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RESUMO

Avaliacédo de atividade cicatrizante de fracado rica em isoflavonas da soja

incorporada em nanoemulsdes dispersas em hidrogéis: estudos in vitro e in vivo

E crescente o nimero de novos casos de pacientes com feridas crénicas no mundo,
levando a uma busca continua por novos produtos para o tratamento dessas
enfermidades. Feridas cutédneas séo caracterizadas pela ruptura da integridade da pele,
podendo atingir somente a epiderme ou levar a um dano até o tecido subcutaneo. Para
as mulheres, além de estarem relacionadas a comorbidades, como diabetes, e
envelhecimento, tem-se demonstrado ainda a dificuldade de cicatrizacdo apds a
menopausa devido a uma reducéo significativa dos niveis de estrogénio. Isoflavonas da
soja sdo consideradas, por sua vez, fitoestrogenos com capacidade antioxidante e anti-
inflamatodria descritas. No entanto, a fim de obter isoflavonas agliconas, suas formas
ativas, sdo necessarias suas hidrolises. Logo, o objetivo dessa dissertacao foi obter uma
fracdo enriguecida em isoflavonas agliconas e incorpora-la a nanoemulsdes e hidrogéis,
visando avaliar seu perfil de retencdo/permeacao cutanea em pele integra e lesada,
seguida da avaliacdo de uma potencial atividade cicatrizante in vitro e in vivo.
Formulacdes de tamanho manomeétrico, baixo indice de polidispersao e elevado potencial
zeta em modulo foram obtidas. Em estudos in vitro utilizando células de Franz, foram
observados uma maior retencéo de isoflavonas nas camadas superiores da pele integra
guando em nanoemulsées e um aumento significativo na retencdo das mesmas com a
sucessiva remocao das camadas da pele. Estudos com queratindcitos in vitro
demonstraram auséncia de citotoxicidade e maior proliferacdo e migracdo celular para
concentracfes de 0,5 pug/mL quando a fracdo foi incorporada a nhanoemulsées. In vivo,
os efeitos cicatrizantes em modelo murino foram principalmente relacionados a protecéo
lipidica das isoflavonas, a atividade anti-inflamatéria e ao aumento da taxa de re-
epitelizacéo no tecido lesionado. Dessa forma, nesse trabalho foi constatado a potencial
utilizacdo das formulagbes desenvolvidas como possiveis produtos para a cicatrizacao
de feridas cutaneas para o modelo utilizado.

Palavras-chaves: Soja, Isoflavonas agliconas, Nanoemulsfes, Hidrogéis, Atividade

cicatrizante, Estudos in vitro e in vivo.






ABSTRACT

Evaluation of wound healing activity of soybean isoflavone-rich fraction
incorporated into nanoemulsions dispersed in hydrogels: in vitro and in vivo

studies

The number of patients with chronic wounds in the world is increasing, leading to a
continuous search for new products for the treatment of these illnesses. Cutaneous
wounds are characterized by a rupture in skin integrity, which can only reach the epidermis
or lead to larger damages in the subcutaneous tissue. For women, besides being related
to co-diseases, such as diabetes, and aging, it has also been demonstrated that healing
is more difficult after menopause, due to a significant reduction in estrogen levels.
Soybean isoflavones are phytoestrogens with described antioxidant and anti-
inflammatory properties. However, in order to obtain isoflavone aglycones, their active
forms, hydrolysis is required. Therefore, the objective of this dissertation was to obtain a
soybean isoflavone-rich fraction and to incorporate it into nanoemulsions and hydrogels
aiming to evaluate its skin retention/permeation in intact and injured skin, followed by a
potential in vitro and in vivo wound healing activity. Formulations with hanometric sizes,
low polydispersity index, and high zeta potential in modulus were obtained. In vitro studies
using Franz diffusion cells showed a higher isoflavones retention in the upper layers of
intact skin when in nanoemulsions, and a significant increase in the compounds retention
in skin with the successive removal of skin layers. Studies with keratinocytes in vitro
demonstrated absence of cytotoxicity and an increase in cell proliferation and migration
when the fraction was incorporated into nanoemulsions in concentrations of 0.5 pg/mL. In
vivo, the wound healing effects in a murine model were mainly related to a lipid protection
by the isoflavones, to their anti-inflammatory activity, and an increase of re-
epithelialization rate at the injured tissue. Therefore, it was shown a potential use of the
developed formulations as possible products for the type of cutaneous wound healing

testing in our studies.

Keywords: Soybean; Isoflavone aglycones; Nanoemulsions; Hydrogels; Wound healing;

In vitro and in vivo studies






LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1. Esquema demonstrando a epiderme e derme adaptado de Farage e
(ofo ] F=T oo T =To (o] £ =TSN 024 004 TSR 30

Figura 2. Esquema demonstrando a derme adaptado de Farage e colaboradores (2007)

Figura 3. Esquema demonstrando possiveis rotas de permeacdo através do estrato

corneo adaptado de Czajkowska-ko e colaboradores (2019) ........cccceeeeeeeeeiiiiiiiiieeieiinnns 33

Figura 4. Esquema representando as etapas do processo cicatrizante adaptado de Gupta
€ COIabOradores (2019) .....cooiiiiiiiii it e e e e e e e e e e 40

Figura 5. Estrutura quimica das isoflavonas agliconas ............cccccvvvevveviiiiiciiiie e, 46

CAPITULO Il

Figure 1. Microscopies obtained by transmission electron microscopy, showing in A)
NEIAF, 8N B) HNEIAF ... e 68

Figure 2. A) Rheological profile and B) viscosity of hydrogels ......................... 70

Figure 3. Release rate profiles from NEar and HNEiar, where A) shows the release profile

of total isoflavones from formulations, while B) shows genistein release profile ........... 71

Figure 4. Retention/permeation profile of total isoflavones and genistein from control
solution, NEar, and HNEar on A) intact skin, B) after tape stripping, and C) absence of

<700 1= 1 0 1 72

Table 5. HaCaT cells (immortalized human keratinocytes) qualitative evaluation of
morphological alterations and Pl incorporation after 24 h of treatment with IAF and NEar
(0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 and 1 pg/mL concentrations). ........cocveeviieiieeaieaeinaieaennns 73



Figure 6. HaCaT cells (immortalized human keratinocytes) phase contrast and PI
incorporation fluorescence microphotographs (insert) after 24 h of treatment with IAF and
NEar (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 and 1 pg/mL concentrations) ...........c.ceevvevieiinennnnnnn. 74

Figure 7. HaCaT (immortalized human keratinocytes) cell migration (%) after 6, 18, and

24 h of treatment with IAF and NEar at A) 0.25 and B) 0.5 pg/mL concentration ......... 75
Figure 8. Wound images with different treatments showing progression over time ....... 77
Figure 9. Wound areas with different treatments showing progression over time ......... 77

Figure 10. Wound’s histology on day 12 with Mallory's trichrome coloring, where A) no
treatment, B) Dersani®, C) HNEg, D) HNEiar 1x/day, E) HNEiar 2x/day ..................... 68

Figure 11. Epithelium thickness after 12 days ...........ccooiiiiiiiiiii i, 79

Figure 12. Wound’s new vessels quantification, where A) day 2, B) day 7, and C) day 12

Figure 13. Biochemical analyses. A) Myeloperoxidase activity on day 2; B) IL-1 activity on
day 2; C) TNFa on day 2; and D) TBARS activityonday 2 ..., 81



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1. Sistemas nanoestruturados contendo isoflavonas agliconas da soja ............ 50

CAPITULO Il

Table 1. Formulations COmpoOSItion ..o 60
Table 2. Physicochemical properties of formulations ..., 68
Table 3. Isoflavones content in nanoemulsions and hydrogels ........................oalel. 69

Table 4. Stability of nanoemulsions and hydrogels containing nanoemulsions along time

Table 5. HaCaT cells (immortalized human keratinocytes) qualitative evaluation of

morphological alterations and Pl incorporation after 24 h of treatment with IAF and NEiar

(0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 and 1 pg/mL concentrations) ..........ccceeeiiiriieiiiniinaninennne. 74
Table 6. Animals’ weight during the experiment ..., 76
Table 7. Wounds temperature during the experiment ............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieee. 76

Table 8. Histological observations .............ccoooiiiiii e, 79






LISTA DE ABREVIATURAS

DMEM — Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO - dimetil sulféxido

ER — receptor de estrogénio

FBS — soro fetal bovino

FIA — fracdo enriquecida de isoflavonas agliconas
HaCaT — queratindcitos

HNEsg — hidrogel contendo nanoemulséo branca

HNEar — hidrogel contendo nanoemulsdo com fragdo enriquecida de isoflavonas
agliconas

IAF — fracdo enriquecida de isoflavonas agliconas

IL-1 — interleucina-1

LogP — coeficiente de particao

MCT - triglicerideos de cadeia média

MMP — metaloproteinases de matriz

MPO — enzima mieloperoxidase

MTT — sal bromidico de 3,(4,5-dimetil)-2,5 difenil-trarazolim
NEg — nanoemulsédo branca

NEiar — nanoemulséo contendo fracao enriquecida de isoflavonas agliconas
NF-kB — fator nuclear kappa beta

NT — sem tratamento

PDI — indice de polidisperséo



PGiar — fracdo de isoflavonas agliconas incorporada em propilenoglicol
Pl — iodeto de propideo

PLGA — poli(acido latico-co-acido glicdlico)

TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbiturico

TEM — microscopia de transmissao eletrénica

TNFa — fator de necrose tumoral alfa

TPGS - d-a-tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate

UFLC - cromatdgrafo liquido ultra rapido



SUMARIO

INTRODUGAD ...ttt et e e e e 21
Lo ] = | = LY o LSS SSR 23
ODBJEEIVO GEIAL ...t et e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nan 25
Objetivos ESPECITICOS ... s 25
CAPITULO | — revisdo da lIteratura ..................cooooovoeecceeeeee e 27
L = TSSOSO PP PP RSPRSRPPPPPP 29
P =T o = =SSO O U O PO R PP 36
K =3 (o To (=] 1o TSSO PSSP UR U PUUUUUPPPPIN 42
4. Soja e atividade cicatrizante .......... .o 45
5. Nanoemulsdes e hidrogeis de USO tOPICO.....uuuiiiiiiir e e e e e 49
CAPITULO 11 — @rtigo CIentifico .........cccvoviviecececcce ettt 53
Hydrogel loaded-nanoemulsions containing soybean isoflavone aglycones-rich fraction
for wound healing treatments — in vitro and in vivo studies ..., 55
ADSITACE e 56
1. INTRODUGCTION ...ttt ettt st e e e e e e e et a2 ems e e ens e e emsaearsnneann 57
2. MATERIALS AND METHODS. ... et e e e e e e nna e e e 58
2.1 CRBIMICAIS. ...ttt et e et et e e e 58
2.2. Preparation of isoflavone aglycones-rich fraction ... 59
2.3. Preparation of nanoemulsions and hydrogels ... 59
2.4, |SOfIAVONES @NEIYSES ..ottt e e e e e e et e e e e aeanae 60
2.5. Physicochemical characterization of nanoemulsions and hydrogels ...................... 61
2.5.1. Droplet size, polydispersity index, and -potential determination ........................ 61
2.5.2. pH determinalion ... e e 61
2.5.3. Morphological @nalyS@S .......cciiiiiii et e e e e e e e e eeeaees 61
2.5.4. Viscosity determination........cocooii i e 61
2.6. [N VItrO SEUAIES ...t et e s 62
2.6.7. In VItro drUg FRIBASE ...t e et e e 62
2.6.2. Skin retention/permeation @SSay ..........o e 62
2.6.3. In Vitro bIolOGICAl BSSAYS..... e e et e ee e 63

2.6.3.1. Call VIBDIIIY ..ot s 63



2.6.3.2. Cell death by NECroSIS @SS@AY ....oeeiiiiiiiiaie e e e e e e e e e e ememnnns 64

2.6.3.3. HAaCaT mIgration @SSaY ........ccccoieimimiiiiie e ee e e e e e emt e e e e e e e e e e amemnnns 64
2.7. 1N VIVO STUAIES ...t s e e e e s 64
P R N |3 = = U SO SO PRPPPPPPRPRRRO 64
2.7.2. Wound healing MOTEI ...ttt es s e esnessansnnsmssmssnnns 64
2.7.3. Histological evaluation ... e e ms e snnes 66
2.7.4. Determination of myeloperoXidase. .. ... .. ..o e 66
2.7.5. Determination of CYtOKINES..... ..o e e e 66
2.7.7. Total protein determination ... e 67
2.8. Statistical @analyses ... e 67
1 I USSR 68
3.1. Physicochemical characterization of nanoemulsions and hydrogels.........ccccceveveiee. 68
3.2, 1IN VItro STUIES.....cee et e e e m e r e e e e e rnrnn e e e e e e e rnnnnnns 70
3.2.1. In Vitro drug rel@ase ... ... et e nnnnnnns 70
3.2.2. Skin retention/permeation @SSay ... 71
3.2.3. In vitro biologiCal @SS@YS ...... ..o e e e e e anemnnns 73
3.3, I VIVO STULIBS ...ttt e e e e e e ement e e e e e e eeanennnns 75
4. DISCUSSION L.ttt et e et e et e e e e e e eme e e e e me e e emnaeeeeneneeanneeanns 82
5. CONCLUSIONS ..ottt ettt e et e et e e me e e e eme e e e e ane e s amsaeeensneaanneeanns 87
CONFLICT OF INTEREST -oiiiieiiie et ee e et ee e s e e e e e e e e eme e e e e me e e anaeaeennneeanneeanns 87
ACKNOWLEDGEMENTS ...ttt mea et e e e sme s e emeaeaenaeeaanneeanns 87
REFERENCES ..ottt e e et e e e e et e e e e a2 emeeeeanne 2z emeeeeeensneeennnens 87
DISCUSSAQD GERAL ... e 93
CONCLUSOES ...t e e es e em e s e 101
REFERENCIAS ...t e et e e e see e 105
ANEXOS - autorizacado de Uso de iIMagens. ... 117
ANEXO 1 - Autorizacdo para uso de imagem como Figura 1 e 2 no Capitulo I........... 119
ANEXO 2 - Autorizacdo para uso de imagem como Figura 3 no Capitulo I................. 121

ANEXO 3 - Autorizacdo para uso de imagem como Figura 4 no Capitulo I................. 123



INTRODUCAO







A soja, Glycine max (L.) Merr, € uma semente com colheita anual cultivada em
escala mundial, sendo o Brasil o segundo maior produtor do mundo e o Rio Grande do
Sul o terceiro maior estado produtor do pais (EMBRAPA, 2019). Além de fazer parte da
dieta tradicional de paises orientais, seu consumo hoje € disseminado pelo mundo,
grande parte devido aos seus efeitos benéficos a satide. E considerada uma leguminosa
com alto teor de lipidios poli-insaturados e proteinas, e rica em metabolitos secundarios,
como as isoflavonas, classe de fitoestrogenos pelas quais recebe ainda mais destaque
(BALISTEIRO; ROMBALDI; GENOVESE, 2013; NEMITZ et al., 2015a). O consumo de
isoflavonas tem sido associado a prevencdo de cancer, doencas cardiovasculares,
osteoporose e reducdo de sintomas do climatério durante a menopausa (BALISTEIRO;
ROMBALDI; GENOVESE, 2013). Na pele, principalmente a genisteina, isoflavona
aglicona majoritaria da soja, vem sendo relacionada a capacidade de protecao e reversao
da fotocarcinogénese, envelhecimento cutaneo e melhora no tratamento de feridas, cujas
atividades foram recentemente revisadas por Nemitz e colaboradores (NEMITZ et al.,
2015).

Em relacéo a feridas cutaneas, diversas sao as razfes as quais podem ocasionar
o retardo no processo de cicatrizacdo, estando entre elas a idade, enfermidades e habitos
de vida (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Adicionalmente, considera-se
crescente o numero de novos pacientes que desenvolvem feridas crénicas (GUPTA et
al., 2019), gerando gastos que ultrapassam 20 bilhdes de délares para a economia
mundial anualmente (KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH, 2018). Logo, destacando-se
a importancia pela busca de novas estratégias para contribuir ao retorno da homeostase
local. Somado a isso, tem-se ainda uma crescente procura por fitofarmacos como

alternativas a medicamentos sintéticos, nos quais se enquadram as isoflavonas da soja.

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi patenteado um processo de
incorporacao de uma fragédo enriquecida em isoflavonas da soja em nanoemulsdes de
uso topico [BR 102015024240-9 A2] (NEMITZ et al., 2015). A metodologia de isolamento
e purificacdo de isoflavonas agliconas incluiu diferentes etapas, como o
desengorduramento, extracdo em meio hidroetandlico, hidrélise em meio enzimatico e

extracdo liquido-liquido. Cabe destacar que essa metodologia permitiu a obtencéo de
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uma fracdo de isoflavonas com alto grau de pureza, a qual apresentou um potencial
cicatrizante, visualizado através de um aumento significativo na proliferacdo de
queratindcitos in vitro (NEMITZ et al., 2017). Na sequéncia, foi demonstrada a retencao
das isoflavonas a partir de nanoemulsdes veiculadas em hidrogéis nas camadas da pele
integra de orelha suina por meio de estudos de retencdo/permeacao in vitro (células de
Franz) (NEMITZ; VON POSER; TEIXEIRA, 2019).

Considerando o conjunto de resultados obtidos até o momento e a busca
crescente pela utilizacdo de espécies vegetais como possiveis alternativas a
medicamentos tradicionais, a presente dissertacdo de mestrado visa avaliar as
potencialidades de nanoemulsdes contendo uma fracdo enriquecida em isoflavonas da
soja veiculada a hidrogéis sobre a atividade de proliferacao celular in vitro e regeneracéo

tecidual cutanea in vivo.
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OBJETIVOS







Objetivo geral

Avaliar o perfil de retencado/permeacédo cutdanea em pele integra e lesada e a

atividade proliferativa de queratinécitos in vitro de uma fragéo enriquecida em isoflavonas

agliconas da soja incorporada em nanoemulsdes, bem como sua atividade cicatrizante in

vivo quando incorporada a hidrogéis.

Objetivos especificos

Preparar um extrato hidrolisado da soja contendo isoflavonas agliconas;
Purificar e quantificar uma fracdo enriquecida de isoflavonas agliconas (FIA);
Preparar e caracterizar nanoemulsfes contendo FIA,

Preparar e caracterizar hidrogéis contendo as nanoemulsoes;

Avaliar o perfil de liberacao in vitro das formula¢gdes desenvolvidas;

Avaliar o perfil de retencdo/permeacdo cutanea in vitro das formulacdes
desenvolvidas quando em pele integra e lesada, simulando ferimentos superficiais

e profundos;

Avaliar a atividade proliferativa, toxicidade e migracado celular in vitro de
queratinécitos quando em contato com a FIA de maneira isolada ou em

nanoemulsoées;

Avaliar em modelo murino a regeneracéo e cicatrizacao de lesées cutaneas apés

aplicacdo de hidrogéis contendo FIA incorporada em nanoemulsdes.

25
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1. Pele

A pele € 0 6rgao que faz a divisa entre 0 meio interno e externo, sendo responsavel
por uma série de funcdes, dentre as quais destacam-se a regulacdo da homeostase,
prevencdo de perda de &gua percutdnea, proteinas e eletrdlitos, manutencdo da
temperatura corporal, percep¢do sensorial ao toque, dor e calor, sinais fisiologicos de
rubor, suor e palidez e protecdo a radiacdo ultravioleta. Além disso, constitui uma
importante barreira imunologica e inflamatoria, podendo refletir quadros de algumas
doencas, como hipertireoidismo e diabetes (SHU; MAIBACH, 2011; TSAKOVSKA et al.,
2017; WONG et al., 2016). E formada por ligamentos, vasos sanguineos e linfaticos, e
regides de tecido conjuntivo frouxo, responsavel pelo deslize da pele sob a contracéo
muscular. Possui entre 155 e 174 proteinas diferentes, sendo elas colageno (I, II, 111, VI,
XIl e XIV), proteinas de matriz extracelular, queratina e proteinas celulares (e.x.: actina,
miosina, tubulina, laminina, histonas e anexinas). E ainda dividida em trés camadas

distintas: epiderme, derme e hipoderme (WONG et al., 2016).

A espessura da epiderme varia entre 75 e 150 um, sendo a camada mais externa
da pele e biologicamente ativa (WONG et al., 2016). E composta de queratindcitos,
células de Langerhans, melandcitos e células de Merkel, responsaveis pela transducao
de sinais nervosos. E dividida em camada ou estrato corneo, lticido, granuloso, espinhoso
e germinativo ou basal (FARAGE et al., 2007; WONG et al., 2016). Um esquema dessa
camada da pele pode ser visualizado na Figura 1.

O estrato corneo € a sua por¢cdo mais externa (10-20 um), formada por
queratinécitos originados na juncdo dermo-epidérmica que passaram por um processo
chamado de descamacao. Nesse ocorre a perda do nucleo e do formato hexagonal das
células, as quais adquirem nessa camada um formato achatado; sdo preenchidas por
gueratina e passam a ser chamadas de cornedcitos. Devido a perda de atividade
metabdlica, essa camada é frequentemente referida como epiderme inviavel. As células
sdo conectadas entre si através de corneodesmossomos e sao embebidas em uma
matriz lipidica multilamelar composta de ceramidas, colesterdis e acidos graxos gerados
pelo estrato granuloso (FARAGE et al., 2007; JEPPS et al., 2013; WONG et al., 2016).

Possuem espessura de 0,1 a 1 um, sendo a camada composta por cerca de 60% de
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proteinas estruturais, 20% de agua e 20% de lipidios. Confere flexibilidade e firmeza a
camada epidérmica e exerce contato direto com o meio externo, favorecendo a
termorregulacdo e impedindo a evaporacdo de agua transepidermal, cuja perda
excessiva ocasiona 0 ressecamento da pele e a perda da protecdo barreira contra
patdgenos e demais substancias do meio externo (FARAGE et al., 2007; WONG et al.,
20186).

A camada mais interna da epiderme (estrato basal) mantém-se em renovacéo
continua com a producdo de novos queratindcitos sobre a membrana basal, a qual é
vastamente composta por colageno do tipo IV, laminina, heparina e proteoglicanos. Tais
proteinas fazem parte da juncéo dermo-epidérmica, que promove a ligacao entre a derme
e a epiderme, dando resisténcia mecanica e atuando como barreira de patégenos
(WONG et al., 2016).

Estrato cérneo > 2 *;;.: ~ & =

Estrato lucido
Estrato granuloso
Estrato espinhoso

Célula de Langerhans |- Epiderme

Célula de Merkel
Melandécito

Membrana basal

; —Deme
Vaso sanguineo — |

K
Estrato basal

c 2

Figura 1. Esquema demonstrando a epiderme e derme adaptado de Farage e colaboradores (2007).

Ja a derme usualmente tem espessura menor que 2 mm, podendo chegar a 4 mm
nas costas de um adulto. Um esquema dessa camada da pele pode ser visualizado na
Figura 2. Contém inervacfes, vasos sanguineos, linfaticos e glandulas sudoriparas,
exercendo a funcéo de suporte nutricional, barreira protetora contra infeccoes e reserva
de agua (CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019; TSAKOVSKA et al.,

2017). As células responsaveis pela manutengdo da estrutura da camada sdo os
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fibroblastos, os quais secretam colageno, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, fatores de
crescimento e citocinas (SHU; MAIBACH, 2011). Divide-se em derme papilar e derme
reticular (mais profunda), suportando a epiderme e ligando-se & hipoderme. E formada
de tecido conjuntivo contento elastina e colageno, apresenta a inervacao de foliculos
pilosos e glandulas écrinas, contém fibras nervosas, receptores sensoriais, acido
hialurénico — responsavel pela retencdo de agua, e glicosaminoglicanos de suporte
(GAGSs), podendo conter também células adiposas, mastécitos e leucacitos infiltrados. As
fiboras de colageno sé@o responsaveis pela resisténcia a tracdo, enquanto a elastina
confere elasticidade e resiliéncia. A derme papilar possui fibras de colageno de diametro
pequeno intercaladas a fibras elasticas, fibrocitos, agua, proteinas plasmaticas e
polissacarideos. Ja a derme reticular € constituida de fibras de colageno de grande
diametro, menos densamente compactadas e envolvidas em fibras elasticas (FARAGE
et al., 2007; JEPPS et al., 2013; SHAHZAD et al., 2015; WONG et al., 2016). Existem 14
tipos de colageno na pele, sendo o colageno predominante o tipo | (80-90%), seguido do
tipo Il (10-20%) (FARAGE et al., 2007; SHU; MAIBACH, 2011; WONG et al., 2016). Ao
longo da vida, no entanto, o colageno torna-se mais escasso, espesso e desorganizado,
sendo um dos principais representantes do envelhecimento cutaneo (SHU; MAIBACH,
2011).

Epiderme

Glandulasebacia

, . Derme
Foliculo piloso

Glandula sudoripara

Vasos sanguineos

. Hipoderme

Figura 2. Esquema demonstrando a derme adaptado de Farage e colaboradores (2007).

A hipoderme localiza-se abaixo da derme, sendo formada por tecido adiposo

envolto por tecido conjuntivo frouxo, ligando a pele a 6rgéos internos. Tem a funcéo de
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amortecer, regular a temperatura e conferir estabilidade a pele (FARAGE et al., 2007). E
rica em proteoglicanos e glicosaminoglicanos, 0s quais possuem capacidade de atrair
agua ou fluido intersticial e conferem a camada propriedades parecidas com mucosas,
regulando a pressdo osmatica de capilares quando as mesmas sdo excedidas, como por
exemplo, durante um processo inflamatoério. Fibroblastos, adipécitos e macrofagos estéo
presentes nessa camada, sendo responsaveis pela homeostase local na obesidade,
estimulando a termogénese de lipidios durante a realizacdo de exercicios fisicos e
durante a exposicdo a baixas temperaturas. Os adipOcitos organizam-se, por sua vez,
em lébulos polixagonais, ricos em tecido sanguineo e linfatico para promover a nutricdo

das células, e tecido fibrotico em torno (WONG et al., 2016).

Como apéndices, sdo encontrados glandulas sebaceas, foliculos pilosos e
glandulas sudoriparas. A glandula sebacea é responsavel pela producdo do sebo,
transporte de antioxidantes enddgenos para a pele visando a manutencdo da sua
integridade, combate a bactérias e ao excesso de umidade e calor. E composta
principalmente de triglicerideos, ésteres de cera, esqualeno e colesterol. Ja os foliculos
pilosos sdo vascularizados, 0s quais conectam-se as glandulas sebaceas. As glandulas
sudoriparas écrinas, por sua vez, sdo responsaveis pela producéo do suor a fim de ajudar
a resfriar o corpo, melhorar a aderéncia e sensibilizacdo da pele. Tem origem na camada
mais profunda da derme ou na hipoderme, desembocando na superficie cutanea através
de ductos. Estes, por sua vez, sdo capazes de reabsorver agua, sal e eletrélitos caso
necessario para manutencao da homeostase. Glandulas apd6crinas nao tem sua fungéo
e produto secretado bem estabelecido na literatura, jA as apoécrinas surgem na

adolescéncia e possuem funcgéo parecida as écrinas (JEPPS et al., 2013).

Considerando sua grande extensao e sua facilidade de acesso, a pele € um 6rgéo
de féacil utilizag&o para aplica¢do de produtos topicos visando efeitos locais (GARCES et
al., 2018). No entanto, a permeabilidade de ativos e farmacos pela pele é restrita
principalmente pela presenca do estrato corneo, o qual devido a sua composi¢ao rica em
lipidios, atua como barreira a compostos hidrofilicos (CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA;
WINNICKA, 2019; GARCES et al., 2018). A penetracio de substancias pode ocorrer via

transepidermal, através do estrato corneo, podendo acontecer intra ou intercelularmente,
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sucedendo-se essencialmente por transporte passivo; ou através de apéndices (foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas) (CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA;
WINNICKA, 2019; JEPPS et al., 2013). Moléculas hidrofilicas tentem a permear atraves
do transporte intracelular, entrando e saindo de cornedcitos, visto que esses possuem
queratina hidratada no seu interior. J& moléculas lipofilicas tentem a ser transportadas
em torno dos cornedcitos, justamente considerando que a matriz extracelular do estrato
corneo é rica em lipidios (CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019;
SHAHZAD et al., 2015).

Um esquema simplificado com as possiveis rotas de permeacao cutdnea pode ser
visualizado na Figura 3. No entanto, qualquer ruptura nessa estrutura leva a um perfil de
permeacao diferente de ativos (CURIKOVA et al., 2017). Na auséncia de estrato corneo,
as demais camadas da epiderme agem como barreira para compostos altamente
lipofilicos. Além disso, a presenca de proteinas de transporte na derme e a sua alta
vascularizacédo favorecem a melhor distribuicdo de compostos pela camada, sofrendo

influéncia de compostos vasodilatadores e vasoconstritores (JEPPS et al., 2013).

ativos s .
lipidios intercelulares . *%

’ oo Qi ’
ceo, .* cornedcitos
® / foliculo piloso

v

. Rota

Rota intercelular Rota intracelular transapendicimal

Figura 3. Esquema demonstrando possiveis rotas de permeacédo através do estrato corneo adaptado de

Czajkowska-ko e colaboradores (2019).

Ja no caso de permeacao através de apéndices, 0 mecanismo pelo qual moléculas
chegam as camadas da pele esta ainda sendo estudado, mas reconhece-se que a

producéo de sebo pelas glandulas sebaceas interligadas a foliculos pilosos favorece a
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difusédo de compostos lipofilicos através dos mesmos (JEPPS et al., 2013). No entanto,
acredita-se que a permeacdao atraves destes deva ser pequena, visto que a pele humana
€ recoberta apenas em 0,1% de foliculos. Ainda assim, essa rota pode, de alguma forma,
ser significante na difusdo de compostos de alto peso molecular e que possuem taxas de
difusdo lenta, como pode ser o caso de sistemas nanoestruturados (LANE, 2013). Por
fim, é possivel ocorrer ndo somente o acimulo de compostos nas camadas da pele, como
também interacdes com estruturas do tecido, tais como lipidios, queratina e receptores.
Dessa forma, uma difusdo lenta ou até mesmo uma cristalizacdo do ativo pode ser
ocasionada, resultando em uma dificuldade de atravessar camadas e uma menor
absorcdo sistémica. Adicionalmente, farmacos e ativos podem ainda sofrer
metabolizacdo na pele, resultando em uma menor concentra¢cdo do mesmo no seu sitio
de acdo (LANE, 2013).

A absorc¢ao percutanea, por sua vez, é dividida em penetracdo, em que o ativo ou
farmaco é liberado do veiculo e atinge o estrato corneo por particdo; permeacao, em que
ha a passagem do mesmo de uma camada da pele para outra; e absor¢éo sistémica, em
gue o mesmo pode vir a atingir vasos linfaticos e sanguineos encontrados na derme. Para
tais processos, segue-se a lei de Fick’s, em que considera-se que a taxa de absor¢ao ou
fluxo de uma substancia através de uma barreira seja proporcional a diferenca de
concentracdo entre as barreiras (equacdo 1) (CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA;
WINNICKA, 2019).

] = (@) Cv (Equagéo 1), onde
J =fluxo

D = coeficiente de difusdo através do estrato corneo

Km = coeficiente de particdo entre o estrato cérneo e o veiculo

L = largura da membrana a ser atravessada

C, = concentracdo do composto no veiculo
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Dessa forma, a composigéo do veiculo é de extrema importancia para promover a
penetracdo cutanea, visto que o mesmo pode modificar o coeficiente de particao e difusao
na pele, assim como componentes da formulacdo podem exercer efeitos sobre a
estrutura cutanea ao interagir, por exemplo, com lipidios da pele (CZAJKOWSKA-KO;
SZEKALSKA; WINNICKA, 2019; GHAFOURIAN et al., 2010; GUJJAR; BANGA, 2014).
Estudos indicam que veiculos hidrofilicos podem ainda permitir uma maior saida de ativos
lipofilicos dos mesmos, levando a uma possivel maior penetracdo na pele (GUJJAR;
BANGA, 2014; KIKWAI et al., 2002; MARWAH et al., 2016; MINGHETTI et al., 2007).
Além disso, idealmente, as moléculas devem apresentar baixo peso molecular (< 500
Da), serem moderadamente lipofilicas (log P 1-3), possuirem ponto de fusdo abaixo de
150 °C e alta poténcia, em que baixas doses ja exerceriam efeito cutaneo
(CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019). Adicionalmente, a integridade
cutanea, caracteristica anatdmica do local de aplicacdo, doencgas, circulacdo sanguinea
local, densidade de foliculos e metabolizacdo por enzimas sdo também parametros a
serem levados em consideracdo (CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019;
GHAFOURIAN et al., 2010). Devido a isso, se torna dificil predizer e afirmar o
comportamento de um ativo ou farmaco ao entrar em contato com a pele sem a realizagéo

de experimentos prévios, tanto com pele integra, quanto lesionada.

Como estratégias para facilitar a permeacao de ativos através da pele pode-se,
além de promover o aumento da saida do ativo a partir do veiculo, provocar uma
desorganizagdo do estrato corneo, aumentar o fluxo sanguineo no local utilizando, por
exemplo, temperatura, assim como utilizar técnicas como iontoforese, microagulhamento
(producdo de microcanais), magnetoforese, ultrassom, pré-farmacos, promotores de
absorcao (por exemplo, fosfolipidios, surfactantes e solventes organicos) e nanosistemas
(CZAJKOWSKA-KO; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019; GHAFOURIAN et al., 2010;
SHAHZAD et al., 2015).

Para estudos de permeacéo e retencéo cutanea, o padrédo ouro é o uso de pele
humana. No entanto, devido a alta variabilidade relacionada a diferentes racas, géneros,
idade de doadores e local de obtencdo, somados a dificuldade de obtencdo, séo

utilizadas peles de rato, camundongo, cobra ou orelha suina a fim de demonstrar a funcéo
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barreira da pele quando mantida em forma intacta (GUJJAR; BANGA, 2014; PRACA et
al., 2018). Entretanto, muitos produtos sdo destinados a aplicacdo sobre uma pele
previamente lesionada devido a presenca de uma eventual doenca, como uma ferida,
levando a mudancas no perfil de permeacéo cutanea e a possiveis efeitos sistémicos.
Logo, estudos que simulem algum tipo de leséo na pele devem ser realizados a fim de
melhor predizer a permeacdo de compostos (GUJJAR; BANGA, 2014).

2. Feridas

E crescente o nimero de novos casos de pacientes com feridas crénicas no
mundo e ainda que possam acometer populagcdes de todas as idades, sao principalmente
relacionados a comorbidades, como o diabetes, e ao envelhecimento da populagéo. De
fato, estima-se um crescimento anual em torno de 6 a 7% no nimero de novos casos de
Ulceras venosas e por pressao e 9% de ulceras diabéticas no mundo (GUPTA et al.,
2019). Nos Estados Unidos, cerca de 2 a 4,5 milhdes de pessoas sdao acometidas por
feridas cronicas, gerando um custo de 25 bilh8es de ddlares a economia americana por
ano (DERAKHSHANDEH et al., 2018). Em 2013, na Unido Europeia, estimou-se que 2,2
milhdes de pessoas estavam recebendo tratamento para feridas e apenas 61% delas
foram curadas, gerando um gasto de 5,3 milhdes de libras, representando 4% do gasto
anual em saude publica (GUPTA et al., 2019). No mundo, gastos com feridas chegaram
a 20 bilhdes de doélares em 2016 (KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH, 2018).

Dentre as razbes para a dificuldade de cura de feridas cutaneas encontra-se o
envelhecimento, o qual confere uma maior fragilidade a pele e, consequentemente, a
deixa mais exposta e suscetivel a traumas mais frequentes. Além disso, a pele reduz a
sua propriedade de regeneracdo com a idade, levando a um maior retardo na
cicatrizacdo. Inclusive, a dificuldade de tratamento de feridas agudas tende a permitir o
aparecimento de infec¢des locais, abertura de feridas e uma evolugéo a feridas crénicas
gue nao cicatrizam. Devido a isso, Ulceras venosas e de pressdo sdo enquadradas como
potenciais riscos de salude em idosos (SHU; MAIBACH, 2011). Dessa forma, é crescente
0 numero de investimentos para tratamento de feridas e melhora da aparéncia de

cicatrizes (DERAKHSHANDEH et al., 2018).
36



Feridas séo caracterizadas pela ruptura da integridade da pele, podendo atingir
somente a epiderme, classificadas como superficiais; levar a um dano vascular ou atingir
a derme, no caso de feridas de espessura parciais; ou atingir até o tecido subcutaneo,
sendo chamadas de feridas com espessura total (BOATENG et al., 2008; GUPTA et al.,
2019). Podem ser ocasionadas por um evento cirargico ou um trauma agudo, sendo estas
escoriacbes ou rasgos, queimaduras ou lesées quimicas causadas por radiacao,
eletricidade, produtos quimicos ou fontes térmicas. Nesses casos, a temperatura, assim
como o tempo de exposicao influenciam no grau da queimadura (BOATENG et al., 2008).
No caso de traumas cirlrgicos, a cicatrizagcao tende a ocorrer mais rapidamente devido
a intervencao realizada, em que a sutura ajuda na re-estruturacdo do epitélio. J& em
traumas agudos em que ha um extenso dano ao epitélio, € necessario o envolvimento e
a reproducao de muitas células e formacdo de uma nova matriz dérmica, ocasionando
uma demora no processo (GUPTA et al., 2019). Em individuos saudaveis, o processo
inflamatdrio da cicatrizagdo tende a ser finalizado dentro de alguns dias ou semanas
(normalmente de 8 a 12 semanas). Ja quando as feridas se tornam cronicas, esse pode
levar de meses (acima de 3) a anos para ser finalizado (DERAKHSHANDEH et al., 2018;
GUPTA et al., 2019).

Feridas crbnicas sdo normalmente derivadas de Ulceras venosas na perna, Ulceras
de pé diabético e Ulceras por pressdo, em que uma ou mais etapas do processo
cicatrizante ndo é finalizada (BOATENG et al., 2008; DERAKHSHANDEH et al., 2018;
GUPTA et al., 2019). O protocolo de tratamento costuma ser individualizado de acordo
com a lesdo e sua gravidade. Ulceras venosas na perna localizam-se entre a articulacio
do tornozelo e o joelho de pacientes com doenca venosa cronica ou hipertensdo venosa
nos membros inferiores, como varizes e lipodermatoesclerose (DERAKHSHANDEH et
al., 2018; GUIMARAES BARBOSA; NOGUEIRA CAMPOS, 2010). O tratamento desse
tipo de ferida pode incluir repouso, terapia compressiva, terapia topica para manutencao
do local umido e limpo, com absorcdo do exsudato, e uso de antibidticos sistémicos
(GUIMARAES BARBOSA; NOGUEIRA CAMPOQOS, 2010).

Por sua vez, as Ulceras de pé diabético caracterizam-se por feridas abaixo do

tornozelo, comumente provocadas por uma lesao repetitiva, estendem-se por toda a
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derme, sendo uma complicagdo comum decorrente de um diabetes ndo controlado
(DERAKHSHANDEH et al., 2018). O tratamento atual pode envolver utilizagéo de tules
de nylon, carvao ativado, hidrogéis, debridamento, hidrocoloides, antibioticoterapia por
via oral ou endovenosa em casos de infec¢des, imobilizacdo, uso de sapatos especiais e
cirurgia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

Ja ulceras por pressao caracterizam-se por lesbes na pele e tecido inferior
decorrente de uma pressao prolongada no local, ocorrendo normalmente sobre regifes
0sseas, como calcanhares, céccix, tornozelos e quadris (DERAKHSHANDEH et al.,
2018). Protocolos de tratamento incluem curativos absorventes para reduzir exsudatos,
antimicrobianos, analgésicos, agentes hidratantes, peliculas protetoras, aceleradores de
regeneracao, hidrocoloides, agentes promotores de debridamento e hidrogéis (SILVA,
2018).

Inflamacéo crdnica, infec¢do, baixo aporte nutricional, aumento da presséao local e
perfusdo inadequada séo fatores que podem retardar a cicatrizacdo local. A baixa
concentracdo de oxigénio no tecido e a alta quantidade de proteinas favorece a
proliferacdo bacteriana. Assim, para promover uma cicatrizacdo adequada, deve-se
melhorar a vascularizacao local, a fim de permitir um adequado aporte de oxigénio e
nutricdo, e a carga bacteriana deve ser reduzida. Alguns estudos, no entanto, relatam
gue a presenca de uma pequena quantidade de bactérias no local pode favorecer a
cicatrizacdo por promover a digestdo de detritos através de enzimas bacterianas e
estimular a liberacédo de proteases por neutréfilos (DERAKHSHANDEH et al., 2018).

Dentre outros fatores que podem dificultar a cicatrizacdo de feridas, podem ser
citados isquemias, cirurgias, corpos estranhos e edemas (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007). Além disso, doencas como o diabetes mellitus, em que é
conhecida a demora no tempo de cicatrizacdo, sendo este um dos sinais mais
significativos da doenga (EO; LEE; LIM, 2016), HIV positivos, deficiéncia de vitaminas,
hipotireoidismo, farmacos antineoplasicos, alteracdes de coagulacao, traumas graves,
gueimaduras, sepses, insuficiéncia hepatica, renal e respiratoria, radioterapia, uso de
corticoides e idade sao potenciais modificadores de cicatrizagcdo (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007; GUPTA et al., 2019).
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Para as mulheres, tem-se estudado ainda a dificuldade de cicatrizacdo apés a
menopausa, momento da vida em que h&d uma reducdo bastante significativa de
estrogénio. Tal fato tem sido relacionado ao aumento de sintomas de envelhecimento,
visto que esse horménio tem papel importante na regulacdo, manutencéo e regeneracao
da pele; acredita-se ainda que a diminuicdo de estrogénio intrinseco esteja relacionada
com a reducdo da capacidade de cicatrizacdo da pele, o que pode levar ao
desenvolvimento de feridas crénicas com o decorrer do tempo, estando, portanto,
relacionado a alta morbidade (EMMERSON et al., 2010).

A regeneracdo de uma ferida, por sua vez, € seguida de uma série de eventos
bioquimicos, moleculares e celulares, os quais sdo desencadeados visando a
restauracdo do equilibrio local, fenbmeno este chamado de cicatrizacdo (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Esse processo é usualmente dividido em trés fases:
inflamatéria, proliferativa ou de granulagéo, e remodelacdo ou maturacao, muitas vezes
havendo sobreposicdo de eventos (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; EO;
LEE; LIM, 2016; GUPTA et al., 2019). Um esquema do processo cicatrizante pode ser

visualizado na Figura 4.

A fase inflamatéria tem inicio logo apdés uma lesdo no tecido, havendo a
degranulacao de plaquetas, o que leva, consequentemente, a ativacdo da cascata de
coagulacdo e do complemento (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; LI;
CHEN; KIRSNER, 2007). Ha formacdo de coagulo através da unido de colageno,
plaquetas e trombina, o qual é utilizado como reservatério para producéo de citocinas e
fatores de crescimento; vasodilatacdo; e aumento da permeabilidade vascular, o que
aumenta a presenca de enzimas, nutrientes e a migracdo de macréfagos e leucdcitos,
incluindo neutrdfilos e linfécitos, os quais permitem a limpeza do tecido danificado e
possiveis contaminantes (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007;
DERAKHSHANDEH et al., 2018; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; PARK et al., 2011). Os
macrofagos iniciam a replicacdo do endotélio, contribuindo para a fibroplastia,
angiogénese e sintese de matriz extracelular. Estes tendem a permanecer durante todo
0 processo cicatricial. J& os neutroéfilos produzem radicais livres visando a eliminacédo de

um possivel agente bacteriano e estao presentes principalmente na fase inflamatoria.
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Estes sofrem apoptose, fagocitose por macréfagos ou desbridamento autolitico uma vez
terminada suas fun¢des (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; GUPTA et al.,
2019). Sinais tipicos de inflamacéo, tais como rubor, dor, inchaco e calor, encontram-se
presentes (GUPTA et al., 2019).
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Figura 4. Esquema representando as etapas do processo cicatrizante adaptado de Gupta e colaboradores
(2019).

Apoés, tem-se inicio a fase proliferativa, a qual é dividida em quatro etapas:
epitelizacédo, angiogénese, formacao de tecido de granulacéo e deposicédo de colageno
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Ha a formag&o de um novo epitélio
sobre a ferida através da migracédo e proliferacdo de células epiteliais do entorno da
mesma (GUPTA et al., 2019). A angiogénese, caracterizada pela formagédo de novos
capilares, permite a migracdo de células endotelias. Ao fim dessa fase, tem-se o

crescimento de tecido granuloso para preencher o espaco ocupado pela ferida e a
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proliferacdo de fibroblastos, que produzem coldgeno tipo I, transformando-os em
miofibroblastos, que, por sua vez, atuam na contracao da ferida (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007; LI; CHEN; KIRSNER, 2007). H4 ainda a formacé&o de colageno
tipo Il que fornece a forca inicial para a formacéo da cicatriz. Os fibroblastos secretam
também fatores de crescimento para formagédo de uma matriz extracelular temporaria, a
qual serve de suporte para o crescimento de outras células (DERAKHSHANDEH et al.,
2018). A fibronectina, glicoproteina da matriz extracelular, promove a migracdo e o
direcionamento dos queratindcitos e aumenta o influxo de fibroblastos, promovendo a
deposicao de colageno. No entanto, quando ha um grande aumento de neutréfilos em
casos inflamatérios, ocorre um aumento da producado de elastase, protease responsavel
pela degradacdo de fibronectina. Além disso, a presenca duradoura e em grandes
guantidades de elastase promove uma degradacdo da juncdo dermo-epidérmica e
inibicdo da adesao da fibronectina ao fibroblasto, dificultado a cicatrizacdo (ASHCROFT
et al., 1999).

Por ultimo, ocorre a fase de maturacéo ou remodelamento, em que ha deposicao
do colageno de forma mais organizada, visando a formacao da cicatriz propriamente dita,
sendo, por isso, a fase de maior importancia clinica. Leucécitos e fibroblastos atuam
secretando colagenases que destroem a matriz de colageno antiga, permitindo a
deposicado da nova com maior forca de tracdo (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007).

O fechamento de feridas, no entanto, ndo depende somente do processo de
cicatrizacdo, mas também da saude do paciente, do ambiente em que este vive, do meio
social a qual est4d vinculado e ao tratamento medicamentoso propriamente dito
(BOATENG et al., 2008). Feridas tendem a ocasionar baixa qualidade de vida, altos
indices de morbidade e mortalidade, ao levar pacientes a dores intensas, prejuizo de
funcdo do local e graves infecgbes, gerando gangrena, amputagdes e sepses (SAMI,
HEIBA; ABDELLATIF, 2019). Além disso, considerando a existéncia de mais de um tipo
de ferida e estagio de cicatrizacédo, se faz importante o estudo de mais de um tipo de
possivel tratamento, assim como a sua avaliagcdo de performance clinica, visando

melhorar a qualidade de vida desses pacientes (BOATENG et al., 2008).
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3. Estrogénio

O estrogénio, hormdnio sexual feminino, age em inimeros 6rgaos, sendo a pele o
maior érgao nao-reprodutor a sofrer sua acao. Dentre seus receptores, ERB e ERa, existe
uma maior concentracdo de ERp distribuida na pele de homens e mulheres (HALL;
PHILLIPS, 2005). ERB é encontrado predominante na epiderme, fibroblastos dérmicos,
vasos sanguineos e foliculos capilares do couro cabeludo (HALL; PHILLIPS, 2005; SHU,
MAIBACH, 2011). Queratindcitos expressam ambos 0s receptores, aumentando sua
proliferacdo quando em contato com estrogénio. Ja fibroblastos, apesar de apresentarem
ambos receptores, respondem em menor intensidade ao hormonio (HALL; PHILLIPS,
2005). No entanto, estudos indicam que o0 aumento de estrégeno leva a um aumento na
proliferacéo de fibroblastos, aumentando a sintese de colageno e reduzindo a expressao
de metaloproteinases de matriz, enzimas responsaveis pela degradacdo de colageno
(SHU; MAIBACH, 2011). Além disso, células inflamatdrias também possuem receptores
para estrogénio, indicando a regulacao de processos imunes pelo horménio (ASHCROFT
et al., 1999).

Diversos estudos in vitro, in vivo e clinicos correlacionam os efeitos de estrogénio
sobre a pele a partir da privacdo do mesmo no periodo pés-menopausa. Dentre os efeitos
descritos destacam-se a diminuicdo de colageno e demora na cicatrizacdo de feridas,
fendmenos os quais tendem a melhorar com a suplementacdo hormonal (HALL;
PHILLIPS, 2005). Na cicatrizacédo cutanea, diversos estudos sugerem uma forte relacao
entre a auséncia de estrogeno e a demora no processo (SHU; MAIBACH, 2011). Calvin
e colaboradores (1998) demonstraram uma demora ao retorno da homeostase local
guando ratas fémeas foram ovariectomizadas em relagcdo ao grupo controle (CALVIN et
al., 1998); Outros estudos demonstram a aceleracéo do processo em homens e mulheres
guando tratados com estrogénio tépico (SHU; MAIBACH, 2011). Logo, devido ao fato de
existirem receptores estrogénicos em diversas células participantes do processo
cicatrizante, como queratinécitos, fibroblastos, células do sistema imune e células
endoteliais vasculares, acredita-se na potencialidade do estrbgeno em regular e
potencializar o fechamento de feridas (SHU; MAIBACH, 2011).
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Ha estudos demonstrando ainda a reducéo de 30 a 40% no desenvolvimento de
Ulceras venosas em pacientes idosos com a administracdo de estrogénio, assim como
sugerindo o envolvimento do fator de inibicdo de migracdo de macrofagos (HALL;
PHILLIPS, 2005). Outros demonstram a reducdo do processo inflamatério, aumento da
re-epitelizagcéo e deposicéo de colageno, seguido de uma diminui¢do da area da ferida e
aumento da contracdo local estimulados pela administracdo de estrogénio exdgeno
(MUKALI et al., 2014). Nesse mesmo estudo, comparou-se a administracdo topica de
estrogénio com a administracao subcutanea do mesmo. Como resultados, observou-se
que a reducdo das areas das feridas em camundongos fémeas foi ainda maior quando
aplicado topicamente, assim como o0 aparecimento de novos vasos sanguineos e
miofibroblastos (MUKAI et al., 2014).

Em um estudo clinico realizado por Ashcroft e colaboradores (1999), foi
demonstrado uma melhora na extensao de feridas em homens e mulheres idosos apd6s
a aplicacédo topica de estrogeno (na forma de patches) imediatamente antes da excisédo
da pele e em dose Unica 24 horas apos a producédo da ferida, demonstrando que o
estrogénio pode ser usado tanto para prevencao quanto para tratamento. Os resultados
foram relacionados com a acao do estrogénio sobre neutrdfilos, reduzindo a expressao
de L-selectina na superficie dos mesmos, proteina responsavel por possibilitar a
localizacdo de sitios inflamatorios, levando, portanto, a reducdo de quimiotaxia de
neutréfilos. Dessa forma, houve reducdo da atividade da elastase expressa por
neutréfilos, o que promoveu a diminuicdo da degradacdo in vitro de fibronectina e,
consequentemente, aumento de deposicdo da mesma no tecido in vivo apos 7 dias de
tratamento, promovendo um aumento do influxo de fibroblastos, e, portanto, levando a
uma maior deposicdo de colageno. Além disso, considerando que elastases ativam
metaloproteinases de matriz, enzimas responsaveis pela degradacdo de colageno, a
reducdo das mesmas permite a diminuicdo da decomposi¢édo do colageno, favorecendo
mais uma vez, a cicatriza¢do. Foi ainda relatado o aumento de colageno como sendo
ainda mais significativo em mulheres, relacionado, possivelmente, a um maior nimero de
receptores estrogénicos na pele das mesmas em comparacéo a homens (ASHCROFT et
al., 1999).
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A citocina pré-inflamatdria - fator inibitério de migracdo de macrofagos, produzida
por monacitos, células endoteliais, queratindcitos e fibroblastos, também tem sua
expressao regulada por estrogénio, estando presente quando ha inflamacéo excessiva
em feridas abertas. E capaz de promover o aumento do tamanho de ferida, menor forca
de tracdo de cicatrizes e menor deposi¢cao de colageno tipo I. Logo, quando realiza-se
reposicao hormonal, ocorre uma melhora no processo de cicatrizagao, pois o estrogénio
€ capaz de inibir sua producéo (SHU; MAIBACH, 2011). Esse processo foi demonstrado
em ratos e humanos, comprovando nesses ultimos que a auséncia de estrogénio na
menopausa leva a um aumento dessa citocina sistemicamente e localmente na pele,
havendo uma piora no progresso de cicatriza¢do. Logo, € indicativo de que ha uma forte
correlacdo entre a presenca dessa citocina e a demora no fechamento de feridas (SHU;
MAIBACH, 2011).

Em outro estudo, a aplicagdo topica de estrogénio em camundongas fémeas
diabéticas provocou um aumento de células progenitoras endoteliais, responsaveis pela
neovascularizacdo, e mesenquimais, células pluripotentes responsaveis pela capacidade
de diferenciacao e regeneracao do tecido cicatricial. Demonstrou-se, dessa forma, que o
aumento dessas células contribui para uma aceleracdo na cicatrizacdo de feridas
diabéticas ap0s 6 dias de tratamento, havendo também maior deposicdo de colageno no
local (ZHUGE et al., 2018).

Em relacéo a influéncia dos niveis de estresse durante a cicatriza¢édo de feridas,
Romana-Souza (2014) demonstrou que a cicatrizacdo em homens e mulheres sao
mediadas diferentemente e, enquanto horménios androgénicos masculinos possuem um
efeito proé-inflamatério, levando ao aumento dos mediadores inflamatérios devido ao
acréscimo do fator inibitério de migracdo de macréfagos; nas mulheres, o estrogénio
exerce um efeito anti-inflamatoério. O estrogénio tende a acelerar mais a cicatrizacao
guando comparado a horménios androgénicos em homens. Foi demonstrado que o
estresse diminuiu a proliferacdo e migracdo de queratindcitos em camundogos,
dificultando a etapa de re-epitelizacdo, assim como levou a uma reducéao na diferenciacéo
miofibroblastica e na neoangiogénese, provocando uma maior demora para a deposi¢ao

de colageno e, consequentemente, da contragédo do ferimento. A remogé&o dos testiculos
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em machos levou a uma melhora desse processo, enquanto a remoc¢éo dos ovarios em

fémeas, ocasionou uma piora do mesmo (ROMANA-SOUZA et al., 2014).

Em contrapartida, estudos sugerem que ainda que O estrogénio acelere o
processo cicatrizante, h4 uma piora na aparéncia da cicatriz em relacdo a cor, textura e
contorno em pacientes com niveis de estrogénio mais elevados no corpo, como em
jovens e mulheres em terapia de reposicdo hormonal. Cicatrizes de idosas pos-
menopausa tendem a ser mais claras e planas, enquanto a de jovens sdo mais
pigmentadas e evertidas. J& microscopicamente, ha maior tendéncia de formacdo de
NOVos vasos sanguineos na derme papilar e a uma melhor organizacédo de colageno em
idosas, enquanto em jovens, tem-se uma juncado dermoepidérmica mais plana e camadas
paralelas mais densas de colageno cicatricial. Os autores sugerem que essas diferencas
estejam relacionadas a expressao de TGF@ por fibroblastos, citocina mediada por
estrogeno. Logo, no final do processo cicatrizante, um antagonista de receptores
estrogénicos, como o tamoxifeno, poderia ser uma melhor opcdo de tratamento
(ASHCROFT et al., 1997).

4. Soja e atividade cicatrizante

A soja, Glycine max, é uma leguminosa consumida e cultivada em escala mundial,
sendo originada no continente asiatico. Apresenta um elevado teor de lipidios poli-
insaturados e proteinas (30-45%), sendo também composta de carboidratos, minerais e
metabolitos secundarios, como saponinas e isoflavonas (BALISTEIRO; ROMBALDI,
GENOVESE, 2013; NEMITZ et al., 2017). Sabe-se que a incidéncia de alguns tipos de
canceres, como o0 de mama e préstata, assim como osteoporose, doencas
cardiovasculares, diabetes e reducdo dos sintomas do climatério é significativamente
menor em paises orientais, sendo estes relacionados ao alto consumo de soja, tornando-
a uma semente largamente estudada e atrativa pela populacéo ocidental (MAZUMDER,;
HONGSPRABHAS, 2016; NEMITZ et al., 2015a). Ainda que estejam presentes em torno
de 1 a 3 mg/g de gréo de soja, tais efeitos séo relacionados principalmente a presenca
de isoflavonas, sendo a genisteina, isoflavona aglicona majoritaria, 0 composto com

efeitos mais promissores descritos (MAZUMDER; HONGSPRABHAS, 2016). Na pele, é
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relacionada a capacidade de protecao e reversao da fotocarcinogénese, envelhecimento
cutaneo e melhora no tratamento de feridas (NEMITZ et al., 2015a).

Isoflavonas séo consideradas fitoestrogenos, substancias analogas a estrutura do
estradiol (EMMERSON et al., 2010; EO; LEE; LIM, 2016), as quais, considerando 0s
efeitos do hormdnio feminino sobre a pele, podem ser capazes de reduzir a inflamagéo e
levar a estimulacédo da re-epitelizacao da pele, acelerando, portanto, o processo cicatricial
(EMMERSON et al., 2010). Sdo capazes de se ligar a receptores ERs, com maior
afinidade aos ERp, apresentando menor correlagdo a canceres estréogeno-dependentes
(SHU; MAIBACH, 2011). Portanto, devido aos seus efeitos benéficos e menores efeitos
colaterais, fitoestrogenos como as isoflavonas vem sendo estudadas como alternativas

naturais ao horménio endégeno (MARINI et al., 2010).

As isoflavonas encontradas na soja incluem as agliconas daidzeina, gliciteina e
genisteina, seus glicosideos daidzina, (glicitina e genistina, e conjugados
malonilglicosideos e acetilglicosideos (YUAN et al., 2008), sendo formados por dois anéis
aromaticos ligados a um anel heterociclico, apresentando substituintes tais como
hidroxilas e metoxila (Figura 5) (NEMITZ et al., 2015a).

Genisteina Gliciteina Daidzeina

Figura 5. Estrutura quimica das isoflavonas agliconas.

Ainda que sejam as isoflavonas em suas formas glicosiladas as prevalentes nos
graos de soja in natura, sabe-se que para que as mesmas se tornem ativas, € necessaria
sua hidrélise (SCHMID et al., 2003). Esta pode ser realizada tanto por meios acido,
alcalino ou enzimético, sendo a via enzimatica o método de escolha segundo Nemitz e

colaboradores (NEMITZ et al., 2017), visto que a mesma é seletiva as isoflavonas, néo
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gerando compostos citotoxicos como o 5-hidroximetilfurfural e 5-etoximetil-2-furfural,
resultantes da degradacédo de acucares presente na soja (NEMITZ et al., 2016; NEMITZ;
TEIXEIRA; VON POSER, 2015).

Dentre as diversas atividades biolégicas que vém sendo relatadas na literatura a
respeito de isoflavonas da soja e que poderiam estar associadas com uma atividade
cicatrizante, estdo estudos que demonstram a capacidade antioxidante das mesmas
(BACK et al., 2018; BALISTEIRO; ROMBALDI; GENOVESE, 2013; IOVINE et al., 2014;
MAZUMDER; HONGSPRABHAS, 2016; MITCHELL etal., 1998; SZYMCZAK et al., 2017;
WEI et al., 2002). Essa tem sido relacionada aos grupamentos hidroxilas das moléculas,
permitindo as mesmas a agirem como quelantes de metais, sequestradores de radicais
livres (BALISTEIRO; ROMBALDI; GENOVESE, 2013) e interferentes na atividade de
enzimas antioxidantes enddgenas, como glutationa peroxidase e redutase, catalase e
superoxido desmutase (PARK et al., 2011). Ainda que a presenca de radicais livres seja
importante durante a fase inflamatéria, a sua presenca excessiva inibe a migracéo e a
proliferacéo de células, assim como pode afetar a expressédo e a funcdo de mediadores
de inflamacgao (PARK et al., 2011).

A genisteina vem sendo também relacionada, além da maior protecdo ao estresse
oxidativo, a propriedades anti-inflamatérias, ambos fenédmenos demonstrados como
propriedades envolvidas na cicatrizacdo (EMMERSON et al., 2010; EO; LEE; LIM, 2016;
PARK et al., 2011; TIE et al., 2013). Por ultimo, estudos demonstram a capacidade das
isoflavonas em promover a proliferacdo de queratindcitos (EMMERSON et al., 2010;
NEMITZ et al., 2017) e fibroblastos e, consequentemente, aumentar a producdo de
colageno (EMMERSON et al., 2010; SUDEL et al.,, 2005), processos diretamente
envolvidos no processo final de cicatrizagéo. Tais atividades parecem estar relacionadas
a receptores de estrogénio, obtendo-se uma melhora dos sintomas em tratamentos com

a isoflavona genisteina em ratas ovarietomizadas (EMMERSON et al., 2010).

Em relacdo a atividade cicatrizante propriamente dita, Zhang e colaboradores
(2007) relataram o aumento da proliferacdo de queratinécitos in vitro quando tratados
com isoflavonas agliconas, além de uma atividade estrogénica em baixas concentragcdes

relacionadas a daidzeina e genisteina (ZHANG et al., 2007). Resultados similares
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demonstram a capacidade de uma fracdo enriquecida em isoflavonas agliconas em
promover a proliferacdo de queratindcitos in vitro em baixas concentracfes (NEMITZ et
al., 2017). Ja em cultura de fibroblastos, a genisteina presente em extratos de soja

demonstrou um aumento da producéo de colageno (SUDEL et al., 2005).

In vivo, o estudo realizado por Hwang e colaboradores (2001) mostrou-se em
concordancia com o descrito por Siidel e colaboradores (SUDEL et al., 2005), ao relatar
gue a genisteina aumentou a deposicado de colageno em feridas apds 0 uso topico em
ratos (1 mg/200 g e 4 mg/200 g) por 14 dias (HWANG et al., 2001). J&4 Marini e
colaboradores (2010) demonstraram os efeitos a longo prazo da administracéo
subcutanea de genisteina (1 e 10 mg/kg) em ratas ovariectomizadas com subsequente
producéo de feridas, a qual resultou em uma melhora no processo cicatrizante e aumento
da forca de tensdo das feridas, sendo a melhor resposta relacionada a menor dose do
ativo (MARINI et al., 2010).

Em um estudo realizado por Emmerson e colaboradores (2010), camundongos
fémeas ovariectomizadas foram tratadas com inje¢bes subcutéaneas de 50 mg/kg de
genisteina. A fim de investigar se os efeitos obtidos estavam relacionados a receptores
estrogénicos (ER), utilizou-se o antagonista ICI (Tocris). Como resultados, observou-se
efeitos na re-epitelizacédo das feridas bem significativos para a genisteina, os quais foram
ainda superiores aos obtidos por 17-B-estradiol. Os mesmos foram confirmados in vitro
através de uma maior migracdo de queratindcitos, estando relacionados a ERs. Além
disso, observou-se um aumento na migracao in vitro de fibroblastos e macréfagos, os
quais, no entanto, foram relacionados a mecanismos independentes de ERs.
Demonstrou-se ainda um efeito anti-inflamatorio para a isoflavona, em que mediadores
pré-inflamatérios foram identificados como ER-dependentes, enquanto a reducdo de
neutrofilos e macréfagos no local de agdo como sendo ER-independentes. Por fim, a
producéo de metaloproteinases de matriz (MMP-9), responsaveis pela decomposicao de
matriz extracelular, incluindo a fibra colagena, foi diminuida com a presenca de genisteina
por mecanismos ER-dependentes (EMMERSON et al., 2010).

Eo e colaboradores (2016) demonstraram que ap0s duas semanas de
suplementacao dietética de genisteina em camundongos diabéticos (0,025 e 0,1%), a
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velocidade de cicatrizacdo foi aumentada, estando esta relacionada a
modulacdo/diminuicdo de processos inflamatérios e estresse oxidativo (EO; LEE; LIM,
2016). Ja em um estudo em porcos com biomateriais contendo isoflavonas, carboidratos
e proteinas da soja obtidos a partir de extracéo hidroetandlica de gréos de soja, mostrou-
se um aumento na sintese de colageno e angiogénese e um adequado numero de
neutroéfilos na ferida, o que poderia ser capaz de reduz o risco de infec¢des em feridas
crénicas (SHEVCHENKO; SANTIN, 2014).

Park e colaboradores (2011) demonstraram que a suplementacdo dietética de
genisteina (0,025% e 0,1%) em camundongos por duas semanas levou a uma reducao
no estresse oxidativo através do aumento da atividade antioxidante de enzimas
endogenas (glutationa peroxidase, superoxido desmutase e catalase), sendo essa dose-
dependente. Foi relatada ainda uma modulacdo da atividade pré-inflamatéria das
citocinas NF-kB and TNF-a, assim como uma redugdo no tamanho da ferida dose-
dependente (PARK et al., 2011). Ja Tie e colaboradores (2013) demonstraram que a
isoflavona genisteina foi capaz de melhorar a cicatrizacdo, também relatando o
fechamento das feridas como dependente da dose. A cicatrizag&o foi resultante de um
aumento na angiogénese, demonstrada in vitro e in vivo, e através de mecanismos
antioxidantes apés uma dose de 5 mg/kg/dia do composto via subcutdnea em ratos
diabéticos (TIE et al., 2013). Logo, considerando os estudos ja descritos na literatura,
isoflavonas agliconas advindas da soja podem ser possiveis candidatas a ativos
incorporados em formulagbes de uso topico visando a acao cicatrizante da pele.

5. Nanoemulsdes e hidrogéis de uso tépico

As isoflavonas agliconas sao consideradas compostos de reduzida
hidrossolubilidade, apresentando uma eficiente taxa de associacdo em sistemas de base
nanotecnoldgica, como nanoemulsdes, lipossomas e nanoparticulas lipidicas solidas
para uso topico, como recentemente descritos na patente BR 102015024240-9 A2
(NEMITZ et al., 2015b). Os coeficientes de particdo (Log P) das isoflavonas majoritarias
da soja, daizeina, gliciteina e genisteina, estdo compreendidos entre cerca de 2,78, 2,57

e 2,98, favorecendo a penetracdo nas camadas da pele (NEMITZ et al.,, 2015a). Na
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literatura, tem-se j& descrito a incorporacao de isoflavonas agliconas da soja em diversos

sistemas nanoestruturados, como podem ser visualizados na tabela 1.

Tabela 1. Sistemas nanoestruturados contendo isoflavonas agliconas da soja.

Composto Sistema Referéncia

Genisteina Lipossoma (SCHMID et al., 2003)
Genisteina Nanoemulsao (SILVA et al., 2009)
Genisteina Nanoemulséo (VARGAS et al., 2012)
Genisteina Carreador lipidico nanoestruturado (ZHANG et al., 2013)
Genisteina Nanocéapsula (ZAMPIERI et al., 2013)
Genisteina Nanoparticula lipidica solida e CLN (ANDRADE et al., 2014)
Genisteina Lipossoma (AZAMBUJA et al., 2015)
Genisteina Nanoparticula de PLGA e PLGA-TPGS (WU et al., 2016)
Genisteina Nanoparticula de ouro (STOLARCZYK et al., 2017)
Genisteina Lipossoma (NIMMANO et al. 2018)
Daidzeina Lipossoma (DWIECKI et al, 2009)
Daidzeina CLN com nanofibra de PLGA (SONG et al. 2016)

Frac&o enriquecida de isoflavonas

Frac&o enriquecida de isoflavonas

Nanoparticula lipidica solida

Nanoemulséo

(DESHMUKH & AMIN, 2013)

(NEMITZ et al., 2015)

CLN: carreador lipidico nanoestruturado

Considerando a natureza lipofilica de nanoestruturas e o tamanho reduzido, ha

uma maior facilidade em promover a entrega de compostos ao estrato cérneo, assim

como possivelmente permitir a permeacdo de ativos através de foliculos capilares.

Inclusive, estudos indicam a protecdo de ativos ao evitar processos de hidrolise e foto-

oxidacdo, assim como a penetragdo de compostos até camadas mais profundas,
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evitando, no entanto, na maioria dos casos, processos de absorcao sistémica (GARCES
et al., 2018).

Nanocarreadores lipidicos, por sua vez, apresentam como uma das vantagens a
utilizacéo de lipidios biodegradéaveis, néo irritantes e ndo toxicos. Além disso, devido ao
tamanho nanométrico, permitem a formacgdo de um filme sobre o estrato corneo, o que
acaba proporcionando uma maior penetracdo de ativos na pele (CZAJKOWSKA-KO;
SZEKALSKA; WINNICKA, 2019). Dentre esses sistemas encontram-se as
nanoemulsdes, as quais foram utilizadas recentemente na tese de doutorado de uma
colaboradora do nosso grupo de pesquisa ao incorporar fragcbes purificadas de

isoflavonas agliconas da soja (NEMITZ, 2017).

Nanoemulsdes caracterizam-se por dispersfes 0leo em agua (o/a) em escala
nanomeétrica, estabilizadas por um filme interfacial de tensoativos (KUMAR; SINGH,
2012; SILVA et al., 2009). Elas possibilitam a incorporacdo de um ativo em seu nucleo
oleoso e/ou interface 6leo/agua, aumentando a solubilidade e biodisponibilidade de
substancias lipofilicas (KUMAR; SINGH, 2012), assim como sua estabilidade (NEMITZ et
al., 2015a). Possuem ainda como vantagem a possibilidade de aumentar a porcentagem
de retencdo/permeacdo cutanea da substancia estudada e aumentar o tempo de
permanéncia da mesma nas camadas da pele devido ao aumento da superficie de

contato, aumentando, dessa forma, os efeitos topicos desejados (SILVA et al., 2009).

A fim de facilitar a aplicacdo das nanoemulsdes, espalhabilidade e estabilidade, o
desenvolvimento de um sistema gelificado se torna interessante. Devido a sua
viscosidade mais elevada, formulagcfes semissélidas tendem a permanecer no local de
aplicacdo por mais tempo, prolongando o tempo de contato do ativo com a pele e
facilitando a permeacdo. Dentre as opc¢des, sistemas de carater hidrofilicos, como
hidrogéis, sdo mais faceis de aplicar e normalmente sdo as formula¢des escolhidas por
consumidores (GARCES et al., 2018). Estes sio formados por redes poliméricas com
alta afinidade pelo meio aquoso, as quais devido a sua estrutura porosa, permitem a
incorporacdo de uma grande quantidade de agua ou fluidos bioldgicos, como exsudatos,
no seu interior. Além disso, podem ser facilmente removidos da lesdo, se necesséario,
sem danificar o tecido, considerando a propriedade adesiva limitada da maioria dos
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hidrogéis (GUPTA et al., 2019). Ainda, promovem um ambiente Umido e ligeiramente
resfriado favorecendo a cicatrizacao e a reducéo de dor, respectivamente, e facilitando
desbridamentos autoliticos de células (THAKKAR et al., 2016).

Dentre os polimeros disponiveis, encontra-se os derivados de é&cido acrilico
(carbébmeros), polimero de escolha por outros autores para incorporacdo de sistemas
nanoestruturados contendo isoflavonas agliconas da soja (DESHMUKH; AMIN, 2013;
NEMITZ et al., 2015c; VARGAS et al., 2012), sendo também utilizado para sistemas
visando a atividade cicatrizante (DUA et al., 2016; FLORES et al., 2015; GURSOQY et al.,
2014; HOTKAR et al., 2015; KHAN et al., 2013; KOEHLER et al., 2017). Possuem origem
sintética, sendo bem caracterizados, e apresentando baixos riscos de contaminacdo em
comparacao a polimeros naturais (GRIP et al., 2017). Além disso, devido ao seu baixo
custo, mostra-se como uma alternativa interessante para incorporagdo de ativos

nanotecnoldégicos.
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CAPITULO Il

Artigo cientifico






O texto completo do capitulo I, que na dissertacdo defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 55 — 92, foi suprimido por tratar-se de manuscrito

em preparacao para publicacdo em periédico cientifico.
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DISCUSSAO GERAL







Tem crescido o numero de pessoas acometidas por feridas crénicas no mundo,
devido principalmente a diabetes mal controlado (pés diabéticos), falta de movimentagéo
corporal ocasionadas por estadias longas a camas hospitalares, por exemplo (Ulceras por
pressdo), e ainda, doencas de carater endovenoso/circulatério (Ulceras venosas)
(BOATENG et al., 2008; DERAKHSHANDEH et al., 2018; GUPTA et al., 2019).
Consequentemente, é crescente a busca por novas alternativas de tratamento, que
cresce junto ao interesse pela utilizacdo de espécies de origem vegetal
(DERAKHSHANDEH et al., 2018).

Dessa forma, a proposta do presente trabalho foi incorporar uma fracao rica em
isoflavonas agliconas da soja em nanoemulsdes e hidrogéis e avaliar o efeito de
retencao/permeacdo cuténea in vitro quando em pele integra e lesionada, bem como
verificar a viabilidade e proliferacdo de queratitdcitos in vitro e avaliar a atividade de
cicatrizagdo cutdnea em modelo murino. Ainda que os estudos descritos na literatura
relatando a atividade cicatrizante das isoflavonas agliconas tenham sido realizados
unicamente com a genisteina (EMMERSON et al., 2010; EO; LEE; LIM, 2016; HWANG
etal., 2001; PARK etal., 2011; TIE et al., 2013), tem-se investigado as demais isoflavonas
da soja, daidzeina e gliciteina, frente a capacidade anti-inflamatéria (GOTTSTEIN et al.,
2003; IOVINE et al., 2011) e antioxidante (FOTI et al., 2005; HUANG et al., 2008; LIU;
ZHANG; ZENG, 2006). Estudos indicam ainda um efeito sinérgico quando as mesmas
estdo presentes concomitantemente em comparacéo as formas isoladas (BACK et al.,
2018; IOVINE et al., 2011; KAO; CHEN, 2006; RANDO et al., 2009). Além disso, o unico
estudo localizado na busca da literatura que avaliou a atividade cicatrizante da genisteina
através de uma formulacdo de uso tépico utilizou uma pomada contendo etanol a fim de
contornar a baixa hidrossolubilidade da isoflavona. No entanto, o mesmo pode ser um
solvente irritante ao entrar em contato com ferimentos de larga amplitude como um pé

diabético ou Ulceras.

Dessa forma, estudos contendo as trés isoflavonas majoritarias da soja, daidzeina,
gliciteina e genisteina, incorporadas a formulagcdes sem adicdo de solvente organico e

de carater nanométrico, visando uma maior entrega dos compostos as camadas
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cutaneas e, consequentemente, utilizando uma menor dose dos ativos, poderia se tornar

uma estratégia promissora para o tratamento de feridas cutaneas.

Nesse estudo foram desenvolvidas nanoemulsbes e hidrogéis contendo
nanoemulsées com isoflavonas agliconas da soja com tamanho de goticula entre 140 e
240 nm, satisfatérios para o método de emulsificagdo espontanea utilizado (BACK et al.,
2018). Obteve-se valores de potencial zeta elevados em modulo, indicativos de
estabilidade das formulacbes, e baixos indices de polidispersdo, indicando a
homogeneidade da distribuicdo do tamanho das goticulas (FACHEL et al., 2018). Os
hidrogéis desenvolvidos apresentaram comportamento ndo-Newtoniano pseudopléstico,
proporcionando uma melhor espalhabilidade da formulagéo utilizando-se uma pequena

forca de aplicacéao.

A fim de entendermos o perfil de retencao/permeacéo cutanea das isoflavonas,
estudos de liberagéo in vitro foram conduzidos utilizando células de difusdo do tipo Franz.
A liberacdo, seguida de penetracdo, sdo influenciadas pela saida das moléculas
dissolvidas ou suspensas na formulacdo e pelo coeficiente de particdo interfacial com o
tecido cutaneo. Logo, quanto maior a liberacdo, possivelmente maior sera a penetracao
dos compostos para a pele (MARWAH et al., 2016). Em nossos estudos, demonstrou-se
um perfil de liberacdo para isoflavonas totais relativamente menor em hidrogéis em

comparacao as nanoemulsdes liquidas.

Ja durante a avaliacdo do perfil de retencdo/permeacdo cutédnea in vitro,
isoflavonas totais foram quantificadas em quantidades reduzidas nas camadas da pele a
partir da solugéo de propilenoglicol, utilizada como controle, possivelmente indicando a
baixa preferéncia dos compostos pela pele. No entanto, foi possivel quantificar os
mesmos quando veiculados a hanoemulsdes em concentracdes significativamente mais
elevadas. Além disso, a maior retencdo de isoflavonas no estrato cérneo, seguido de
derme e epiderme ocorreu a partir do hidrogel, sugerindo uma possivel hidratacdo do
estrato cérneo pelo polimero, o que possivelmente promoveu a permeacao (MARWAH et
al., 2016).
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Entretanto, considerando que o modelo animal escolhido neste trabalho foi o de
feridas cuténeas de carater profundo, estudos de retencdo/permeacao foram também
realizados utilizando pele de orelha suina rasurada em diferentes niveis: com a camada
superior da epiderme (estrato cérneo) danificada e sem a camada epidérmica. Esses
estudos demonstraram um aumento crescente na permeacdo das isoflavonas com a
crescente remocdo das camadas da pele, havendo uma maior permeacao dos
compostos advindos de nanoemulsées em relacdo a hidrogéis, possivelmente
relacionado a menor viscosidade e maior liberacdo das isoflavonas a partir dessas
formulacdes. Tal fato era esperado, visto que a particdo dos compostos a partir dos
veiculos e posterior permeacédo na pele pode apresentar-se alterada quando a estrutura
original do tecido encontra-se comprometida (GUJJAR; BANGA, 2014). Com o dano ao
estrato cérneo, as isoflavonas apresentaram maior tendéncia a serem retidas na
epiderme. Foi demonstrado ainda a permeacéo até o fluido receptor apos 4 e 6 horas
advindas de nanoemulsdes e hidrogéis, respectivamente. Com a remocao total da
epiderme, isoflavonas foram detectadas apos 2 horas no fluido receptor para ambas as
formulacdes, concentrando-se na camada dérmica. Em contrapartida, em ambos o0s
modelos, houve menor retencdo e permeacédo de isoflavonas a partir da solugéo de
propilenoglicol, demonstrando os efeitos positivos das formula¢cdes nanotecnolégicas ao

permitirem uma maior concentracdo dos compostos no local de acao.

Visando avaliar a seguranca da fracdo nanoemulsionada quando em contato com
queratinécitos, células responsaveis pela re-epitelizacao do tecido danificado, estudos de
viabilidade celular em queratinécitos foram conduzidos in vitro. Nesses, foi demonstrada
a auséncia de toxicidade pelo ensaio de MTT e iodeto de propideo (morte por necrose),
além de um aumento na proliferacdo e migracdo celular até 0,5 pg/mL de isoflavonas
totais para nanoemulsdes em 24 horas, concentracdo superior aos resultados obtidos
pela fracdo na sua forma isolada (0,25 pg/mL), demonstrando um efeito positivo das
nanoemulsdes. Esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Zhang e
colaboradores (2007), os quais relataram atividade estrogénica para 0,4 pg/mL de
isoflavonas (ZHANG; NG; LUO, 2007); assim como Nemitz e colaboradores (2017), os
quais demonstraram um aumento da viabilidade celular até 0,1 pg/mL de isoflavonas

agliconas em 24 horas e 0,5 pg/mL em 48 horas (NEMITZ et al., 2017).
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Tais resultados mostraram-se em acordo aos obtidos in vivo, no qual foi
demonstrado uma aceleracdo no processo de re-epitelizacdo do tecido lesado quando
isoflavonas foram administradas aos ferimentos na forma de hidrogéis contendo
nanoemulsdes. Além disso, a presenca das isoflavonas provocou um aumento na
espessura do epitélio em desenvolvimento apds 12 dias. Emmerson e colaboradores
(2010) também relataram efeitos semelhantes quando a isoflavona genisteina foi

administrada subcutaneamente a camundongos (EMMERSON et al., 2010).

Durante os estudos in vivo, foi ainda demonstrada uma reducéo significativa na
area das feridas tratadas com formulacdes contendo isoflavonas agliconas em
nanoemulsdes quando comparadas aquelas de animais que nao receberam tratamentos.
Os resultados positivos foram comparaveis (p > 0,05) aos resultados obtidos pelo
Dersani®, produto atualmente muito utilizado para o tratamento de feridas. Foi
constatada ainda diferenca estatistica (p < 0,05) entre animais tratados duas vezes ao
dia com a fracdo de isoflavonas em hidrogéis contendo nanoemulsdes aqueles que
receberam apenas uma vez ao dia a formulacdo, demonstrando um efeito positivo no
aumento das administra¢gfes diérias. Ja em um estudo realizado por Eo e colaboradores
(2016), foi visualizado a regressdo de feridas de ratos diabéticos recebendo
suplementacdo de genisteina maior do que grupos que nao estavam recebendo a
isoflavona (EO; LEE; LIM, 2016). Park e colaboradores (2011) observaram 50% de
reducd@o no tamanho das feridas em trés dias quando os ratos foram tratados com uma
dieta suplementada em genisteina a 0,1%, 30% a mais que ratos que nao receberam a
isoflavona. Ja em concentracdo mais baixa (0,025%), ndo observou-se diferenca em
relacdo ao grupo controle (PARK et al., 2011). Tie e colaboradores (2013) demonstram
gue o fechamento da ferida foi mais pronunciado quando camundongos receberam 5
mg/kg de genisteina subcutanea por dia (TIE et al., 2013).

A fase inflamatdria esta ligada a protecdo contra patdogenos e regeneracdo do
tecido. No entanto, a inflamacgéo e acéo oxidante excessiva podem provocar um atraso
na cicatrizacéo de feridas (PARK et al., 2011). No pé diabético, por exemplo, tem-se um
prejuizo na fase inicial relacionado a uma exacerbacdo da producéo de radicais livres

ocasionados por quadros hiperglicemiantes e o embalango de defesas antioxidantes
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endogenas (EO; LEE; LIM, 2016). Dessa forma, o uso de anti-inflamatérios e
antioxidantes, como as isoflavonas, poderia oferecer um beneficio para o tratamento.
Nossos resultados demonstraram um aumento da citocina pro-inflamatoria IL-1 para ratos
tratados com a fracdo de isoflavonas agliconas uma vez ao dia e uma tendéncia a
reducdo quando tratados duas vezes ao dia, estando essa citocina esta relacionada a
sinalizacdo para um aumento no influxo de células para o local do ferimento (EO; LEE;
LIM, 2016). Foi avaliada também a presengca de TNFa na ferida, para o qual foi
demonstrado uma tendéncia a um menor valor quando os animais foram tratados com a
fracdo de isoflavonas. Esse resultado esta de acordo com estudos prévios que
demonstram uma reducdo dessa citocina na fase inflamatéria para a genisteina quando
em doses mais elevadas, sugerindo que esse mediador inflamatorio esteja relacionado a
dose administrada da isoflavona (EMMERSON et al., 2010; EO; LEE; LIM, 2016; PARK
et al., 2011).

O dano oxidativo a lipidios foi menor quando os ratos foram tratados com hidrogéis
contendo nanoemulsfes em relacdo ao Dersani® e ao grupo sem tratamento, indicando
um efeito antioxidante na pele a partir das formulagdes desenvolvidas. Adicionalmente,
existem relatos de um efeito positivo da genisteina em aumentar enzimas antioxidantes
endogenas, como glutationa peroxidase, superéxido desmutase e catalase (EO; LEE;
LIM, 2016; PARK et al.,, 2011). Em conjunto, esses efeitos podem estar reduzindo
significativamente o estresse oxidativo local, evitando dano tecidual e o prolongamento

do processo cicatricial (PARK et al., 2011).

As analises histolégicas demonstraram ainda uma tendéncia a maior formacéao de
novos vasos sanguineos em 48 horas para animais tratados com isoflavonas. Esse
resultado esta de acordo com estudos anteriores, 0os quais demonstraram aumento na
neoangiogénese quando animais foram tratados com genisteina em doses superiores
(MARINI et al., 2010; TIE et al., 2013).

Considerando os efeitos relatados na literatura para as isoflavonas da soja e os
resultados obtidos durante a realizacdo desse trabalho, sdo esperados efeitos
promissores na aceleragcéo do processo cicatrizante de uma fragéo enriquecida quando
incorporada a nanoemulsdes e hidrogéis de acido acrilico. Ainda que as formulagcbes
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desenvolvidas tenham aumentado a retencéo/permeacao cutanea de isoflavonas na pele,
€ possivel que doses maiores e um aumento do tempo de permanéncia das formulacfes
no local da aplicacdo possam contribuir ainda mais com o0 processo de cicatrizacao.
Estudos prévios relatam os efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes como sendo dose-
dependentes para genisteina. Além disso, o0 Unico estudo que demonstrou a aplicacéo
topica da genisteina (em veiculo alcodlico e base neutra contendo 6leos e petrolato), essa
foi administrada em doses significativamente maiores (HWANG et al., 2001). Logo,
estudos utilizando uma dose mais elevada de isoflavonas, assim como em outros
modelos cicatrizantes in vivo, devem ser conduzidos a fim de melhor elucidar os efeitos
cicatrizantes in vivo dessa fracdo de isoflavonas agliconas incorporada a hidrogéis

contendo nanoemulsodes.
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CONCLUSOES







A partir de gréos de soja foi obtida, com rendimento satisfatério, uma fracao

enriquecida de isoflavonas agliconas (FIA).

Nanoemulsdes e hidrogéis contendo FIA demonstraram goticulas nanométricas,
indice de polidispersdo baixo e potencial zeta negativo e alto em maddulo,

mantendo-se estveis ao longo de trés meses.

Os valores de pH obtidos para os hidrogéis espessados com Carbopol®
demonstraram-se adequados para a via topica e local de administracao.

A viscosidade de nanoemulsdes contendo FIA foi levemente superior a
nanoemusdes na auséncia de FIA. Os hidrogéis contendo FIA apresentaram

comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico.

A liberacdo de isoflavonas totais demonstrou-se menor para hidrogéis contendo
FIA em relacdo a nanoemulsBes, mas maior do que a solucdo controle em
propilenoglicol. Em relagcdo a genisteina, foi observada uma menor liberagdo a

partir de nanoemulsodes.

Em pele intacta, isoflavonas totais e genisteina apresentaram maiores taxas de
retencdo quando incorporadas a formula¢cdes nanométricas, sendo detectadas em

maiores quantidades no estrato corneo, seguidas da derme.

A permeacdo de isoflavonas aumentou significativamente com a remocéao

sucessiva das camadas superiores da pele, atingindo o fluido aceptor.

Estudos com queratindcitos in vitro demonstraram auséncia de citotoxicidade e
morte por necrose. Nanoemulsdes contendo FIA apresentaram maior proliferacéo

e migracao celular em relacdo a FIA isolada em concentracfes de 0,5 pg/mL.

In vivo, nanoemulsdes contendo FIA incorporadas a hidrogéis demonstram-se
promissoras na melhora do processo cicatrizante, possibilitando o fechamento

mais acelerado das feridas em comparacdo aos animais nao tratados.

Foi observado uma maior protecdo oxidativa para formulacbes nanométricas

contendo FIA ao reduzirem a peroxidagéo lipidica in vivo.
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In vivo, foi também demonstrada uma tendéncia a reducdo de citocinas

inflamatorias IL-1 e TNFa.

Histologicamente, foi observado in vivo uma tendéncia ao aumento do numero de

Nnovos vasos sanguineos em 48 horas para formulacdes contendo FIA.

Formulagdes contendo FIA promoveram uma maior velocidade de re-epitelizagéo,

apresentando epitélio mais espesso comparado a formulacdo comercial Dersani®.
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