª semana de vida, foram submetidos à 

eutanásia e parâmetros inflamatórios e moleculares foram avaliados na pele e fluidos 

destes. A molécula AP39 foi incorporada com sucesso em quatro dos sistemas de 

entrega (nanopartícula, nanoemulsão e beads) desenvolvidos. O teste de 

citotoxicidade do AP39 em linhagem celular 3T3 mostrou que as células estavam 

viáveis em concentrações inferiores a 2 µM, enquanto a concentração de 0,2 µM foi 

capaz de induzir a migração destas células. De posse do sistema nanoestruturado 

ideal contendo AP39 (gel de fase lamelar composto por fosfatidilcolina 98% (30%), 



 
 

monoleina (10%) e óleo de girassol (60%) foi possível observar que a aplicação tópica 

desta formulação na lesão cutânea induzida por placa quente (80oC. 30 s), 24 h após, 

não exerceu efeito citoprotetor e tampouco anti-inflamatório, uma vez que a atividade 

da MPO e o perfil histopatológico na pele lesada não diferiu do grupo com lesão 

térmica não tratado; todavia, esse mesmo tratamento por um período de 8 dias reduziu 

a concentração de proteínas carboniladas, e estimulou a atividade das enzimas 

antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase e glutationa s-transferase) paralelo ao 

aumento na expressão do Nrf2, mas não inibiu o infiltrado celular, medido pela 

atividade da MPO. Conclui-se que foi possível desenvolver um sistema de entrega 

compatível com o AP39; em modelo de cultura, a molécula promove a migração de 

fibroblastos; e o tratamento prolongado com o AP39 é capaz de aumentar a atividade 

antioxidante do tecido, promovendo melhoras no tratamento e redução da lesão. 

 

Palavras-chave: Sulfeto de Hidrogênio. Microemulsão. Lesão térmica. Antioxidantes. 

AP39.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Cerqueira, ARA. Pharmacological characterization of lamellar phase microemulsion 

containing a mitochondrial H2S donor in the resolution of cutaneous thermal injury: In 

vitro and in vivo evaluation. [Thesis (Ph. D. in Pharmacology)] – Institute of Biomedical 

Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2023. 

 

The therapeutic potential of H2S donor molecules, including spontaneous or 

slow release, hybrids or H2S directed to mitochondria, has been demonstrated for 

several diseases, including inflammatory condititions. In this context, In this context, 

the effects and mechanisms of H2S underlying the resolution and wound healing 

resulted from thermal injury, one of the main causes of death from trauma, occupying 

the 4th largest cause of trauma, are limited and controversial. Despite the diversity of 

these molecules, many are still far from been satisfactory, either due to their reduced 

efficacy or insolubility in water. Although nanomaterials present cytotoxicity and 

incompatibilities with drugs or active ingredients, nanostructured delivery systems aim 

to improve and provide effective concentrations of these at the site of action. This study 

seeks to develop and evaluate a topic nanostructured delivery system for the 

mitochondrial H2S donor, AP39, in a model of thermal injury on the dorsal skin of thin 

and obese mice and, also, in an in vitro healing model (2D fibroblast culture; lineage 

3T3). It is also proposed to evaluate the biological role of H2S in the microenvironment 

of the skin lesion. The cutaneous lesion (2nd degree burn) was induced by topical 

application (30 s) of a hot (80 ° C) spheroid plate (disc 5 mm) on the depilated dorsal 

skin of female C57BL/6 mice (12 weeks) under inhalatory anesthesia (5% isoflurane 

in O2). The mice were fed with a standard diet (PD) after weaning and, at the 12th 

week of life, they were euthanized, inflammatory and molecular parameters were 

evaluated on their skin and fluids. The AP39 molecule was successfully incorporated 

into three delivery systems (nanoparticle, nanoemulsion and beads) developed. The 

cytotoxicity test of AP39 in 3T3 cells showed that the cells were viable at 

concentrations below 2 µM, while the concentration of 0.2 µM was able to induce 

migration of these cells. With the ideal nanostructured system containing AP39, a 

lamellar phase gel nanoemulsion composed of 98% phosphatidylcholine (30%), 

monolein (10%) and sunflower oil (60%) it was observed that the topical application of 

this formulation in the skin lesion, induced by hot plate (80 °C 30 s), 24 h after, did not 



 
 

have a cytoprotective or anti-inflammatory effect, since the MPO activity and the 

histopathological profile on the injured skin did not differ from the group with untreated 

thermal injury; The same treatment for a period of 8 days reduced the concentration of 

carbonylated proteins, and stimulated the activity of antioxidant enzymes (catalase, 

glutathione peroxidase and glutathione s-transferase), a increase in Nrf2 expression, 

but did not inhibit cell infiltrate. In conclusion, It was possible to develop a delivery 

system compatible with the AP39; in a cell model, the molecule promotes the migration 

of fibroblasts; and the prolonged treatment with the AP39 is capable to increase the 

antioxidant activity of the tissue, promoting improvements in the treatment and 

reduction of the lesion. 

 

Keywords: Hydrogen Sulfide. Microemulsion. Burn injury. Antioxidants. AP39. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

3MST 3-Mercaptopiruvato Sulfurtransferase 

ADT-OH 5-(4-hydroxyphenyl)-3H-1,2-dithiole-3-thione 

AINES Anti-inflamatório Não Esteroidal 

AST Aspartato Aminotransferase 

ALT Alanina Transaminase 

AP39 
[(10-oxo-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5yl) phenoxy)decyl) triphenyl 

phosphonium bromide] 

ApoE -/- Apolipoproteina E Knocout 

AUC Área sob a curva 

BHT Hidroxitolueno Butilado 

BSA Albumina de soro bovino 

CaCl2 Cloreto de cálcio 

CAT cisteina aminotransferase 

CBS Cistationina-β-sintetase 

CDNB 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 

CO2 Dioxido de carbono 

CSE Cistationina-γ-liase 

DH Dieta hiperlipídica 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DP Dieta Padrão 

DTT Ditiotreitol 

EDTA ácido etilenodiamino tetra-acético 

EGF Fator de crescimento epidermal 

ELISA ensaio de imunoabsorção enzimática 

GTT Teste de Decaimento da Glicose 

GPx Glutationa peroxidase 

GR Glutationa reductase 

GSH Glutationa Reduzida 

GSSH Glutationa Oxidada 

GST Glutationa S-transferase 

GYY4137 p-methoxyphenyl)morpholino-phosphinodithioic acid 

h Horas 

H&E Hematoxilina e Eosina 



 
 

H2O2 Peróxido de Hidrogênio 

H2S Sulfeto de Hidrogênio 

HCl Ácido Clorídrico 

HDL Lipoproteína de Alta densidade 

HEPES Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-il]-etanossulfónico 

HPLC cromatografia líquida de alta eficiência 

HRP horseradish peroxidase 

HTAB Brometo de Hexadeciltrimetilamônia 

IL Interleucina 

ITT Teste de tolerância a insulina 

KCl Cloreto de Potássio 

Keap1 Proteína 1 similar a Kelly associada a ECH 

KITT Constante de Decaimento da Glicose 

MDA Malonaldeído 

MgCl2 Cloreto de Magnésio 

MPO Mieloperoxidase 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide 

NaCl Cloreto de sódio 

NADPH Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 

Nrf2 nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 

O.N. Over night 

°C Graus celsius 

PBS Solução Fosfato Salina 

PC Fosfatidilcolina 

PDGF Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas 

Pdi Índice de polidispersão 

PGC1a 
Coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de 

peroxissoma gama 

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonilo 

PVDF poli(fluoreto de vinilideno) 

s Segundos 

SDS Dodecil sulfato de sódio 

SFB Soro Fetal Bovino 

SOD Superóxido Dismutase 

SQOR sulfeto quinona oxiredutase 

TBA Ácido Tiobarbitúrico 



 
 

TBARs Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

TBS Tampão Tris Sódio 

TGF Fator de Crescimento Tumoral 

TNF Fator de necrose tumoral 

TPP+ Trifenilfosfato 

VEGF Fator de Crescimento Vascular Endotelial 

Vmax Velocidade máxima 

WHO Organização Mundial da Saúde 

XTT 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  



 
 

1 ENUNCIADO DO PROBLEMA 

 

1.1 Lesão térmica (queimadura) na pele e obesidade 

 

 Considerada o maior órgão de proteção do corpo humano (~ 2m2), a pele 

atua como interface sensitiva entre o organismo e o meio ambiente, limitando a 

penetração de agentes agressores, tais como estímulos externos biológicos, 

mecânicos, térmicos ou químicos. Desempenha funções importantes, como a 

termorregulação, controle de resposta imunológica e funções metabólicas, 

favorecendo a homeostase do organismo. Trata-se de um órgão altamente 

vascularizado e inervado por fibras nervosas sensitivas e motoras, que revestem 

vasos, glândulas e folículos capilares, além de possuir um sistema avançado de 

proteção, formado por células T, apresentadoras de antígenos e mastócitos (vide 

revisão: Di Meglio et al., 2011).  

 A pele compreende duas camadas principais, denominadas epiderme e 

derme. A epiderme contém queratinócitos, melanócitos, células de Langerhans e de 

Merkel, enquanto a derme é constituída por fibras elásticas e colágenas, sendo 

também o local dos folículos, capilares, glândulas sudoríparas e unhas (vide revisão: 

Di Meglio et al., 2011). Quando o sistema de proteção (pele) é rompido por 

queimaduras, por exemplo, a integridade e as funções desse órgão são afetadas e, 

proporcionalmente, a homeostasia do organismo também (vide revisão: McGlone e 

Reilly, 2010; International Best Practice Guidelines, 2014).  

 Por definição, a queimadura é uma lesão traumática nos tecidos do corpo, 

mais tipicamente a pele, causada por calor excessivo isolado e não recorrente ou 

outras exposições agudas, como descarga elétrica, fricção, produtos químicos e 

radiação. Dentre todos os traumas, a lesão térmica é mais devastadora, pois causa 

sofrimento intenso e resulta em alta taxa de mortalidade e morbidade (WHO, 2004; 

Forjuoh, 2006; Peck, 2018). Essas lesões oneram globalmente os sistemas públicos 

de saúde e ocupam a 4ª posição mundial de eventos traumáticos (1.1:100.000 

habitantes) (WHO, 2004; Institute for Health Metrics and Evaluation, 2012). No Brasil, 

de janeiro/2016 a julho/2017, registros DataSUS mostram que cerca de 39 mil casos 

de internações no sistema público de saúde correspondem aos pacientes com 

queimaduras, sendo que, destes, 1046 foram a óbito, principalmente na região 

sudeste (462 óbitos).  



 
 

 Em países mais desenvolvidos, a incidência e gravidade (óbitos) de 

internações para tratar lesões por queimadura reduziu nos últimos 20 anos (Aldana e 

Navarrete, 2015; Santos et al., 2016; Smolle et al., 2017), apesar da incidência global 

de tratamento para queimadura ainda superar a terapia de doenças infecciosas, como 

AIDS e tuberculose (Peck, 2018). Em áreas de conflitos permanentes, como as 

regiões do Pacífico Ocidental, Mediterrâneo Oriental e Sudeste Asiático, as 

queimaduras por armas fogo estão cada vez mais comuns (WHO, 2004; Murray e 

Lopez, 2006; Peck e Pressman, 2013; Aldana e Navarrete, 2015). Por exemplo, em 

Bagdá, a incidência de lesões por queimaduras subiu de 30 para 117 habitantes para 

cada 100.000 indivíduos após a invasão americana (Stewart et al., 2016). 

 Historicamente, muito do conhecimento da fisiopatologia de lesões térmica 

foi baseado no modelo experimental descrito por Jackson, em 1947 (Hettiaratchy e 

Dziewulski, 2004), o qual ilustra a fisiologia e a dinâmica transitória dos ambientes 

conforme a gravidade da lesão, sendo dividida em três zonas distintas, mais interna 

para a externa: coagulação, estase e hiperemia. A Zona de coagulação ou necrose 

corresponde à região de contato ou próxima ao agente lesivo, onde ocorre a perda 

irreversível de tecido e inflamação local. Caracterizada por aumento da 

permeabilidade vascular (edema), infiltrado neutrofílico e liberação de mediadores 

inflamatórios, como as citocinas (TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8) e fatores de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF), peptídeos catiônicos, eicosanoides e proteinases 

(elastase, catepsina G e ativador de plasminogênio tipo uroquinase) (Hart et al, 2002; 

Hur et al., 2015). Na fase tardia, a liberação de fatores de crescimentos VEGF, 

derivado de plaquetas [PDGF], TGF-β, TGF-α e FGF de células viáveis atuam como 

peças fundamentais na cicatrização tecidual e remoção de células apoptóticas (vide 

revisão: Koh e DiPietro, 2011; Haghdoost et al. 2013), favorecendo a formação de 

nova matriz celular (queratinócitos, células endoteliais), angiogênese e do tecido de 

granulação (fibroblastos, granulócitos, macrófagos e capilares; vide revisão: Nauta et 

al., 2011). A zona de estase consiste numa região de baixa perfusão tecidual, devido 

às alterações na microcirculação, como o aumento de permeabilidade, 

extravasamento plasmático e edema. A Zona de hiperemia corresponde ao processo 

inflamatório agudo, idêntico a qualquer outro processo inflamatório. Contém perfusão 

tecidual no tecido viável devido à vasodilatação local.  

 De longa data as queimaduras foram classificadas em feridas de 1º, 2º e 3º 

graus. A ferida de 1º grau afeta preferencialmente a epiderme e, ocasionalmente, a 



 
 

derme. A de 2º grau atinge a região superficial ou profunda da derme. A de 3º grau 

acomete tecidos mais profundos (adiposo, tendões, músculo e ossos). De acordo com 

o sistema de classificação de lesão por queimaduras atual, tanto a extensão da lesão 

quanto do número de camadas (profundidade) de pele afetada deve ser considerada, 

onde a cicatrização segue um padrão de fases ordenadas com base nessa lesão 

(Tabela 1; Greenhalgh, 2007; Connolly et al., 2016).  

 

Espessura Grau Profundidade Características Resolução/Sensibilidade 

Epidérmica 

superficial 

1º  Epiderme Dor, rubor, 

edema discreto 

3 a 6 dias 

(dolorosa) 

Superficial 

parcial 

2º  Derme, região 

papilar 

Dor, bolhas, 

pele manchada, 

edema grave 

7 a 21 dias 

(termonociceptiva) 

Parcial 

profunda 

3º  Derme, região 

reticular 

Coriáceo, sem 

cor e sem muita 

dor 

> 21 dias, geralmente 

requer tratamento 

cirúrgico 

(apenas percepção 

mecânica) 

Parcial 

completa 

- Hipoderme, 

subcutâneo  

Pele 

esbranquiçada a 

carbonizada-

cinza, seca sem 

elasticidade, 

sem tato, 

escaras 

Rara, a menos se tratado 

cirurgicamente 

(apenas pressão 

profunda) 

Profunda 

completa 

(+) 

- Estende-se 

para fáscia 

e/ou músculo 

Carbonizada a 

preto 

Nunca, a menos se 

tratada cirurgicamente 

(pressão profunda) 

Tabela 1. Características das queimaduras de acordo com a espessura/extensão. 
Adaptada: (http://www.woundsource.com) 

 

 Paralelamente, alterações complexas e inespecíficas ocorrem 

sistemicamente nos pacientes com queimaduras, que afetam os sistemas 

cardiovascular, imunológico e neuro-hormonal que, em muitos casos, evolui para um 



 
 

quadro hipermetabólico. Essas atividades catabólicas (glicocorticoides) e 

anabolizantes elevadas, atuam como mecanismos de defesa do organismo, a fim de 

prover maior aporte energética e manutenção da homeostasia (Jeschke et al. 2007). 

Nesse contexto, dados interessantes da literatura mostram que pacientes com 

obesidade moderada (IMC: 30-34) que sofreram queimaduras, se beneficiaram das 

reservas calóricas durante o processo catabólico (Jeschke et al. 2013, Ray et al. 

2015). Entretanto, os indivíduos com obesidade mórbida (IMC: >40) que sofreram 

queimaduras, suas reservas calóricas em excesso atuam como fatores de risco, uma 

vez que o metabolismo aumentado por tempo prolongado, leva ao catabolismo 

exagerado. Isto, associado à hipoperfusão esplênica, promove falência múltipla de 

órgãos e morte (Hettiaratchy e Dziewulski, 2004; Yarrow et al., 2009; Jeschke et al. 

2011). Da mesma forma, lesões por queimaduras em pacientes com desnutrição 

aguda levaram a uma taxa maior de óbitos no Hospital Academia Nelson Mandela em 

Mthatha (África do Sul). (Kingu et al., 2011). Ademais, Dylewski et al (2010) 

observaram que o tempo de cicatrização da ferida por lesão térmica foi maior em 

pacientes desnutridos em relação aos pacientes saudáveis no Hospital das Crianças 

de Shriners (Boston, EUA).  

 Por seu turno, achados experimentais mostram efeitos benéficos para as 

lipoproteínas de alta densidade (HDL) na cicatrização de feridas, uma vez que o 

tratamento tópico com as HDL em sistema de entrega em gel corrigiu a deficiência na 

cicatrização de ferida em camundongo obeso nocaute da Apolipoproteína E (Apo-E; 

Gordts et al., 2014). Está bem estabelecido que a Apo-E, proteína integrante de todas 

as lipoproteínas, exerce funções importantes no metabolismo dos lipídios e transporte 

de colesterol em vários tecidos (Phillips, 2014). Camundongos nocautes para Apo-E 

exibem atraso na resposta sensitiva, alterações morfológicas em fibras C não 

mielinizadas, regulação da angiogênese intraneural e VEGF (Pola et al. 2003). Em 

plasma de coelho submetido à lesão térmica observou-se hipertrigliceridemia e 

alterações na concentração das apolipoproteínas por longo período, possivelmente 

isto afeta o transporte lipídico na fase pós-lesão (Vega e Baxter, 1988). 

 

1.2 Sulfeto de Hidrogênio (H2S) e seu efeito terapêutico no reparo tecidual da lesão 

térmica 

 



 
 

 Estudos recentes, porém, limitados e controversos, destacam um efeito 

protetor ou deletério para o sulfeto de hidrogênio (H2S) nos mecanismos de inflamação 

e regeneração subjacentes à lesão térmica. Há, pelo menos, uma década, o H2S 

despontou como um mediador endógeno, capaz de regular várias funções fisiológicas 

e fisiopatológicas nos sistemas vascular, imunológico e nervoso (Kimura 2014). 

Produzido por vários tipos celulares e órgãos de mamíferos, a partir de dessulfidração 

do substrato “cisteína”, via reação catalisada por enzimas presentes no citosol e 

dependentes de piridoxal-5-fosfato: a cistationina β-sintase (CBS) e cistationina gama-

liase (CSE) (vide revisão: Wang et al, 2014). No rim, o H2S é produzido por ação 

combinada da 3 mercaptopriruvato sulfurtransferase (3-MST) e D-aminoácido 

oxidase. Enzimas produtoras de H2S, predominantemente na mitocôndria, foram 

também caracterizadas (3-MST e a cisteina aminotransferase – CAT; Miyamoto et al., 

2014), e vêm sendo alvos de estudos do papel do H2S nas lesões por queimaduras 

(Ahmad e Szabo, 2016, Ahmad et al., 2017).  

 Em modelo de lesão térmica grave (30% da área corpórea) induzido por 

escaldo na pele dorsal de camundongo, Ahmad e Szabo (2016) também observaram 

que o tratamento sistêmico dos animais com o doador de H2S com alvo mitocondrial, 

o AP39 (trifenilfosfonio acoplada por ligação alifática a uma porção dithioletiona 

doadora de H2S), reduziu significativamente parâmetros inflamatórios e de lesão 

celular (estresse oxidativo) na fase inicial (24 h) e tardia (7 dias) na pele acometida 

com a lesão térmica. Concomitantemente aos efeitos benéficos observados com o 

AP39 nesse modelo, observou-se redução significativa de marcadores sistêmicos da 

inflamação e ou de lesões/estresse celulares e tissulares em órgãos, como o pulmão, 

fígado, rim e pâncreas (atividade da mieloperoxidase, malondialdeído (MDA), IL-6, 

amilase, creatinina, fosfatase alcalina (ALP) e alanina aminotransferase (ALT)). 

Curiosamente, empregando o mesmo protocolo experimental em animais deficientes 

da enzima CSE, Ahmed et al (2017) demonstraram que a concentração sérica de H2S 

não foi alterada e tampouco das enzimas envolvidas na sua síntese (CSE, CBS e 3-

MST) em relação ao aumento observado no respectivo grupo selvagem com a lesão 

por escaldo. Os mesmos autores observaram que, paradoxalmente, os animais 

deficientes de CSE exibiram melhora dos parâmetros inflamatórios locais e 

sistêmicos, assim como dos marcadores de estresse oxidativo e lesão tissular 

(citocinas, MPO, MDA, enzimas hepáticas e outras), indicando que a deficiência da 

CSE auxilia na melhora da função de órgãos alvo e reduz a resposta inflamatória 



 
 

nesse modelo de lesão térmica. Corroborando esses achados, Zhang et al (2010) 

demonstraram em modelo de lesão térmica grave (>25% da área corporal) induzido 

por escaldo na pele dorsal, que a inibição da síntese endógena de H2S melhora os 

parâmetros inflamatórios locais e sistêmicos da lesão térmica, enquanto o tratamento 

dos animais com um doador de H2S (NaHS) potencializa o quadro de lesão térmica, 

sugerindo que o H2S contribui para os eventos inflamatórios (local e sistêmico) nesse 

modelo.  

 Em contrapartida, em modelo de ferida induzida em rato diabético, a 

aplicação tópica do bissulfeto de sódio promoveu efeitos anti-inflamatórios e acelerou 

o processo de cicatrização da ferida, efeitos estes associados à menor expressão de 

TNF-α e aumento da expressão de VEGF e ICAM-1 (Wang et al. 2015). Em modelo 

de ferida diabética, o tratamento i.p. dos animais com o doador de H2S de liberação 

rápida, NaHS, promoveu efeitos anti-inflamatórios (menor concentração de IL-6 e 

TNF-α) e angiogênese. Ao contrário, a administração de inibidores da síntese de H2S 

em cultura de células HUVEC reduziu a concentração de VEGF (Papapetropoulos et 

al., 2009). Reforçando esses achados, em camundongos nocautes para CSE, o tempo 

de cicatrização (e revascularização) da ferida induzida por escaldo foi 

significativamente maior em relação ao grupo selvagem (Papapetropoulos et al., 

2009). Vale acrescentar que o metabolismo do H2S ocorre, principalmente, nas 

mitocôndrias, onde sofre oxidação pela ação da enzima sulfeto quinona oxiredutase 

(SQOR) (Jackon et al, 2015), sendo convertido a sulfito pela persulfito dioxigenase e, 

por fim, em tiossulfato pela rhodanase (Kimura, 2014; Stein e Bailey, 2013).  

 Vários estudos, incluindo do nosso grupo, vêm destacando um papel 

promissor para o H2S em doenças inflamatórias e processos sensitivos (dor e prurido), 

incluindo a pele, pulmão, cavidade oral e articulações (Ekundi-Valentim et al., 2010; 

2013; Benetti et al., 2013; Szczesny et al. 2014; Herrera et al., 2015; Wang et al., 2015 

Gemici et al., 2015; Campos et al., 2016; Coavoy-Sanchez et al., 2016; Rodrigues et 

al., 2017; 2018). Entretanto, o envolvimento do H2S nos mecanismos de ação 

subjacentes à inflamação e cicatrização resultante de lesão térmica ainda é bastante 

obscuro e foi apenas recentemente proposto. 

 Durante muitos anos as feridas por queimaduras foram tratadas com 

curativos ou bandagens embebidas em solução fisiológica. Recentemente, a 

introdução de curativos sintéticos e biológicos, assim como as terapias não 

farmacológicas (ex.: técnicas cirúrgicas de enxerto) têm contribuído para acelerar o 



 
 

processo de resolução/cicatrização das feridas por queimaduras. Em pacientes com 

queimaduras extensas, de 30 a 75 % da superfície da área corporal, provocadas por 

líquido quente ou chama, o tratamento com curativos biológicos (Xenoderm) acelerou 

o processo de cicatrização, e reduziu a taxa de mortalidade em relação ao tratamento 

convencional (Hosseini et al. 2009). Em queimaduras de espessura parcial com 

múltipla profundidade, de ocorrência comum, um protocolo eficiente de terapia 

farmacológica ainda não está bem estabelecido, muito embora a terapia com fatores 

de crescimento recombinante transformador (TGF-β), epidermal (EGF) e PDGF vem 

sendo proposto. Apesar do resultado positivo, esta terapia se torna inacessível devido 

ao alto custo e do risco de desenvolver outras doenças, como o câncer (vide revisão: 

Rowan et al., 2015; Margadant e Sonnenberg 2010). 

 Estudos em modelos experimentais, que mimetizam vários dos parâmetros e 

aspectos de queimaduras observados em humanos são muito úteis e, de longa data, 

vêm sendo empregados para ampliar o conhecimento da fisiopatologia da 

queimadura, sua resolução, as respostas sistêmicas, celulares e moleculares 

associadas e, principalmente, no estudo de novas moléculas (Hettiaratchy e 

Dziewulski, 2004; Abdullahi et al., 2014; vide revisão: Rowan et al., 2015). Estudos in 

vitro (culturas de células) também fornecem subsídios úteis para melhor compreensão 

da complexidade de respostas na ocorrência de lesão térmica, muito embora se deva 

admitir que, também, possui limitações, que exibe maior ou menor relevância 

translacional (Qu e Nourbakhsh 2017). 

 

1.3 Justificativa do estudo e objetivos 

 

A taxa de mortalidade de pacientes com lesões por queimaduras, 

particularmente os obesos ou com sobrepeso, tem crescido, em parte, porque a 

população (adultos e crianças) mundial de obesos quase triplicou nos últimos 30 anos 

(Jeschke et al., 2013; Ogden et al. 2014). Em contrapartida, a terapia farmacológica 

das lesões por queimaduras não progrediu da mesma forma (Stubhaug et al. 2007, 

Franz et al., 2007; Huang et al. 2015, WHO 2018), embora o emprego de novas 

abordagens terapêuticas tópicas, como os curativos tópicos contendo como base 

polímeros aquosos (hidrogel), que aceleram o processo de cicatrização, quando 

associados (ou não) à antibióticos (Ghadiri et al., 2014), fatores de crescimento, como 

o PDGF, VEGF e EGF (Ribeiro et al. 2013) e as endopeptidases (ex.: lisostafina; Cui 

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/


 
 

et al. 2011). Entretanto, o alto custo dessa terapia limita o acesso e a adesão dos 

pacientes, em particular daqueles que residem em países de baixa renda ou em 

desenvolvimento (Madaghiele et al., 2014).  

Sabendo que os resultados da pesquisa básica e clínica vêm intensificando a 

relevância do H2S como importante alvo no tratamento de doenças inflamatórias, 

assim como na cicatrização de feridas, vale ressaltar que em resultados recentes do 

grupo ainda não publicados, mas que resultou em patente depositada (BR 

1020170031837), o desenvolvimento e emprego de nanoformulações como sistema 

transportador tópico de moléculas doadoras do H2S, de várias classes, reduz o prurido 

bem como os sinais clínicos de inflamação crônica no modelo de psoríase (Figura 1; 

Schimidt et al., 2016 dados não publicados; Patente no. BR 1020170031837). 

Possivelmente devido maior penetração do H2S nas camadas mais profundas da pele 

e, importantemente, sem efeitos sistêmicos.  

Diante desse cenário, hipotetizamos que a aplicação tópica do doador de H2S 

mitocondrial AP39, por meio de sistemas micro e nanoestruturados de entrega que 

otimizaram a biodisponibilidade de moléculas doadores de H2S em camadas 

profundas da pele, possui também potencial elevado como alvo de tratamento da 

inflamação e lesão cutânea por queimaduras. Acredita-se que estudos nesta direção 

são necessários e auxiliarão numa melhor compreensão sobre os efeitos do H2S 

(AP39) e mecanismos de ação subjacentes às lesões e inflamação oriundas de 

queimaduras na pele de indivíduos obesos (e normais). 

 

2 OBJETIVOS 

1. Desenvolver e testar sistemas de entrega (nano- e micro- estruturados) tópico 

para o doador de H2S mitocondrial, AP39; 

2. Padronizar um modelo de lesão térmica (2º grau) cutânea superficial parcial 

decorrente da aplicação cutânea do disco de metal quente (80 °C, 30 s);  

3. Padronizar um modelo de obesidade em camundongos deficientes de ApoE 

alimentados com DH durante 12 semanas; 

4. Avaliar respostas inflamatórias e de resolução (cicatrização) na pele dorsal de 

camundongos no percurso temporal de 24 h e 08 dias em animais selvagens 

(C57BL/6) alimentados com DP;  



 
 

5. Averiguar o efeito terapêutico da formulação 1.5 isolada e incorporada ao AP39 

sobre a lesão térmica de camundongos C57bl/6 alimentados com DP e DH; 

6. Averiguar o efeito terapêutico da formulação 1.5 isolada e incorporada ao AP39 

sobre a lesão térmica de camundongos ApoE -/- alimentados com DP e DH; 

7. Avaliar a viabilidade celular da cultura de fibroblastos linhagem 3T3 na 

presença de concentrações crescentes de AP39. 

8. Avaliar o efeito do AP39 na cicatrização in vitro em modelo de fechamento de 

ferida 2D com fibroblastos linhagem 3T3 na presença de concentrações 

crescentes de AP39. 

7 CONCLUSÃO 

 

Por fim, conclui-se que: 

 

1. Foi possível desenvolver um sistema de entrega (formulação 1.5) compatível 

com a molécula teste AP39; 

2. Em cultura de células 3t3, empregando o modelo de cicatrização, o AP39 foi 

capaz de aumentar a migração de fibroblastos, indicando potencial no processo 

de regeneração de feridas; 

3. O emprego da placa esferoide quente, na temperatura de 80 °C, durante 30 

segundos na região dorsal dos camundongos anestesiados, resultou dentre as 

demais temperaturas testadas (65, 70 e 75 °C), numa lesão cutânea 

característica de queimadura de 2º grau, caracterizada por lesão da epiderme, 

derme e redução da vascularização; 

4. A dieta hiperlipídica foi capaz de provocar aumento na gordura branca de 

animais nocautes ApoE, mas não em animais selvagens e foi capaz de induzir 

resistência à insulina e tolerância a glicose nesses animais. 

5. O tratamento tópico com o sistema de entrega contendo AP39 (150 nM/g) sobre 

as lesões cutânea pela aplicação do estímulo térmico foi capaz de aumentar a 

atividade antioxidante do tecido, promovendo melhoras no tratamento da lesão. 

6. O tratamento tópico aumentou a reepitelização em animais C57bl/6 

alimentados com DH, mas teve efeito reverso nos animais nocautes ApoE. 
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9.1 Disciplinas cursadas 
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ICB5769 - Divulgação Científica. 
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Nanotecnologia. 

BMF5895 - Atualização em Farmacologia – Módulo 3. 

BMF5874 - Atualizações em Farmacologia (Módulo 2): Novos Conhecimentos em 
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Enfermagem Baseada em Evidências. 
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