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RESUMO

A cicatrizacdo € um processo que visa a restauracdo da integridade tecidual, mas na
presenca de comorbidades como diabetes, obesidade, aterosclerose, infeccao e feridas cronicas
por exemplo, esse processo fisioldgico pode ser retardado. Substancias topicas tém sido testadas
com o interesse de otimizar o tempo, a qualidade da cicatriz e 0s custos inerentes ao processo.
Esse estudo avaliou a atividade cicatrizante de dois derivados de tiossemicarbazonas em ratos
Wistar. Essas substancias sintéticas tém valor e interesse cientifico devido a versatilidade de
suas propriedades quimicas e biologicas e por serem bioisdsteros da aminoguanidina,
substancia ja conhecida por apresentar diversas propriedades (inclusive cicatrizante). Os dois
derivados de tiossemicarbazonas que apresentaram melhor atividade antiglicante e ndo
apresentaram toxicidade foram selecionados para o ensaio in vivo. Os experimentos in vivo
foram conduzidos no Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular do Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas da UFAL, sob aprovacdo da CEUA / UFAL n° 06/2019. Os 36 animais foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos com 9 animais cada: CP (controle positivo), CN (controle
negativo), LQM 9.1 (substancia derivada 1) e LQM 11.1(substancia derivada 2). Foram
submetidos a anestesia, as excisdes circulares com punch na regido dorsal e aplicados cremes
por via topica nas feridas contendo as substancias. Os curativos e avaliagéo das feridas foram
realizados diariamente por 21 dias. As eutanasias ocorreram em cada fase da cicatrizacdo (no
7° dia, 14° dia e no 21° dia, com sacrificio de 12 animais em cada dia). Para a analise
macroscopica foram consideradas as varidveis: repilacdo, hiperemia, codgulo, presenca de
sangramento, retracdo da ferida, exsudato, hiperplasia nas bordas da ferida, inflamagé&o,
tamanho da ferida. Para a analise histologica por microscopia das feridas tratadas, os retalhos
foram corados com hematoxilina-eosina e os critérios avaliados foram: presenca de coagulo
(crosta), hiperplasia em bordas da ferida, presenca de infeccdo, presenca inflamacdo,
componentes inflamatérios (neutrofilos e linfdcitos), tecido de granulagéo, proliferagéo celular
(macrofagos e fibroblastos) e deposito de colageno (fibrose) ao centro e nas bordas da ferida.
Apbs as andlises, verificou-se que as substancias testadas ndo apresentaram toxicidade de
acordo com a concentracdo em que foram testadas (10uM). foram observadas caracteristicas
que demonstraram uma aceleracdo da cicatrizacdo nas fases 1 e 2 (como presenca de
granulacdo, retracdo da ferida e pouco exsudato), com abreviagdo da fase proliferativa (fase 2)
e caracteristicas da fase de remodelagéo (fase 3). Constatou-se que microscopicamente, na fase

2, as feridas ja ndo apresentavam hiperplasia na borda da ferida e macroscopicamente tinham



aspecto cicatrizado, demonstrando que os derivados de tiossemicarbazonas podem ser
protétipos de baixo custo e promissores para uma rapida cicatrizacao.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Feridas. Tiossemicarbazonas.



ABSTRACT

Healing is a process that aims to restore tissue integrity, but in the presence of comorbidities
such as diabetes, obesity, atherosclerosis, infection and chronic wounds, for example, this
physiological process can be delayed. Topical substances have been tested in the interest of
optimizing the time, the quality of the scar and the costs inherent to the process. This study
evaluated the healing activity of two thiosemicarbazone derivatives in Wistar rats. These
synthetic substances have scientific value and interest due to the versatility of their chemical
and biological properties and because they are bioisteroids of aminoguanidine, a substance
already known for having several properties (including healing). The two thiosemicarbazone
derivatives that showed better anti-glycant activity and showed no toxicity were selected for
the in vivo assay. The in vivo experiments were conducted at the Laboratory of Cardiovascular
Pharmacology of the Institute of Pharmaceutical Sciences at UFAL, under the approval of
CEUA/UFAL n°06/2019. The 36 animals were randomly divided into 4 groups with 9 animals
each: CP (positive control), CN (negative control), LQM 9.1 (derivative 1) and LQM 11.1
(derivative 2). They were submitted to anesthesia, to circular excisions with punch in the dorsal
region and topical creams were applied to the wounds containing the substances. Dressings and
wound assessment were performed daily for 21 days. Euthanasias occurred at each stage of
healing (on the 7th, 14th and on the 21st day, with the sacrifice of 12 animals each day). For
macroscopic analysis, the following variables were considered: repilation, hyperemia, clot,
presence of bleeding, wound retraction, exudate, hyperplasia at the edges of the wound,
inflammation, wound size. For histological analysis by microscopy of the treated wounds, the
flaps were stained with hematoxylin-eosin and the evaluated criteria were: presence of clot
(crust), hyperplasia at the edges of the wound, presence of infection, presence of inflammation,
inflammatory components, granulation tissue, cell proliferation (macrophages and fibroblasts)
and collagen deposition at the center and at the edges of the wound. After the analysis, it was
found that the tested substances did not show toxicity according to the concentration at which
they were tested (L0uM). Characteristics were observed that demonstrated an acceleration of
healing in phases 1 and 2 (granulation, wound retraction and little exudate), with abbreviation
of the proliferative phase (phase 2) and characteristics of the remodeling phase (phase 3). It was
found that microscopically, in phase 2, the wounds no longer had hyperplasia at the edge of the
wound and macroscopically they had a scarred appearance, demonstrating that
thiosemicarbazone derivatives can be low-cost and promising prototypes for rapid healing.

Keywords: Healing. Wounds. Thiosemicarbazone.
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1 INTRODUCAO

As feridas cronicas sdo frequentemente descritas como uma epidemia, geram déficit a
estrutura econémica da saude do pais, dos pacientes e seus familiares por ser um problema
recorrente e incapacitante. Interferem diretamente na qualidade de vida por causarem dor, maior
tempo de internacédo e até mesmo morte.

Com o aumento do envelhecimento, do diabetes e da obesidade na populagéo, observa-se
um 6nus econdmico ainda maior no tratamento das feridas. Além do impacto financeiro, o
impacto social também ¢é fato importante, pois ha perda de produtividade dos individuos
afetados com os cuidados prolongados requeridos pelo tratamento, contribuindo
significativamente para o agravamento do problema (MORAES et al., 2017).

E expressiva na populagdo a ocorréncia de feridas complexas e crénicas em membros
inferiores (Ulceras venosas, Ulceras do pé diabético) e lesbes por pressdo, as quais podem
perdurar por meses ou anos. Nesse contexto, a avaliacdo e o cuidado tornam-se desafios frente
as dificuldades no processo de cicatrizagdo, cujos fatores locais e sistémicos podem influenciar
de maneira expressiva, modificando a evolugdo do processo. Isso pode significar aumento do
tempo de cicatrizacdo, interferindo na qualidade da cicatriz, sendo relevante na apresentacdo
ou ndo de complicacdes (CAMPOS, A. C. L.; BORGES-BRANCO, A.; GROTH, 2007).

Os curativos realizados diariamente, na tentativa de restaurar a integridade da pele,
requerem o desenvolvimento de produtos e substancias de baixo custo, que acelerem a
cicatrizacao e que tenham o minimo de efeitos colaterais.

Substancias tém sido testadas com essas finalidades. Dentre as substancias topicas
estudadas para viabilizar a cicatrizacdo estdo as estatinas, conhecidos compostos para
reducdo de lipidios com comprovada acdo anti-inflamatdria e antibacteriana. Elas tém sido
usadas na cicatrizacdo de feridas e outras condi¢des inflamatérias (BITTO, MINUTOLLI;
ALTAVILLA, 2008).

O é&cido hialurénico, outra substancia topica, tem sido estudado e empregado no
tratamento local de feridas e utilizado sob a forma de creme, gel ou por meio de gaze
impregnada para favorecer a cicatrizagdo (DALMEDICO, 2016).

O gel a base de quitosana em queimaduras apresentou decréscimo no tempo de
cicatrizacdo e o gel de quitosana a 2% empregado em feridas cuténeas de ratas diabéticas

otimizaram a reepitelizacédo e contracdo da ferida (NASCIMENTO et al., 2009).
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A propolis vermelha, produto nativo do nordeste brasileiro, tem demonstrado atividade
cicatrizante em estudos sobre queimaduras e ulceracdes (BASILIO, 2018).

Feridas sdo também tratadas por via tdpica com vitaminas como o dexapantenol ou d-
pantenol. Trata-se de uma pro-vitamina do complexo B capaz de acelerar a epitelizacdo de
feridas (EBNER et al., 2002).

As guanidinas e seus derivados, classe importante de compostos nitrogenados, também
apresentam caracteristicas que merecem destaque. A aminoguanidina, seu derivado de maior
importancia, possui um grupo hidrazina ligado ao atomo de carbono e apresenta atividade de
inibicdo de produtos glicosados, tanto in vitro quanto in vivo (HORI et al, 2012).

Estudos demonstram sua importancia na redugédo de produtos finais da glica¢do avancada
(AGEs) e da glicemia em pacientes diabéticos. Para Ferreira (2011), a aminoguanidina
melhorou o perfil glicémico dos animais diabéticos e preveniu a formacédo de AGEs. Sarmento
(2016) observou que os derivados da aminoguanidina apresentaram baixa citotoxidade,
potencial antiglicante, reducdo da glicemia, frutosamina e hemoglobina glicada em ratos
diabéticos. Estudo de Gomes (2019) evidenciou que os derivados aminoguanidinicos reduziram
a glicemia em animais em até 60% e obteve expressivos resultados da atividade antiglicante
(entre 95 e 99%).

A aminoguanidina tem potencial antiglicante e anti-inflamatério e acredita-se que essas
caracteristicas possam contribuir no processo de cicatrizagdo. Verissimo (2014) destaca em seu
estudo que a aminoguanidina € uma substancia com atividade antimicrobiana e que ndo trouxe
repercussdes negativas ao tecido de granulacdo, além de reduzir o tempo de cicatrizacéo.

Baseado nos estudos sobre a aminoguanidina, esse estudo foi realizado com derivados
sintéticos da molécula original de tiossemicarbazona, que sdo bioisdsteros da aminoguanidina
e apresentam, portanto, semelhancas estruturais com a tiossemicarbazona. Acredita-se que
esses derivados possam demonstrar atividade antiglicante e cicatrizante, minimizando o
processo inflamatdrio nos pacientes portadores de feridas, culminando, possivelmente, na
aceleracdo da cicatrizacdo a partir dessas caracteristicas.

O tratamento adequado das feridas é fundamental para a cicatrizacdo e prevengdo de
recidiva. Por isso, a escolha da terapéutica deve levar em consideracdo a relagdo entre o custo
e 0 beneficio, pois em muitos casos 0s pacientes ndo seguem o tratamento por motivo

financeiro.
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Devido a alta demanda de portadores de feridas que necessitam de efetividade, menor
tempo e baixo custo em seus tratamentos, esse estudo testou derivados da tiossemicarbazona

com essas finalidades.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial cicatrizante de derivados tiossemicarbazonas no tratamento de

feridas em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

v" Verificar a citotoxidade dos derivados de tiossemicarbazonas;

v" Realizar teste para atividade antiglicante de derivados de tiossemicarbazonas;

v" Realizar atividade cicatrizante in vivo de derivados de tiossemicarbazonas;

v" Analisar histologicamente a pele dos animais e os efeitos dos derivados de

tiossemicarbazonas ap6s tratamento tépico.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 A pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano que reveste o organismo e reflete condigdes
como salde, idade, diferengas étnicas e culturais. Desempenha fung¢bes importantes como a
protecao, excrecdo, termorregulacao e as percepgdes sensoriais.

A barreira fisica gerada pela pele ndo s6 protege os drgdos e limita a passagem de
substancias, mas também estabiliza a temperatura e a pressdo sanguinea através de seus
sistemas de circulacdo e evaporacdo. A pele é capaz de sintetizar hormonios (ex.
dehidrotestosterona) e vitaminas (ex. vitamina D) assim como metabolizar xenobioticos
(CHUONG et al., 2002).

A pele também é responsavel por sensacOes de toque, dor, calor e frio (através de suas
terminacBes nervosas livres e encapsuladas como os corpusculos de Vater, Pacini e Ruffini);
expressa cor em situacdes de raiva, ansiedade, medo, além de servir como diferenciacao pessoal
por sua variacao individual de cor, odor e textura (GOODWIN; WHEAT, 2004).

Segundo Pereira (2011), a pele constitui importante barreira contra a invasdo de
bactérias, visto que a mesma apresenta componentes mecanicos (queratina), quimicos (secrecao
sebacea, secrecdes digestivas e muco), imunitarios (IgA secretora e tecido linfatico associado a
pele) e bioldgicos (microbiota residente normal).

E composta por duas camadas distintas: a epiderme, a camada mais superficial,
constituida por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, e a derme, constituida por
diversos tipos celulares, fibras colagenas e elasticas mergulhadas em uma matriz extracelular
onde também se situam 0s vasos e nervos; e abaixo da pele, encontra-se a hipoderme, onde
predomina o tecido adiposo, que une os 6rgaos subjacentes (RESENDE, BACHION, ARAUJO,
2006; MORESKI, MELLO, BUENO, 2018).

O tecido epitelial é composto pelas células epiteliais e pela matriz extracelular, que
consiste na lamina basal (ROSS; PAWLINA, 2012). A lamina basal € uma camada de
glicoproteinas (laminina, colageno do tipo IV e entactina) e proteoglicanas secretadas pelas
células epiteliais, que, como o nome diz, se situa na base do tecido. Ela tem 40 a 120nm de

espessura e é visivel somente ao microscopio eletrénico (ALBERTS et.al, 2002).
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3.1.1 A epiderme

A epiderme é um epitélio estratificado (mais de uma camada de células), pavimentoso
(células achatadas), queratinizado e avascular. A espessura da epiderme varia de 0,4 a 1,5mm,
enguanto a espessura completa da pele varia de 1,5 a 4,0mm.

A maioria das células (90%) deste estrato sdo 0s queratindcitos, 0s quais se organizam
em quatro camadas (basal, espinhosa, granulosa e cornea) que durante seu processo de
diferenciacdo formam células anucleadas, ricas em queratina e que se depositam na superficie
da pele. Em diversos niveis, estdo intercalados entre os queratindcitos: 0os melandcitos que
produzem a melanina, as células de Langerhans com funcdo imunoldgica e as células de Merkel
integradas ao sistema nervoso (ELDER, 2011).

A epiderme ndo possui terminacfes nervosas e € avascular, pois é nutrida por vasos
sanguineos presentes na derme. Contém foliculos pilosos, unhas, glandulas sebaceas, glandulas
sudoriparas e age essencialmente contra lesdes e a perda de liquidos. As células de Langherans
sdo responsaveis pela apresentacao de antigenos aos linfocitos T ao passo que as células Merkel
formam terminagfes nervosas a partir do contato com fibras amielinicas. Os melandcitos séo
responsaveis pela pigmentacdo da pele através da sintese de melanina (MASSON, 2011).

O estrato basal, conhecido também por estrato germinativo, é formado por células
cilindricas ou cubicas, as quais se apoiam na membrana basal através de hemidesmossomos
(GENESER, 2003). As células desta camada sdo pouco diferenciadas, entretanto possuem
intensa atividade mitética, originando as outras células dos demais estratos. Além disso, as
células basais podem circundar as glandulas sebaceas e foliculos pilosos presentes na derme
(MASSON, 2011).

O estrato espinhoso é uma camada mais espessa e estd acima da camada basal,
geralmente formada por células poligonais, as quais sdo separadas por pontes intercalares. A
denominacdo espinhosa advém da forma parecida aos espinhos dos prolongamentos
citoplasmaticos, os quais estabelecem a juncéo entre as células (GENESER, 2003). A camada
espinhosa possui células de Langherans (VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2011) e as de
Malphigi, mais resistentes aos atritos (ALMEIDA, 2009). O estrato granuloso é superior ao
espinhoso e possui células repletas por granulos citoplasmaticos bastante basofilos, de querato-
hialina. Estes granulos por conterem loricrina e filagrina auxiliam na organizagdo da queratina
no espaco intracelular (BRYANT; NIX, 2015).

O estrato ldcido, situado entre o estrato granuloso e corneo, estd presente nas regides

das palmas dos pés e maos, sendo ausente em sobrancelhas (BRYANT; NIX, 2015).
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Histologicamente, essa camada apresenta-se transllcida e é formada por células que sofreram
a degeneracao dos seus ndcleos (MASSON, 2011; BRYANT; NIX, 2015).

O estrato corneo é a camada mais superior da epiderme e apresenta aproximadamente
80% de células mortas (corneas) e outras proteinas insoltveis. Na superficie dessa camada,
ocorre a separacao de células como resultado da degradacéo proteolitica. Ademais, a mesma é
enriquecida por uma matriz lipidica, a qual aumenta a protecdo da pele (BRYANT; NIX, 2015).

3.1.2 Derme

A derme é um tipo de tecido conjuntivo caracterizado por reentrancias conhecidas como
papilas dérmicas, as quais possibilitam maior contato entre a derme e epiderme (ALMEIDA,
2009). Derivada da mesoderme, ela contém colageno, fibras, vasos sanguineos, fibroblastos,
glandulas sebaceas, terminacdes nervosas e musculos eretores do pelo (MASSON, 2011).

Fibroblastos, células dendriticas dérmicas, mastdcitos e macrofagos constituem os
principais componentes celulares da derme. Dentre os componentes extracelulares estdo as
fibras colagenas e elasticas e a substancia fundamental amorfa. O tecido conjuntivo é o
componente mais abundante desta regido (70%) e é constituido de fibras coldgenas. Na derme
papilar, estas sdo mais delicadas e finas quando comparadas as da derme reticular, onde se
apresentam como feixes mais grossos (ROBBINS, 2010).

Os fibroblastos sintetizam e secretam o procolageno e sao as principais células presentes
nesta camada, contudo a derme possui uma boa quantidade de mastocitos e macréfagos
(GENESER, 2003; ALMEIDA, 2009).

Os fibroblastos e os queratindcitos parecem desempenhar um papel central durante a
cicatrizacdo, uma vez que suas interagcdes participam na mudanca do ambiente da ferida de um
tecido de granulacdo inflamatério para um tecido de granulacdo. Além disso, durante a
migracdo da margem da ferida e a proliferacdo de queratinécitos, envolvidos na reepitelizacao,
os fibroblastos, diferenciados em miofibroblastos e envolvidos na contragdo da ferida e na
remodelacdo da matriz extracelular (MEC), sdo responsaveis pela producéo de componentes da
MEC, incluindo proteoglicanos, glicosaminoglicanos, elastina e colageno (WERNER; KRIE;
SMOLA, 2007).

A derme possui predominantemente colageno, entretanto as fibras elasticas conferem
um grau de elasticidade a essa camada (VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2011). Danos
provocados na derme reticular (mais profunda), por exemplo, necessitam de enxertos a fim de
serem restruturados (GANTWERKER; HOM, 2011).
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Entre a epiderme e a derme encontra-se a zona da membrana basal, uma rede que liga
0s queratindcitos da camada basal com as fibras colédgenas da derme papilar (LAI-CHEONG,;
MCGRATH, 2009).

Figura 1 — Estratos da derme
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Fonte: TORTORA,; NIELSEN, 2012.

3.2 Hipoderme

O tecido subcutaneo, conhecido também como hipoderme, funciona como isolante
térmico e/ou reserva energética, pois é formado essencialmente por adipdcitos. Os l6bulos de
gordura sao separados por septos fibrosos onde passam pequenos vasos (CHU, 2008).

3.3 Lesdes na pele

A pele esté sujeita a agressdes constantes por ser a primeira barreira de protecdo do
organismo contra agentes externos, tais como: pressao, traumas mecanicos, fisicos, quimicos e
bioldgicos, o que pode causar sua ruptura, causando lesdes ou perda do tecido. Para que seja
reestabelecida a integridade funcional, da-se inicio a um processo complexo para a cicatrizacéo
da ferida, assim, a capacidade de reparacdo do individuo é muito importante (OLIVEIRA,
DIAS, 2012; MORAIS et al., 2013). Elenca-se que as causas das lesdes podem ser exdgenas
(meio ambiente) ou enddgenas (bioldgicos).

Nesse contexto, as causas exdgenas sdo representadas pelos agentes fisicos, quimicos,
bioldgicos e alteracdo da nutrigdo. As causas enddgenas relacionam-se com a genética, resposta
imunitéria e fatores emocionais.

Como agentes fisicos, pode-se citar: forca mecanica (traumas), radiacGes, variaces de

temperatura e pressao. Os agentes quimicos: poluentes ambientais, substancias quimicas, como
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medicamentos e drogas de uso abusivo. Os agentes biolégicos sdo 0s micoplasmas, virus,
bactérias, protozoarios. A alteracdo da nutricdo envolve tanto a deficiéncia como o excesso de
nutrientes (KUMAR et al., 2010).

N&o se pode esquecer que as causas das lesdes sdo estudadas separadamente por questéo
didatica, porém, é inquestionavel a interacdo entre as causas exdgenas e enddgenas como
condicdo social, perfil genético e psiquico do individuo.

Entre os inimeros mecanismos de producdo de lesdes, existem trés muito importantes:
(1) resposta imunitaria inata ou adaptativa, ou seja, 0 mecanismo como 0 organismo reconhece
e se defende de agressdes; (2) reducdo na disponibilidade de O as células (hipoxia); (3) geracdo
de radicais livres (PEREIRA, 2011).

No mecanismo (1): a imunidade inata caracteriza-se pela rapida resposta a agressao,
independentemente de estimulo prévio, sendo a primeira linha de defesa do organismo. Os
mecanismos correspondem a barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, componentes celulares e
moléculas sollveis. A resposta imune adaptativa depende da ativacao de células especializadas,
os linfécitos, e das moléculas soltveis por eles produzidas (CRUVINEL et al., 2010).

No mecanismo (2), a hipoxia e anoxia, diminuicdo ou interrupcdo do O2 sdo causas
importantes de lesGes. As células, sem o fornecimento adequado de O2 e nutrientes, degeneram
ou morrem. Visto que, sofrem alteracdes progressivas que geram respostas adaptativas, lesdes
reversiveis ou lesdes irreversiveis (PEREIRA, 2011).

No mecanismo (3), a geracdo de radicais livres ocorre ndo s6 no metabolismo normal
das células, na cadeia respiratoria, como também em processos de oxidacdo na sintese do
colageno, por exemplo. Os radicais livres sdo moléculas que apresentam um elétron néo
emparelhado no orbital externo, o que as torna muito reativas a qualquer outro tipo de molécula,
inclusive lipideos, proteinas e acidos nucleicos. Os radicais livres podem iniciar reacdes em
cadeia, que levam a formacao de outros radicais, aumentando sua capacidade de produzir lesdes
(STADTMAN, 2006).

3.4 Processo de cicatrizagdo
3.4.1 Fases da cicatrizacdo e os componentes envolvidos

A cicatrizacdo € um processo de reconstitui¢do do tecido e ocorre a partir de uma leséo
e da instalagdo da ferida. E um processo regulado por mecanismos celulares, humorais e
moleculares, que se iniciam ap0s a lesdo e podem durar anos, dependendo do grau de
comprometimento do tecido cutaneo (REINKE; SORG, 2012).
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Segundo Dealey (2008), a cicatrizacdo em tecidos é um processo complexo, pois pode
sofrer influéncia de fatores locais e sistémicos, além de envolver vérias células e enzimas. Ele
exige do organismo a ativacdo, a producdo e a inibicdo de grande numero de componentes
moleculares e celulares, os quais sdo responsaveis pelo processo de restauracao tissular.

O processo cicatricial € comum a todas as feridas, independentemente do agente que a
causou, € sistémico e dindmico e consiste em perfeita e coordenada cascata de eventos celulares,
moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a reconstituicdo tecidual
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

No processo, um tecido lesado é substituido por tecido conjuntivo vascularizado, seja
por trauma ou por necrose. Resumidamente, o primeiro passo € a instalacdo de reacdo
inflamatdria, com reabsorcdo do sangue extravasado e dos produtos de danos teciduais pelas
células fagocitarias. Na sequéncia: proliferacdo fibroblastica e endotelial; formacao do tecido

conjuntivo cicatricial e remodelagéo do tecido cicatricial com diminui¢do do volume da cicatriz.

Figura 2 — Processo de cicatrizacao
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Fonte: AUTORA, 2020.

Didaticamente, a cicatrizagdo ocorre em trés fases.

Fase inflamatoria: a primeira fase do processo de cicatrizagdo inclui uma etapa
caracterizada por fendmenos vasculares, hemostasia e coagulagdo, e outra por mecanismos
predominantemente celulares. A hemostasia pode ser considerada como uma fase distinta. A
leséo inicial dos tecidos induz dano vascular com hemorragia local.

Imediatamente apds a lesdo, ha liberacdo de substéncias vasoconstritoras,

principalmente tromboxano A2 e prostaglandinas, pelas membranas celulares. O endotélio
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lesado e as plaquetas estimulam a cascata da coagulacéo, tendo assim papel fundamental na
cicatrizacdo (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Visando a hemostasia, a cascata € iniciada e granulos séo liberados das plaquetas, os
quais contém fator de crescimento de transformacdo beta - TGF-f (e também fator de
crescimento derivado das plaquetas - PDGF, fator de crescimento derivado dos fibroblastos -
FGF, fator de crescimento epidérmico - EGF, prostaglandinas e tromboxanos), que atraem
neutrofilos a ferida (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

O coagulo formado por colageno, plaquetas e trombina servira de reservatério proteico
para a sintese de citocinas e fatores de crescimento, o0 que aumenta seus efeitos, iniciando assim
a resposta inflamatéria com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Por meio da
guimiotaxia, havera a migracdo de neutrofilos para a ferida (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006).

Os neutréfilos e os mondcitos sdo recrutados ao local da ferida por quimiocinas,
liberadas durante a fase de hemostasia por mastécitos, desempenham funcbes de lise e de
fagocitose de bactérias e proteinas presentes no leito da ferida (SIMPSON; ROSS, 1972).

A infiltracdo por neutrofilos pode durar alguns dias e prolonga-se causo ocorra a
contaminacdo da ferida, por exemplo. Sdo também responsaveis pela liberagdo de proteases,
como colagenase e elastase, as quais permitem a sua passagem pela membrana dos vasos. Os
receptores de integrina presentes na superficie destas células vdo permitir a sua comunicacdo
com a MEC (MERCURIO, 2002).

Os mondcitos sdo recrutados pelas mesmas quimiocinas que os neutréfilos. Os produtos
de degradacdo da MEC, como o colageno, a fibronectina e a trombina, sdo especificos para 0s
monacitos (SINGER; CLARK, 1999).

Os macrofagos séo considerados as células mais importantes da fase inflamatéria pois
fazem a lise e a fagocitose, contribuindo para a progressdo da cicatrizacdo para a fase
proliferativa, induzindo a angiogénese e a formacdo de tecido de granulacdo. Sdo também
responsaveis pela liberacdo de fatores de crescimento (PDGF, TGF-a, TGF-B), fator de
crescimento dos fibroblastos (FGF) e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). E
importante distinguir que o TGF-B1 e o TGF-B3 tém fungdes distintas, o primeiro estimulando
a cicatrizacdo e o segundo inibindo-a (WERNER; GROSE, 2003).

Os macrofagos tem importante funcdo na migracgao celular e sintese da MEC pois fazem
a transicao entre a fase inflamatdria e a fase proliferativa. Como na etapa anterior, continua

como destaque a acdo dos mediadores quimicos, que podem ser agrupados em aminas
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vasoativas (histamina e serotonina), proteases plasmaéticas (cininas e sistema complemento),
proteinas da coagulacdo, derivados do acido araquidbnico (prostaglandinas e leucotrienos),
radicais livres, citocinas e fatores de crescimento (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

Na fase proliferativa havera predominio de mecanismos celulares com a producao de
nova barreira permeéavel (reepitelizacdo), formacdo de novos vasos (angiogénese) e
reestruturacdo da integridade da derme (fibroplasia).

A migracdo dos queratindcitos ocorre nas primeiras 24 horas ap6s a lesdo cutanea
inicial, a partir dos bordos da ferida e a proliferacdo dos queratindcitos entre 1 a 2 dias ap0s a
les&o inicial com a migracédo e formacéo do novo epitélio. Ap6s a migracao, ha reestruturacdo
da membrana basal com diferenciac¢do do neo-epitélio (LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).
A reestruturacdo da membrana ocorre entre 7 a 9 dias ap0s o inicio da reepitelizacéo,
devolvendo a adesdo aos queratindcitos da base e estabilizacdo da derme. Os fatores de
crescimento EGF, TGF-a e fator de crescimento dos queratindcitos (KGF) desempenham
fungdes importantes na migracgdo e proliferacdo dos queratindcitos (LAPLANTE et al., 2001).

Angiogénese: a reconstrucdo da derme inicia-se 3 a 4 dias ap0s a lesdo inicial com a
formacéo de tecido de granulacéo e o crescimento de novos vasos a partir de vasos ja existentes,
préximos as bordas da ferida. Ha a proliferacdo das células endoteliais, formacao da estrutura
tubular do vaso e reconstrucdo de sua membrana basal. Os novos vasos vao estimular a sintese
do tecido de granulacdo, gerando um melhor aporte de oxigénio, nutrientes e células
inflamatdrias, lembrando que os fatores de crescimento como VEGF (originados do macr6fago)
serdo fundamentais para a migracao de células endoteliais (MARX; PERLMUTTER; MADRI,
1994).

Na fibroplasia ha sintese de colageno e de outras proteinas da MEC, com a migracéo e
proliferacdo dos fibroblastos para o codgulo de fibrina formado precocemente no processo de
cicatrizacdo. Apos a migracao, ocorrem modificacfes nos fibroblastos que facilitam a sintese
de proteinas e, na contracao da ferida, por meio da variacdo do fibroblasto em miofibroblasto
(SINGER; CLARK, 1999).

A fibroplasia também depende da acéo de varios fatores de crescimento. O PDGF e 0
TGF-B promovem a proliferacdo dos fibroblastos. O EGF ¢ o FGF promovem ndo sé a
proliferagdo, como também a migracdo dos fibroblastos. A proliferacdo dos fibroblastos é
estimulada pela baixa pressao parcial de oxigénio e pH acido nos tecidos lesados (fatores que
sdo atenuados pela progressdo da angiogénese) e pelas proteinas da MEC, destacando-se a

fibronectina que fornece uma base aderente para a migragédo (CLARK ,1993).
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Fase de remodelagdo: nessa fase havera deposicdo de novos elementos da MEC e sua
alteracdo com o tempo, ao longo da cicatrizagdo. O codgulo de fibrina vai sendo substituido por
tecido de granulacdo. No inicio ocorre deposicao de fibronectina, colageno, acido hialurénico
e proteoglicanos. Nesta fase, o tecido de granulacéo é rico em colageno tipo Il e vasos e vai

sendo substituido por uma cicatriz com predominio de col&geno tipo | (WELCH; ODLAND;
CLARK, 1990).

Figura 3 — Fases do processo de cicatrizacao de feridas
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Fonte: ISAAC et al., 2010 adaptado de Gray et al.

As fibras de colageno tipo 11l sdo produzidas entre 48 a 72 horas apos a lesdo, com
secrecdo maxima apdés 5 a 7 dias. Ao longo do ano seguinte, ocorre entdo a substituicdo
progressiva do colageno tipo Il por coldgeno tipo I. A forga de tensdo da cicatriz aumenta,
apresentando cerca de 40% em 1 més, atingindo um valor maximo de 70% ao fim de 1 ano
(DESMOULIERE et al., 1995).

A degradacao do colageno tipo Il ocorre a0 mesmo tempo que a sintese do colageno
tipo | e este equilibrio resulta da atividade combinada de MMPs e de inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPSs). A contracdo da ferida atinge o seu maximo apo6s 2 semanas. O
principal mediador deste processo é o miofibroblasto (VISSE; NAGASE, 2003).

As feridas crbnicas ndo seguem o processo fisioldgico normal tendo como resultado

uma falta de coordenacdo das sequéncias da cicatrizacdo, impedindo a recuperacdo da
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integridade no intervalo de tempo normal, em média de 6 semanas (LAZARUS; COOPER;
KNIGHTON, 1994).

As principais causas das feridas cronicas sdo a insuficiéncia venosas cronica dos
membros inferiores, as alteracdes vasculares e neuropaticas periféricas associadas ao Diabetes
mellitus (DM) e as Ulceras relacionadas com mecanismos de pressdo. Até o momento a
fisiopatologia das feridas cronicas ndo se encontra totalmente esclarecida, mas pode-se citar
alguns fatores, como uma menor atividade mitogénica, o envelhecimento precoce dos
fibroblastos, maior atividade das MMPs, resultando em maior degradacdo da MEC e
mecanismos inflamatdrios persistentes (DIEGELMANN, 2003).

3.5 Tipos de cicatrizagéo
3.5.1 Cicatrizacdo por primeira intencéo

Ocorre quando as bordas da ferida foram aproximadas por suturas e nao tenha presenca
de infeccdo. Esse processo é mais rapido e forma cicatrizes menores, pois a destruicdo nas suas
bordas é menor. Exemplo: feridas cirtrgicas. Nesse exemplo, o sangue extravasado pelo corte
forma um coagulo, que fica entre as margens da ferida. A reacdo inflamatoria se instala a partir
da liberacdo de mediadores originados do coadgulo de fibrina. IL-1 e TNF-a sdo liberados por
macrofagos do coagulo e por queratinécitos da margem da lesdo. Essas citocinas ativam células
endoteliais, que expdem moléculas de adesdo (ICAM, VCAM, selectinas), favorecendo a
adesdo de leucdcitos (PEREIRA, 2011).

Nesse momento ja ocorre vasodilatacdo arteriolar com capilares direcionados para o
tecido conjuntivo das margens, e devido ao instrumental que produziu a lesdo, ja houve
liberagdo de taquicininas pelas terminagGes nervosas e histamina pelos mastacitos.

A migracdo de leucdcitos para a area ocupada pelo coagulo e paraa MEC nas bordas da
ferida depende da liberacdo de diferentes agentes quimiotaticos. Nas primeiras horas: ha uma
migracao macica de neutrofilos gerados a partir da fibrina (fibrinopeptideos) e do complemento.
Com 18 horas, ja ocorre grande producdo de quimiocininas (CC) que atraem mondcitos e
guimiocinas (CXC) que recrutam linfocitos, os quais predominam no exsudato apds 24h. A
origem dessas quimiocininas sdo células da margem da ferida, mondcitos e plaquetas presos no
coagulo e células endoteliais de vasos nas bordas da lesdo. Os fagocitos fagocitam os coagulos,
dando inicio a producédo do tecido conjuntivo cicatricial e a regeneragéo do epitelio. Essa fase

também depende de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (KUMAR et al., 2010).
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Os queratindcitos da borda, proliferados, prendem-se a matriz provisoria de fibrina e em
seguida sintetizam membrana basal, com a qual se ligam e estabelecem relagdo com a MEC por
macrofagos e linfocitos exsudados. Apos, ainda ocorre a proliferacdo de fibroblastos, seu
deslocamento e depdsito de componentes da matriz, como acido hialurdnico e colageno tipo
I1l, com fibras finas. Ao mesmo tempo, ocorre a formacdo de novos capilares a partir do
endotélio de capilares na margem da ferida, estimulados pelos fatores de crescimento. Essas
novas celulas endoteliais produzem metaloproteases (que digerem a membrana basal),
deslocam-se (quimiotaxia) e formam um broto celular que cresce em direcdo ao coagulo, no
qual estd ocorrendo a deposicdo da MEC neoformada (PEREIRA, 2011).

Com a sintese da membrana basal pelas células endoteliais, o broto se organiza, forma
a luz do novo capilar com o capilar de origem e uma rede capilar que acompanha a nova matriz
que esta sendo produzida por fibroblastos, dando origem a um tecido conjuntivo vascularizado,
com leucdcitos e matriz extracelular formada por fibras colagenas finas (colageno tipo I11),
acido hialurdnico e quantidade moderada de proteoglicanos, que recebera o nome de tecido de
granulacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

Macroscopicamente, o tecido de granulacdo é roseo, tem aspecto granuloso e é
edemaciado pois o0 endotélio capilar ndo apresenta estruturas juncionais completas, havendo
passagem de liquidos para o intersticio. Com cerca de 5 dias ap6s a sutura, o tecido de
granulacdo preenche todo o espaco da ferida e o epitélio da epiderme ja adquire sua espessura
normal, apresentando inclusive o inicio da queratinizacdo. Comeca entdo, a remodelacdo do
tecido cicatricial. A quantidade de coladgeno do tipo | comeca a predominar em relacéo ao tipo
Il e as fibras colagenas tornam-se mais grossas e compactas, comprimindo os capilares e
reduzindo o seu nimero (KUMAR et al., 2010).

As células fagocitarias desaparecem (por apoptose) e o tecido de granulacdo passa a ser
substituido por um tecido conjuntivo mais denso e menos vascularizado, situado logo abaixo
da epiderme agora ja regenerada (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

Os miofibroblastos sintetizam actina que gera a contracdo da cicatriz, aproximando
ainda mais as bordas da ferida. No caso das feridas por primeira intencdo, a contracdo sera
pequena. Apesar de estar consolidada por volta de 10 dias, a cicatriz leva algumas semanas para
completar a remodelacéo e alcancar resisténcia maxima (PEREIRA, 2011).

A substituicdo de colageno tipo Il por colageno tipo | e as modificacBes de proteinas
ndo colédgenas da parte amorfa vai sendo controlada pela sintese e degradacdo desses

componentes por metaloproteases, garantindo que haja substitui¢do por outros componentes.
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Um dos importantes estimulos para o controle do volume de tecido cicatricial é a oxigenagéo
de células responsaveis pela sintese da MEC. Visto que, o oxigénio é indispensavel pela sintese
de colageno (PEREIRA, 2011).

Com deposicéo rapida de MEC, ha compresséao dos capilares neoformados, diminuindo
sua luz e reduzindo a perfuséo do tecido cicatricial. Com a agdo proteolitica da remodelacéo
(acdo das metaloproteases), ha liberacdo de peptideos antiproliferativos que dificultam a
migracdo e induzem a apoptose, o que limitard a neoformacdo vascular e proliferacéo
fibroblastica (KUMAR et al., 2010).

Na remodelacdo, citocinas, quimiocinas e produtos da degradacdo da MEC atuam em
receptores dos fibroblastos, induzindo modificacdo na expresséo génica, induzindo a sintese de
proteinas contrateis. Dessa maneira, 0s fibroblastos adquirem o fenotipo de miofibroblastos e
ocorre a reducdo da sintese de MEC, atuando também no processo de retracdo da cicatriz
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

A resisténcia da cicatriz na segunda semana correspondera a cerca de 10 a 20% da
resisténcia da pele ndo lesada, aumentando progressivamente até atingir cerca de 80% da
resisténcia original. Esse aumento da resisténcia é decorrente de maior quantidade de colageno
tipo | (PEREIRA, 2011).

Portanto, conclui-se que o processo de cicatrizacdo é controlado por diversos fatores de
crescimento, citocinas, sintetizados por macréfagos, plaquetas, células endoteliais e linfocitos
T, além daqueles liberados pela MEC ou produzidos ap6s proteases nessa matriz (KUMAR,
2010).

Caracteristicas como maior ou menor velocidade da cicatrizacdo, o tamanho da cicatriz
e sua maior ou menor retracdo dependem da quantidade e da qualidade de citocinas e fatores de
crescimento produzidos durante o processo. O equilibrio entre sintese e degradacao da MEC é
fundamental para uma cicatrizacdo normal. A degradacdo depende da producdo de
metaloproteases e de seus inibidores - TIMP (PEREIRA, 2011).

3.5.2 Cicatrizagdo por segunda intengdo

Na cicatrizacdo por segunda intengdo, a ferida é extensa e tem margens afastadas, com
formagéo de um grande coagulo. Se houver infec¢do associada, ha reacdo inflamatoria intensa.
Nos dois casos a exsudacdo de fagdcitos € muito intensa e forma-se um abundante tecido de
granulacdo. Como as bordas séo distantes, a regeneracdo da epiderme é mais lenta e demora
mais tempo pra se completar. As células da epiderme proliferam nas margens, onde ocorre

hiperplasia devido a grande quantidade de fatores de crescimento liberadas a partir das células
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exsudadas. Nas fases iniciais, o0 tecido de granulagdo faz saliéncia na superficie da ferida
(PEREIRA, 2011).

Com o passar do tempo, o tecido vai sofrendo as mesmas transformacées descritas na
cicatrizacdo por primeira intencdo, sendo muito mais intensa a retracdo da cicatriz por
miofibroblastos (a transformacéo de fibroblastos em miofibroblastos é muito mais frequente
nesse tipo de cicatrizacdo). A retracdo € tdo intensa que pode em alguns meses reduzir a
superficie da cicatrizem 90% com relacdo ao tamanho inicial (KUMAR et al., 2010).

Todas as lesdes destrutivas de qualquer 6rgao ou estrutura podem ter cicatrizacdo pelos
mesmos mecanismos descritos para a pele. Se a leséo for extensa, ou em caso de infeccdo, o
processo é mais intenso e maior é a quantidade de tecido de granulagdo produzido. As cicatrizes
formadas podem sofrer retracdo e remodelamento em graus variaveis, podendo inclusive

diminuir de volume ou mesmo desaparecer (PEREIRA, 2011).

3.6 Fatores que influenciam na cicatrizacéo

Fatores locais ou sistémicos podem influenciar a cicatrizacdo, reduzindo, retardando
ou impedindo o processo.

Dentre os fatores locais, a isquemia, por lesdes vasculares ou compressao, diminui o
aporte de nutrientes para a producao de matriz extracelular, diminui a sintese de colageno, reduz
0 pH e aumenta catabolicos, como ADP e adenosina, que tém efeitos anti-inflamatorios e por
isso aumentam a liberacdo de metaloproteases. 1sso desequilibra a relacéo entre a sintese e lise
de componentes da MEC, retardando a cicatrizagdo. A temperatura local pode interferir na
cicatrizacdo por modificar o fluxo sanguineo (KUMAR et al., 2010).

Baixa perfusdo tecidual, baixo fluxo de O, retardam ou até impedem a cicatrizagdo. E
0 caso das lesbes vasculares como aterosclerose, estase venosa, Ulceras crénicas em membros
inferiores, Ulceras por pressdo em pacientes acamados (regides com proeminéncia 6ssea),
quando a cicatrizacdo pode ser prejudicada pela compressdo e pelo mau estado nutricional
(DEALEY, 2008).

Quanto aos fatores sistémicos, individuos diabéticos tém cicatrizacdo deficiente devido
a hipoxia gerada por lesdes vasculares e alteracOes de células fagocitarias que favorecem
infeccbes. A neuropatia diabética também prejudica a cicatrizacdo devido a reducdo de
estimulos (mediadores) inflamatorio liberados por terminagdes nervosas (ZIMMET,;
ALBERTI; SHAW, 2001).
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Também no diabetes h4 aumento da glicacdo de proteinas, originando os produtos finais
da glicacdo avancada (AGE). Células endoteliais, fibroblastos e macr6fagos com receptores
especificos (RAGE) tornam-se modificados com a hiperglicemia (hiperglicados). Quando
ativados, tais receptores induzem citocinas pro-inflamatdrias e proteases que diminuem a
expressdo de moléculas anti-inflamatorias e anti-proteases naturais favorecendo a amplia¢éo da
lesdo inflamatdria nos processos cicatriciais, 0 que dificulta a cicatrizacdo (AHMED, 2005).

No hipotireoidismo, ha alteracdo da sintese de componentes da matriz, o que dificulta a
cicatrizacdo. Além disso, a desnutri¢do € outra condi¢do que retarda a cicatrizacdo, com énfase
na deficiéncia de vitamina C ou zinco, pois interfere diretamente nos processos de sintese de
coldgeno. O zinco é componente de muitas enzimas (metaloenzimas), inclusive as que
participam da sintese de DNA. Neutropenia, neutropatias (defeitos intrinsecos em neutrofilos)
e deficiéncia na sintese de moléculas de adesdo do endotélio ou em fagocitos também
apresentam retardo na cicatrizacdo, especialmente porque facilitam infec¢bes (PEREIRA,
2011).

Os idosos, por apresentarem comorbidades associadas ao envelhecimento, também tém
dificil cicatrizacdo, no entanto ndo ha diferenca significativa em relacdo a um idoso saudavel
(BIONDO-SIMOES et al., 2005).

Alguns medicamentos podem interferir na cicatrizagdo de feridas, produzindo efeitos
negativos sobre a pele, tornando-a mais suscetivel ao surgimento de lesdes e outras patologias
cutaneas. Os corticosteroides sdo inibidores da cicatrizacdo porgue interferem em todas as fases
do processo, reduzindo a resposta inflamatoria e a sintese de remodelacdo da matriz
extracelular. No entanto, em cicatrizes cirurgicas seu efeito em retardar a cicatrizacdo é
controverso. Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais, inibidores da COX-1 ou 2, influenciam
pouco no processo cicatricial (FREITAS et al., 2011).

Quimioterapicos citostaticos e citocidas prejudicam a cicatrizacdo porque reduzem a
fase inflamatdria, a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de MEC. Ferreira (2004), em estudo
experimental, concluiu que radioterapia pré-operatoria e pds-operatoria diminui a forca
necessaria a ruptura total das anastomoses e a area percentual ocupada pelo colageno tipo |
(maduro) no 4° e 8° dia de pds-operatorio.

Estudos experimentais comprovaram que a nicotina compromete 0 processo cicatricial,
devido a vasoconstricdo e geracdo de monodxido de carbono. Ela gera vasoconstricdo e o
monoxido de carbono, ocasionando efeitos anti-inflamatérios. Skinovsky (2005) estudou, em

2000 e 2005, a influéncia a injecdo de nicotina subcuténea na cicatrizacdo das anastomoses de
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intestino delgado em ratos e concluiu que os animais que receberam nicotina apresentaram
cicatrizacdo deficiente quando comparados ao grupo controle.

Confirmando esses dados, Alves (2006) mostrou a cicatrizacao tecidual deficiente em
ratos lactentes de mées que receberam nicotina subcutanea durante a gestacdo. Houve reducao
da forca de tracdo, da deposi¢do de colageno tipo Il1, da angiogénese e dos miofibroblastos.

Nos casos de traumas extensos, infegcdes e queimaduras, ocorre baixa perfusdo do tecido
cicatricial, 0 que aumenta os metabdlitos anti-inflamatorios no local. As falhas na cicatrizacdo
em queimados, por exemplo, ocorrem em estagios iniciais, levando a diminuigédo dos elementos

celulares e alteracGes na sintese de coldgeno (CARVALHO et al.,2003).

3.7 Produtos finais da glicacdo avancada (AGES) e diabetes: interferéncia na cicatrizacao

A formacédo dos AGEs pode ser considerada uma das principais causas de danos e de
comprometimentos vasculares causados pela hiperglicemia constante no DM, os quais causam
elevada morbimortalidade (ZIMMET, 2001; ALBERTS et al.; 2002), por isso esse ponto
merece atencao.

No processamento dos alimentos, a reacdo pode conferir aspectos positivos, como a
formacgao do odor e sabor atrativos, mas acarreta consequéncias nutricionais negativas, como a
perda de aminoacidos essenciais € a formagao de substancias potencialmente nocivas a saude
humana. A formag¢do de AGEs e ALEs nos alimentos apresentam efeitos pro-oxidativos e pro-
inflamatorios envolvidos nas alteragdes metabolicas inerentes ao processo de envelhecimento,
e também estdo envolvidos com a patogénese € a progressdao de inimeras doengas cronicas
degenerativas, como o diabetes, o0 mal de Alzheimer, a insuficiéncia renal e a aterosclerose.
(URIBARRI et al., 2015; VLASSARA, 2005).

Os AGEs sdo representados por proteinas modificadas por processos oxidativos e nao-
oxidativos, envolvendo agucares ou seus produtos de degradacao, enquanto os ALEs incluem
produtos gerados através da reagdo entre espécies carbonilicas reativas (ECRs), produzidas a
partir de peroxidagdo lipidica e do metabolismo dos lipideos, e residuos nucleofilicos de
macromoléculas (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008).

Uma das principais justificativas para importantes e irreversiveis danos celulares esta
na reacdo nao enzimatica entre aglUcares redutores e aminoacidos chamada “Reacdo de
Mailllard”, também denominada glicagdo, que gera compostos presentes no processo de
envelhecimento, na progressdo de doencas crénico-degenerativas como o diabetes, mal de

Alzheimer, insuficiéncia renal e aterosclerose. Os compostos resultantes sdo conhecidos como
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AGEs, do inglés, Advanced Glycation Endproducts e ALEs, do inglés, Advandec Lipoxidation
Endprodutcs (HELLWIG; HENLE, 2014).

O estresse oxidativo esta frequentemente envolvido nos mecanismos de formacao de
AGEs e ALEs. Alguns AGEs e ALEs podem apresentar a mesma estrutura, desde que sejam
originados de precursores comuns, como ¢ o caso da carboximetilisina (CML), gerada a partir
do glioxal (GO), o qual, por sua vez, pode ser formado por meio de ambas as vias oxidativas
dos lipideos ou dos agucares (VISTOLI et al., 2013).

O mecanismo dos efeitos patoldgicos dos AGESs no organismo ocorre de quatro formas:
(1) Modificacao da proteina, com alteracéo de sua fungdo (AHMED, 2005).

(2) Formagdo de ligacBes cruzadas com proteinas, causando enrijecimento tecidual. Uma vez
formados, os AGEs fazem ligacdes cruzadas com proteinas que geralmente sdo estaveis e de
meia vida longa, como o colageno e as proteinas do cristalino. O coldgeno na matriz celular é
exposto a altos niveis de glicose. Assim, o coladgeno glicado torna-se mais resistente a
degradacdo por metaloproteases, acumula-se e gera disfuncdo vascular em decorréncia da
diminuicdo da flexibilidade e permeabilidade das artérias e do comprometimento cardiaco
(BADENHORST et al., 2003).

(3) A interagdo entre AGESs e seu receptor induz resposta inflamatéria. A interacdo AGE-RAGE
(receptor de AGE) aumenta a transcricéo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1, 1L-6), TNF-o e
moléculas de adesdo como endotelina -1, VCAM-1 e selectina, promovendo assim 0 stress
oxidativo, trombogénese, inflamacdo vascular e angiogénese, eventos estes envolvidos
diretamente com as complica¢6es macro e microvasculares do diabetes (SEMBA et al., 2010).
(4) Aumento do stress oxidativo com a formacao de espécies reativas de oxigénio por meio da
ligacdo dos AGEs com seu receptor. Quando hé altos niveis de LDL, modificada por AGEs,
em pacientes com diabetes, associa-se 0 stress oxidativo com a oxidacdo da LDL e formacdo
de placas de ateroma. Dessa maneira, ocorrem tais eventos que geram a progressao de doencas
cardiovasculares e representam a maior causa de mortalidade em pacientes diabéticos (NEGRE-
SALVAYRE et al., 2008).

Os AGEs podem causar prejuizos ao metabolismo por meio de dois mecanismos
basicos. O primeiro ¢ a modificacdo da estrutura original de biomoléculas, destacadamente a
alteragcdo conformacional de proteinas intra e extracelulares e o segundo via a interagdo desses
produtos com receptores sensiveis a AGEs, presentes em uma grande variedade de células, tais
como as endoteliais, os mondcitos, macrofagos, adipdceitos e podocitos, induzindo ao estresse

oxidativo, a producao de citocinas inflamatodrias e de fatores de crescimento, contribuindo assim
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para o surgimento e a progressao de diversas patologias (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE,
2005).

Em individuos adultos saudaveis (normoglicémicos), cerca de 2% das proteinas
corporais possuem modificagdes por AGEs / ALEs, enquanto individuos diabéticos possuem
cerca de 3 vezes essa média. Efeitos observados no diabetes correspondem a alteraces
fisiologicas caracteristicas do envelhecimento, como o escurecimento do cristalino dos olhos
(catarata), o que gerou a teoria da glicacdo como processo diretamente responsavel pelo
envelhecimento humano (CERAMI, 1985).

Os efeitos patoldgicos dos AGEs estdo relacionados a capacidade destes compostos de
modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas bioldgicas. Por
meio da geracdo de radicais livres, da formacdo de ligacGes cruzadas com proteinas ou de
interages com receptores celulares, os AGEs promovem, respectivamente, estresse oxidativo,
alteracbes morfofuncionais e aumento da expressdo de mediadores inflamatérios (JAKUS;
RIETBROCK, 2004).

A formacdo de AGEs ocorre vagarosamente sob condices fisiologicas e afeta
predominantemente moléculas de meia-vida longa, como o colageno, exercendo importante
funcg&o no processo de envelhecimento (FORBES; SOLDATOS; THOMAS, 2005). No entanto,
sob condicOes de hiperglicemia ou estresse oxidativo, a geracdo de AGEs aumenta
intensamente. Os portadores de diabetes apresentam concentracdes seéricas de AGEs
significativamente mais altas que o0s individuos ndo-diabéticos (SHARP; RAINBOW;
MURKHER, 2003).

A mensuragdo da hemoglobina glicosilada (HbAL1C), tdo importante para
acompanhamento da glicemia nos individuos diabéticos, reflete a ocorréncia de hiperglicemias
nos ultimos trés meses e, indiretamente, de glicacdo avancada. Segundo Rahbar (2005), a
HbA1C é importante marcador biomolecular e a sua determinacao é considerada, até o presente,
o indicador mais confidvel de progressao do diabetes.

Da mesma forma, é possivel a mensuragdo de AGEs sérico e também AGEs por
autofluorescéncia da pele. Esse € um método ndo invasivo para quantificacdo do acumulo
tecidual de AGEs, validado em pacientes portadores de doenca renal cronica em estudo de
Franca et al., (2017), que pode ser til na quantificacdo de AGEs nos pacientes portadores de

feridas.
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Os pacientes diabéticos sdo muito acometidos pelos efeitos nocivos dos AGEs, por isso
faz-se necessaria uma avaliagdo de como isso afeta a circulagdo sanguinea, principalmente de
membros inferiores, sendo esses locais de ocorréncia de feridas de dificil cicatrizacéo.

A utilizacdo de agentes antiglicantes pode ter efeito benéfico na diminuicdo desses
compostos e possivelmente minimizar os impactos do processo inflamatorio e obstrutivo
causados pelos AGEs, colaborando para melhorar a qualidade de vida nesses pacientes. E
possivel que os AGEs possam diminuir os efeitos deletérios do estresse oxidativo de maneira

topica, haja vista que ja existem produtos na dermocosmética que utilizam esta via.

3.8 Procedimentos e produtos promissores na cicatrizacao

Existe na literatura uma gama de procedimentos descritos que podem, de alguma
maneira, beneficiar, acelerar ou melhorar a qualidade da cicatriz ou o processo de cicatrizacao,
especialmente das feridas cronicas. Esses procedimentos podem ser associados ao tratamento
com produtos topicos, por exemplo, para que haja uma potencializagdo dos beneficios.

Estdo sendo testados equivalentes bioldgicos de pele, formado por queratindcitos
cultivados in vitro, os quais, quando associados a componentes da MEC, parecem acelerar a
reparacdo de feridas extensas. O efeito acelerador estd no fato do enxerto possuir células vivas
que produzem fator de crescimento, favorecendo a proliferacdo fibroblastica e vascular
(PEREIRA, 2011).

A capacidade de utilizar uma cultura de células de queratindcitos reduz o tempo de
cicatrizacdo de forma relevante (mais de 45% de reducdo). A técnica minimiza o tempo de
internacao, de reconstrucdo da pele, a diminuicdo do nimero de procedimentos médicos dos
pacientes queimados e um melhor resultado estético. Porém, pode-se citar dificuldades nessa
técnica, pelas diferentes etapas na producdo e o custo desse procedimento (HENG-YU; SHI-
CHU; SHI-HUI, 2011; CHRAPUSTA et al., 2014; HORCH et al., 2005).

A eletroestimulacdo direta, com corrente alternada de baixa frequéncia ou de alta
voltagem, é outro método utilizado em modelo animal, mas com resultados incipientes em
humanos. Observou-se que hd 0 aumento da exsudacao de leucdcitos e sintese mais rapida de
matriz, com maior fluxo de sangue no tecido cicatricial. Os experimentos indicam efeito
benéfico da técnica para a cicatrizacao e a forma de aplicagéo, relativamente facil, econdmica
e aparentemente eficaz (BEHEREGARAY et al., 2014).

A utilizagdo de oxigénio hiperbarico é considerada Util no tratamento de feridas

infectadas por microorganismos anaerdbicos ou com necrose 0ssea. Esse método aumenta a
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oxigenacdo do sangue e a sintese do Oxido nitrico (NO), que parece estimular a formacéo de
tecido cicatricial. Segundo Andrade e Santos (2016), as feridas mais frequentemente
encontradas com indicacdo para terapia por oxigénio hiperbarico foram: Glcera venosa, lesao
traumatica e pé diabético. Os pacientes com feridas crbnicas realizaram menor nimero de
sessOes e tiveram feridas cicatrizadas ou reduzidas quando comparados com aqueles com
feridas agudas.

Os raios laser de baixa energia e ultrassom também tém sido considerados benéficos
para a cicatrizacdo, ja que ocorre proliferacdo dos linfocitos, aumento da fagocitose pelos
macrdofagos, maior secrecdo de fatores de crescimento e fibroblastos, e intensifica-se a
reabsorcdo de fibrina e coldgeno. Também contribuem para aumentar a motilidade de células
epiteliais, elevar a quantidade de tecido de granulacdo e diminuir a sintese de mediadores
inflamat6rios (BOURGUIGNON FILHO et al., 2005; CHANNUAL et al., 2008).

Uma membrana biopolimérica enriquecida com extrato etanolico da propolis vermelha
(EEPV) testada por Basilio (2018), apresentou boa atividade cicatrizante in vitro com
fibroblastos, com fechamento de 20% da ferida, sendo uma opcdo para a reparacéo de feridas,
principalmente por ser um produto nativo do Estado de Alagoas e que possui baixo custo.

Um estudo experimental em modelo animal trouxe resultados benéficos da
ozonioterapia na cicatrizacdo de feridas. Observou-se que a técnica auxiliou o processo
cicatricial com diminuicdo do processo inflamatério, aceleracdo do crescimento tecidual e
auséncia de bordas necroéticas. O estudo refere que o tratamento com as técnicas descritas é
indolor e de rapida execucdo (CHAGAS et al., 2019).

Essas técnicas utilizadas no intuito de estimular ou acelerar a cicatrizacdo, em alguns
estudos, tém sido associadas a substancias que tém atividade cicatrizante, o que pode vir a

potencializar os efeitos de um ou de outrem.

3.9 Substéncias tdpicas com atividade cicatrizante

Dentre substancias estudadas para viabilizar a cicatrizacdo estdo as estatinas. A
atorvastatina € uma estatina sintética, classificada como estatina de segunda geracéo, bastante
lipofilica, de alta ligacdo com proteina, meia-vida longa de até 36h e com metabolitos ativos.
Algumas destas propriedades permitem 0 uso da atorvastatina para o tratamento de afeccoes
dermatoldgicas e de feridas. Elas atuam de modo proangiogénico, porém em altas doses podem

ser antiangiogénica. O efeito anti-inflamatorio esta entre seus efeitos mais promissores para a
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cicatrizagdo, com a inibicdo da producédo de células T, inducdo de apoptose e de proliferacéo
celular (VAN LINTHOUT et al., 2007).

A estatina foi observada de maneira benéfica na reducdo da carga bacteriana,
melhorando a epitelizacdo e a cicatrizacdo de feridas, bem como exercendo efeito sobre
microrganismos patogénicos e fungos (BITTO; MINUTOLI; ALTAVILLA, 2008).

Rego et al. (2007), conduziram um estudo em animais que relata um efeito favoravel
da estatina na cicatrizacao de feridas. Eles concluiram que a sinvastatina topica reduziu a
inflamacéo da ferida e a carga bacteriana em feridas cutaneas contaminadas.

Bitto, Minutolli e Altavilla (2008), observaram que a administracdo sistémica diaria
de sinvastatina (5 mg/kg) em camundongos diabéticos aumentou a producdo de fator de
crescimento endotelial (VEGF) e melhorou a cicatrizacdo de feridas. Estatinas orais
semelhantes a outros medicamentos podem causar efeitos adversos quando usadas por tempo
prolongado ou em doses elevadas, mas a aplicacdo topica de estatinas preventivamente, em
baixas doses, pode ser util para cicatrizacdo de feridas, cujos efeitos prolongam-se,
diminuindo assim os efeitos adversos.

Asai, Hirakawa e Sakabe (2012), descobriram que a aplicacédo topica de sinvastatina
promove linfangiogénese e angiogénese durante a cicatrizacdo de feridas em camundongos
diabéticos.

Pietrovski et al. (2012) fizeram uma revisdo das principais publicacdes sobre o uso
das estatinas no processo cicatricial. Até 2011, havia sete publicacdes de estudos pré-clinicos
e dois estudos clinicos com a finalidade de cicatrizacdo no paciente diabético e todos
apresentaram melhora significativa da cicatrizagéo.

O é&cido hialurdnico é um glicosaminoglicano linear, hidrofilico e de alto peso
molecular, encontrado naturalmente no liquido sinovial e na matriz extracelular da pele no
ser humano (ABATE; SCHIAVONE; SALINI, 2014; RAMOS-TORRECILLAS et al., 2014).
E secretado naturalmente durante a cicatrizagdo de feridas na fase proliferativa para
estimular a migragédo e mitose de fibroblastos e células epiteliais (MACKAY; MILLER,
2003; VOIGT; DRIVER, 2012).

O é&cido hialurénico foi utilizado em pesquisas para reduzir os niveis de mediadores
inflamatorios e, portanto, pode ser utilizado com seguranga como agente anti-inflamatorio.
Sendo um fator de crescimento e tendo propriedades lubrificantes, o acido hialurénico é
biocompativel natural, biodegradavel e biomaterial ndo imunogénico em formulacdes
bioldgicas de curativos (GENCER et al., 2014; BOATENG et al., 2008).
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O efeito positivo do uso de &cido hialurénico também se fez presente no alivio da dor
e cicatrizacdo de feridas no tratamento de Ulceras por pressdio (RAMOS-TORRECILLAS,
2014), manejo da osteoartrite, no tratamento de distrbios tendinosos (ABATE;
SCHIAVONE; SALINI, 2014), em tratamento de feridas profundas (ONESTI et al., 2014),
em queimaduras, feridas cirdrgicas epiteliais e feridas cronicas (VOIGT; DRIVER, 2012) e
na cicatrizacdo de feridas nas pregas vocais em modelos animais (MAGDY et al., 2008).

Com relagdo a cicatrizacdo no paciente queimado, é importante que haja velocidade da
restauracdo tecidual, redugdo da dor e da infeccdo e bom aspecto estético da ferida. Feridas
tratadas com o gel de quitosana contendo Sulfadiazina de prata a 1% apresentaram aumento na
producdo de fibroblastos e angiogénese (NASCIMENTO et al., 2009).

Em outro estudo, em que o objetivo foi analisar caracteristicas morfoldgicas e
organizacao das fibras coldgenas nas queimaduras de terceiro grau, realizou-se a comparagéo
da terapia com laser e a sulfadiazina de prata. Verificou-se que a sulfadiazina gerou a deposicédo
das fibras coladgenas de maneira mais eficiente e estruturada que o laser (GOMES et al., 2017).

Em uma revisdo sistematica, ndo houve evidéncia suficiente na literatura para a
utilizacdo de acido hialurénico como tratamento topico de queimaduras, porém, a acdo topica
da combinacdo entre acido hialurénico e sulfadiazina de prata apresentou resposta favoravel
guanto ao tempo médio de cicatrizacdo de queimaduras (DALMEDICO et al., 2016).

Em um ensaio clinico randomizado realizado por Humbert et al. (2013), investigou-se
a efetividade do acido hialurénico no tratamento de ulceras venosas comparando-se com um
veiculo neutro, a porcentagem de reducdo do tamanho da ferida, em 45 dias. Verificou-se que
a reducdo da superficie da Glcera foi maior no grupo intervencdo (31% versus 9%,
respectivamente).

Algumas feridas sdo tratadas por vitaminas como o dexapantenol ou d-pantenol (d-P),
uma pro-vitamina do complexo B que, se aplicada topicamente, converte-se em acido
pantoténico, componente natural da pele. Observou-se in vitro e in vivo que a ativacdo de
fibroblastos com d-P leva a uma epitelizacdo de feridas mais rapida (EBNER et al., 2002).

A aminoguanidina, composto de hidrazina, previne a formacao de AGEs ao reagir com
produtos iniciais da glicagdo e demonstrou ser eficaz na melhora da proteinuria, da elasticidade
dos vasos e na prevencao da retinopatia diabética, além de apresentar atividade antioxidante,
antibiotica, anti-inflamatoria e cicatrizante (BARBOSA, 2012).

Os AGEs contribuem de maneira clara e relevante para o surgimento e a progressdo das

complicagdes do diabetes, representando alvo promissor para intervencdes terapéuticas. Uma
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variedade de agentes que apresentam propriedades anti-AGE esta sendo atualmente investigada
e pode atuar de diversas maneiras, incluindo a diminuigdo da absorcdo de AGEs, a inibic¢éo da
formacdo de produtos de Amadori, a prevencdo da progressdo dos produtos de Amadori a
AGEs, a diminuicdo do estresse oxidativo, a ligacdo e detoxificacdo de intermediarios
dicarbonilicos e a interrupcdo de vias bioquimicas capazes de causar impacto nos niveis de
AGEs (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008).

A utilizacdo de AGEs e substancias antioxidantes de maneira topica pode ser uma
estratégia para diminuir os processos inflamatorios cronicos causados pelo estresse oxidativo
também nos portadores de feridas, de modo possam acelerar as fases que ocorrem na

cicatrizagdo.
3.10 Tiossemicarbazona: atividades bioldgicas e obtencéo das sinteses dos derivados

A quimica medicinal dispde de ferramentas para a sintese e o planejamento de novos
farmacos na busca de produtos bioativos por meio de reacOes organicas de substancias
planejadas com potenciais atividades bioldgicas. O desafio maior consiste na busca de efeitos
colaterais ou toxicos minimos, menos agressivos.

As tiossemicarbazonas sao moléculas versateis, de facil obtencdo e chamam a atencéo
dos pesquisadores devido a gama de atividades bioldgicas que possuem: antiprotozoéria,
antitumoral, antiviral, antibacteriana entre outras (HUSAIN; ABID; AZAM, 2007).

Tiossemicarbazonas e semicarbazonas apresentam um amplo perfil farmacoldgico e
constituem uma importante classe de compostos cujas propriedades tém sido estudadas na
Quimica Medicinal (BERALDO; 2004).

Podem ser adquiridas comercialmente e sua sintese ocorre pela condensagdo equimolar
de um derivado carbonilado — aldeido ou cetona — com tiossemicarbazidas em meio alcodlico
sob refluxo e quantidades cataliticas de acido (HOLLA et al, 2003). Sao reacGes conhecidas
pela quimiosseletividade, versatilidade, rapidez e altos rendimentos. Também podem ser
obtidas a partir da preparacdo das tiossemicarbazidas, utilizando hidrazinas, e posterior
condensacdo com compostos que contém carbonila (HANG; BERTOZZI, 2001,
RODRIGUEZ; MARCAURELLE; BERTOZZI, 1998).

Essas substancias apresentam-se como sistemas com extrema deslocalizacéo eletronica,
principalmente quando ha grupos aromaticos ligados ao carbono da imina. Devido a este
fendmeno, esses compostos podem coexistir na forma tiona ou tiol em equilibrio tautomérico
(TENORIO et al., 2005).
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Lobana et al. (2010) destacam que uma caracteristica de grande importancia das
tiossemicarbazonas é a presenca de &tomos de enxofre e nitrogénio na estrutura, o que confere
a capacidade de formar complexos com diversos metais. Tanto as tiossemicarbazonas como 0s
seus complexos podem formar ligac6es de hidrogénio, tanto inter como intramoleculares.

Recentemente em estudo de SEM (2018) alguns derivados de tiossemicarbazonas foram
testados e revelaram excelente atividade como inibidores da Acetilcolinesterase (AChE) e
apresentaram boa atividade antioxidante, o que enfatiza a importancia dessa molécula com

vasta propriedade bioldgica.
Figura 4 — Reagé&o de obtencdo da tiossemicarbazona a partir da tiossemicarbazida.

0 H

flossemicarbazida \N ’ N\l.r NH,
H »-
EtOH, 85°C, overnight S

Fonte: AUTORA, 2019.

Segundo Casas, Tasende e Sordo (2000), as tiossemicarbazonas ndo substituidas na
posicdo N-4 apresentam estrutura basica, C=N-NH-CS-NH2, aproximadamente planar, com o
atomo de enxofre em posicdo anti em relacdo ao atomo de nitrogénio da funcdo imina.
Possivelmente o fator mais importante € que o &tomo de enxofre em posicéo anti possibilita a
ocorréncia de ligacéo de hidrogénio intramolecular entre o nitrogénio da imina e os hidrogénios
da tioamida. Por outro lado, este arranjo estrutural muda significativamente se forem
adicionados grupos substituintes na posi¢do N-4, favorecendo a conformacao sin entre o &tomo

de nitrogénio da imina e o &tomo de enxofre.

Figura 5 - Arranjo estrutural de tiossemicarbazonas.

!
(2) >:N s sin

R1, R2, R3, Rs = H, alquil e aril

Fonte: TENORIO, 2005.
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De maneira geral, as tiossemicarbazonas atuam como inibidores de enzimas por meio
da complexacdo de metais endogenos ou através de reacdes redox, por meio de interacdes ou
inibicdo do DNA. No entanto, as atividades bioldgicas das tiossemicarbazonas estdo mais
relacionadas ao potencial de inibir a enzima ribonucleotideo redutase - RR, que € uma enzima
citoplasmatica, importante para a sintese e reparo do DNA (TENORIO, 2005).
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MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental randomizado com ratos Wistar, que testou
substancias sintéticas derivadas das tiossemicarbazonas.

O estudo dividiu-se em trés momentos: 1) ensaio antiglicante e de citotoxidade por
viabilidade celular in vitro pelo método do MTT para selecdo das substancias; 2) ensaio para
atividade cicatrizante in vivo e 3) estudo histolégico da pele dos animais, tratada por via tépica
pelas substéancias selecionadas.

4.2 Local do Estudo

O estudo ocorreu na Universidade Federal de Alagoas, nos seguintes laboratorios:

Os derivados de tiossemicarbazonas foram recebidos do laboratério de Quimica
Medicinal do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas — LQM/ICF, coordenado pelo Prof. Dr. Jodo
Xavier de Aradjo Junior, onde foram sintetizados pelos farmacéuticos Dr. Edeildo Ferreira e
Dra. Erica Erlanny.

O teste de citotoxidade por viabilidade celular foi realizado no Laboratério de
Farmacologia e Imunidade — LFI/ICBS, coordenado pela Profa. Dra. Magna Suzana Alexandre
Moreira.

O experimento in vivo foi realizado no Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular do
Instituto de Ciéncias Farmacéuticas - LFC/ICF, coordenado pela Profa. Dra. Eurica Adélia
Nogueira Ribeiro.

O preparo das férmulas foi realizado na farméacia de manipulacdo Ao Pharmaceutico

coordenado pela Profa Dra Ciria Vieira Barbosa.

4.3 Aspectos Eticos

O experimento com animais foi realizado ap0s aprovacdo do projeto de pesquisa pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFAL), sob o protocolo n° 06/2019, respeitando
os Principios Eticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA). O principio dos 3 Rs (do inglés: Replacement, Reduction and Refinement) foi
considerado, na tentativa de minimizar a quantidade de animais utilizados e / ou os desconfortos

causados.
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Ap0s aprovacdo, o projeto foi encaminhado também ao responsével técnico (RT) pelo

laboratério, para a acompanhamento das atividades desenvolvidas no experimento.

4.4 Sintese dos derivados a partir da tiossemicarbazida e teste de atividade antiglicante
para selecdo dos derivados

O planejamento dos derivados das tiossemicarbazonas realizados pelos farmacéuticos
do laboratério sofreu variag@es na regido do esqueleto base das tiossemicarbazonas aromaticas,
partindo de quantidades equimolares de aldeidos aromaticos e tiossemicarbazida, para a
obtencéo dos derivados.

A selecdo dos derivados para o estudo in vivo se deu a partir dos testes de citotoxidade
e da melhor atividade antiglicante dentre os 21 derivados da tiossemicarbazida, cujas amostras
foram codificadas como LQM, seguidos de um numero.

Os testes de atividade antiglicante seguiram o protocolo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Foram realizados em capela de fluxo laminar, com uso de
Equipamento de Protecdo Individual (EPIs) e seguindo as boas praticas de laboratorio
recomendadas pela ANVISA.

A atividade antiglicante é detectada pela analise espectrofluorimétrica da inibicédo da
formacéo de produtos de glicacdo avancada. Para isso foram preparadas as solu¢fes conforme
protocolo descrito por pesquisadores do Laboratdrio de Quimica Medicinal, a partir da solucéo
de albumina sérica bovina (BSA), glicose, azida sodica, tampdo fosfato de sodio,
tiossemicarbazida, quercetina e a amostra analisada.

Antes de iniciar o preparo das placas procedeu-se a esterilizacdo em fluxo laminar,
Todas as solucdes, incluindo tamp&o e amostras foram expostas a luz ultra violeta (UV) por 15
minutos. Apos esse periodo, o preparo das placas foi iniciado. As placas prontas foram levadas,
imediatamente, para a estufa a 37°C de onde s6 foram retiradas nos momentos de leitura da
placa.

As amostras testadas (21 derivados) foram entdo incubadas a 37°C durante 24h, 48h,
72h, 7 e 14 dias. A formacgéo de AGEs foi medida por fluorimetria, com excitacdo em 350 nm
e emissdo em 450 nm.

Dos 21 (vinte e um) derivados de tiossemicarbazona, 5 (cinco) apresentaram 0s
melhores perfis antiglicante, considerando o percentual de inibi¢cdo acima de 60%: LQM 8.1
(61%); LQM 9.1 (70%); LQM 10.1 (66%); LQM 11.1 (90%); LQM 18.1 (62%).

Na tabela abaixo (Tabela 1), a descricéo e estrutura quimica das 21 amostras testadas.
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Tabela 1 — Estrutura quimica dos derivados de tiossemicarbazonas.

CODIGO ESTRUTURA NOME
LOM 2.1 XN . 2- _(4-c|orob_en2|l_|deno)
NH hidrazinacarbotioamida
cl 2
N._S
LOM 3.1 N7 2- (4-cianobenzilideno)
' _ NH, hidrazinacarbotioamida
N =~
H . .
2- (4-hidroxi-3-
o) N__S
LQM 4.1 - DAN Y metoxibenzilideno)
HO NH; hidrazinacarbotioamida
H
SNNS 2- (3,4-
LOM 5.1 o NH, dimetoxibenzilideno)
| hidrazinacarbotioamida
0
N_s
XN 2- (4-hidroxibenzilideno)
LQM 7.1 g \,ﬁ' hidrazinacarbotioamida
HO 2
H o -
LOM 8.1 XN . 2- (4-bromok?en2|]|deno)
. NH, hidrazinacarbotioamida
]
o . N s 2- (benzo [d] [1,3] dioxol-
LQM 9.1 < D/\N 5-ilmetileno)
o NH hidrazinacarbotioamida
H
SR 2- (3,5-di-terc-butil-4-
LQM 10.1 NH, hidroxibenzilideno)
HO hidrazinacarbotioamida
H Ve
X N/N\(S Acido 4 - ((2-
LM 11.1 HO NH, carbamotioil-hidrazono) metil)
benzoico
o]
Cl H
N__S 2- (2,6-diclorobenzilideno)
SN
LQM 121 @\A \,\iz hidrazinacarbotioamida
Cl

51



LQM 13.1

LQM 14.1

LQM 16.1

LQM 17.1

LQM 18.1

LQM 55.1

LQM 96.1

LQM 97.1

LQM 98.1

LQM 99.1

NN 2- (quinolin-4-ilmetileno)
N~ NH, hidrazinacarbotioamida
H
NN 2 - ([1,1'-bifenil] -4-
NH, ilmetileno)
O hidrazinacarbotioamida
N.__s
N \f metil 4 - ((2-carbamotioil-
© NH hidrazono) metil) benzoato
e
N._s
SN 2- (3,4-diclorobenzilideno)
Cl NH hidrazinacarbotioamida
Cl
H
\N’N S 2-(3-
NH, chlorobenzylidene)hydrazinecarb
othioamide
of
SoN__S
N“F 2- (2,3-diclorobenzilideno)
Cl NH, hidrazinacarbotioamida
Cl
SoN__S
N \I% 2- (3-metoxibenzilideno)
NH hidrazinacarbotioamida
o\
H

\N,NYS 2- (4-fluorobenzilideno)
NH hidrazinacarbotioamida
F 2
H
\N/N\fs 2- (2-clorobenzilideno)
NH hidrazinacarbotioamida
Cl 2
H
\N’N\(S 2- (2,4-diclorobenzilideno)
NH hidrazinacarbotioamida
cl Cl 2
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Tiossemicar .
) H,N
bazida 2 \f

Fonte: AUTORA, 2019.

Com base nesses resultados, pode-se observar que 0 LQM 9.1 e LQM 11.1 apresentaram
percentual de inibicdo maior que o controle tiossemicarbazida, com diferenga estatistica quando
comparadas a este controle, inferindo que este derivado é um potente antiglicante. Essas duas
substancias identificadas apresentaram melhor atividade antiglicante (LQM 9.1e LQM 11.1) e

e apos os testes de citotoxidade, foram selecionadas para o teste de cicatrizagao in vivo.

4.5 Teste de citotoxicidade por viabilidade celular com derivados de tiossemicarbazona

através do teste colorimétrico do Metiltetrazolium (MTT)

Essa técnica é capaz de avaliar o estado metabdlico da célula e a viabilidade celular a
partir da reducéo do sal tetrazélio (coloracdo amarela) a formazan (coloragédo azul escuro).

O teste baseia-se na atividade mitocondrial das células pela reducdo do sal MTT, essa
reducdo acontece através da clivagem do sal de tetrazolio, de coloracdo amarelada, em cristais
de formazan que possuem uma coloragdo azul escuro, pela enzima succinato desidrogenase,
gue se encontra nas mitocéndrias ativas. A densidade Optica da reacdo resultante é determinada
pelo espectrofotbmetro. Quanto mais escura a coloracdo ao fim da reacdo, maior a viabilidade
celular (MOSMANN, 1983).

Para inicio do teste, os macréfagos da linhagem J774 foram colocados em placas de 96
pocos com a densidade de 2x105, por pogos cultivados com 0 meio Dulbecco Mem (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, onde cada cavidade foi preenchida com 200 pL
do meio das células.

Como controle positivo foram utilizados pogos com células lisadas e para controle
negativo células cultivadas e adicionadas a DMSO (Dimetilsulfoxido). Apos incubacéo total de
48 horas, 0 sobrenadante foi descartado e em cada cavidade adicionado 100 pL de uma solugéo
de MTT (500 pg/mL), sendo reincubadas por mais 1 hora em estufa a 37°C a 5% de CO..
Passado o periodo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido com 100 pL
de DMSO.
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Para a leitura das placas e quantificacdo do sal tetrazélio reduzido a formazan, foi
necessario o auxilio de um leitor de microplacas — espectrofotdmetro ELISA - no comprimento
de onda de 550 nm.

Para obtencdo dos resultados, realizou-se analise por meio da média das absorbancias
mais erro padrdo da média (SEM) e diferencas estatisticas entre os grupos tratados e os de
controle que foram avaliados pelo teste Dunnett e ANOVA onde foram identificados (p<0,05)
0s niveis de significancia em comparagdo com 0s grupos controle.

Quanto ao teste de viabilidade celular (MTT), os derivados tiossemicarbaz6nicos
apresentaram atividade citotoxica homogénea de acordo com a concentracdo em que foram
testados (10uM).

Tabela 2 - Efeito dos derivados tiossemicarbazonicos sobre a viabilidade celular em 10
pM

LQM Citotoxicidade MTT 24 horas (10 uM)
2.1 NT

3.1 NT

4.1 NT

5.1 NT

7.1 NT

8.1 NT

9.1 NT
10.1 NT
11.1 NT
12.1 NT
14.1 30.6 £ 6***
16.1 NT
17.1 NT
18.1 NT
55.1 NT
96.1 NT
97.1 NT
98.1 NT
99.1 NT

NT= ndo toxico.

Citotoxicidade - média da citotoxicidade maxima + erro padrdo da média da citoxicidade na concentragdo de 10
uM. Os valores de citotoxicidade foram considerados significativos quando p <0,001 em relacdo ao grupo DMSO
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0,1%. NT ndo tdxica - substancia ndo apresentou atividade letal significativa para macrofagos da linhagem
J774.A1 na concentracdo de 10 uM em relagdo ao grupo DMSO.

Fonte: AUTORA, 2019.

Dos derivados de tiossemicarbazonas testados, dezoito (18) demonstraram ndo serem
toxicos: LQM 2.1, LOM 3.1, LQM 4.1, LQM 5.1, LQM 7.1, LQM 8.1, LQM 9.1, LQM 10.1,
LOM 11.1, LOM 12.1, LQM 16.1, LQM 17.1, LQM 18.1, LQM 55.1, LQM 96.1, LQM 97.1,
LQM 98.1, LQM 99.1.

Todos os derivados mantiveram a viabilidade celular em torno de 100%, exceto o LQM
14.1, que apresentou uma viabilidade celular de 30,6%, demonstrando seu potencial citotoxico
nessa concentracao.

Assim, foi possivel dar sequéncia ao ensaio in vivo com as substancias LQM 9.1 e LQM
11.1. Além de ndo apresentarem citotoxidade, essas substancias foram escolhidas por
apresentaram maiores percentuais de inibicdo na formacdo dos produtos finais de glicacédo

avancada — AGEs.

4.6 Formulacéo do produto topico

A partir da identificacdo de duas substancias derivadas da tiossemicarbazona que
apresentaram melhor atividade antiglicante e ndo foram tdxicas, foram formulados os produtos
topicos com as respectivas substancias, (LQM 9.1 e LQM 11.1) que foram testadas no
experimento in vivo.

Foram aplicados cremes nas feridas no dorso dos animais para veicular o principio ativo.
O creme de aplicacdo tdpica foi a apresentacdo escolhida devido a facilidade de aplicacdo e
remocao (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007). Essa escolha também se deu devido ao creme
apresentar menor perda de tecido de granulacdo da ferida durante o curativo e reducdo de
episodios de sangramento.

Para o preparo dos cremes, levou-se em consideracéo a quantidade de animais (36 ratos
Wistar) em que foram aplicados os cremes durante 21 dias de tratamento em 03 feridas
confeccionadas no dorso de cada animal. Foram preparados cremes para serem aplicados nesses
grupos, sendo: 02 cremes com as substancias que foram testadas (derivados da
tiossemicarbazona, caracterizados como LQM 9.1 e 11.1), 01 creme Lanette (controle negativo
- CN), 01 creme a base de Dexpantenol (controle positivo - CP), substancia ja utilizada no
mercado, com agdo cicatrizante.

Portanto, foram formulados 4 cremes:
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1) Creme com LQM 9.1 50 mg/g;

2) Creme com LQM 11.1 50 mg/g;

3) Creme Dexpantenol 50 mg/g;

4) Creme Lanette 50 mg/g;

Em seguida os cremes foram embalados em bisnagas metalicas.

O Dexpantenol (d-P) foi a substancia escolhida para ser o controle positivo, por se tratar
de uma proé-vitamina do complexo B que, ao ser aplicada topicamente, é convertida em acido
pantoténico, um constituinte natural da pele (IDSON, 1993) e j& observado por Ebner et al.
(2002) que "in vitro" e "in vivo" ha ativagdo de fibroblastos com d-P, o que leva a uma
aceleracdo da epitelizacéo de feridas, formando um epitélio com elevado nivel organizacional

das estruturas formadoras da epiderme.

4.7 Célculo do tamanho da amostra

Para realizar o célculo do tamanho da amostra, utilizou-se o software G*Power 3.1.9.2
(Figura 6). Como o plano de analise dos dados e o desenho da pesquisa prevé a comparacao
entre 4 amostras independentes (grupos de animais), utilizou-se como referéncia para o calculo
o0 teste ANOVA one-way.

Para determinar o tamanho da amostra, adotou-se trés critérios: nivel de significancia
de 0,05, tamanho do efeito de aproximadamente 0,25 e poder do teste a ser alcangado de 0,21
[Power (1-B err prob) = 0.21]. Diretrizes convencionais recomendam o nivel de significancia
de 0,05. Isto é, interpretar inferéncias estatisticas demanda que o pesquisador especifique o
nivel de erro aceitavel devido ao uso de uma amostra; ao especificar um nivel alfa — aqui de
0,05, determina-se a probabilidade de se ultimar que a significancia existe quando, na verdade,
esta ndo ocorre.

Portanto, para atingir o tamanho de poder de 21%, é demandado um nivel de
significancia de 0,05, com tamanho de efeito moderado (=0,25) e uma amostra de 36 animais.

Sendo 9 animais por grupo.
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Figura 6 — Célculo do tamanho amostral com 4 grupos de animais.

critical F = 2. 86627

Fonte: AUTORA, 2019

4.8 Testes de cicatrizacdo in vivo

4.8.1 Caracterizagdo dos animais e condigdes de manutencao

O experimento foi realizado com 36 ratos machos da espécie Ratus novergicus albinus,
linhagem Wistar, que tinham 70 dias e peso médio de 270g. Foram fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Alagoas e mantidos durante a pesquisa no biotério do
Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da UFAL,
onde ocorreu 0 experimento.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, forradas com maravalha e
alimentados com rac¢do comercial Labina® (Purina). Foi preservado o fotoperiodo de 12 horas
de claro e escuro, ruidos minimos, temperatura ambiente 21°C, mantida por ar condicionado e

controlada por termostato.

4.8.2 Delineamento experimental

Nesse experimento foram utilizados 4 (quatro) grupos com 09 (nove) animais cada,
totalizando 36 animais, caracterizados como CN, CP, LQM 9.1 e LQM 11.1, sendo distribuidos

da seguinte forma:

CN - grupo controle negativo, animais com ferida e tratamento topico com veiculo do

Dexpantenol (09 animais);

CP - grupo controle positivo, animais com ferida e tratamento tépico com Dexpantenol (09

animais);
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LQM 9.1 - grupo de animais com ferida e tratamento topico com substancia experimental
identificada como LQM 9.1 (09 animais).

LQM 11.1 - grupo de animais com ferida e com tratamento topico com substancia experimental
identificada como LQM 11.1 (09 animais).

Foram considerados neste trabalho os principios éticos relacionados a pesquisa envolvendo

animais e buscou-se reduzir a0 maximo o numero de animais para 0 experimento.

Os derivados LQM 9.1 e LQM 11.1 foram selecionados por terem apresentado os melhores

perfis antiglicantes e ndo apresentarem toxicidade.

4.8.3 Procedimento anestésico-cirargico

Para a confecc¢do das feridas, os 36 animais foram submetidos a anestesia intraperitoneal
realizada com cloridrato de xilazina (10mg/Kg) e cloridrato de cetamina (90mg/Kg), conforme
recomendacdo do CONCEA (2013) para confeccéo de trés excisdes na regido dorsal em forma
de circunferéncia, medindo 0,6 mm cada.

Apds a anestesia 0os animais foram epilados manualmente na regido dorsal. Antes de
realizar excisfes no dorso do animal, foi feita a antissepsia com clorexidina alcodlica, afim de
inibir crescimento bacteriano na pele do animal. A excisdo em circunferéncia no dorso do
animal foi realizada com punches, incluindo a hipoderme.

Apbs realizacdo das excisdes, foi aplicado sobre cada ferida uma quantidade do veiculo
formulado. Por fim, foram realizados os curativos oclusivos com gaze estéril, atadura de crepe

e esparadrapo, impedindo assim contaminacao e facilitando a absorc¢ao do produto aplicado.

4.8.4 Acompanhamento dos animais e analise macroscopica

Diariamente foram realizadas: troca da maravalha, ofertada racdo e agua ad libitum.

As caracteristicas das feridas dos animais foram observadas, mensuradas com
paquimetro, registradas em instrumento conforme critérios de avaliacdo macroscopica em trés
periodos (7°, 14° e 21° dia), de forma que cada periodo coincidisse com as fases da cicatrizacéo:
fase inflamatdria, fase proliferativa e fase de remodelamento (fases 1, 2 e 3). Além disso as
imagens foram registradas por meio do smarthphone iPhone 6S Plus de 12 mega pixels e
resolucdo de 1920x1080 pixels a uma distancia de 27 cm. Também foram realizados os
curativos na regido dorsal diariamente, aplicando-se 0s respectivos cremes para tratamento
topico de acordo com cada grupo (CN, CP, LOM 9.1 e LQM 11.1).
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A avaliagdo macroscopica da ferida foi realizada utilizando-se um instrumento
(APENDICE A) que contemplou 0s seguintes critérios:

(1) repilacao

(2) hiperemia,

(3) coagulo,

(4) sangramento,

(5) retracdo da ferida,

(6) exsudato

As feridas foram registradas por meio de fotografia para fins de comparagéo e
mensuradas com paquimetro para avaliacdo da retracdo da ferida.

4.8.5 Eutanésia

Ap6s o periodo de tratamento e acompanhamento da cicatrizacdo das feridas foi
realizada a eutanasia. Para o procedimento os animais foram profundamente anestesiados, com
injecdo intraperitoneal de xilazina (10mg/Kg) e Cetamina (90mg/Kg) e eutanasiados por
exsanguinacao por meio de puncdo cardiaca.

Para que a pele dos animais fosse analisada em cada fase da cicatrizacéo, a eutanésia
para as bidpsias ocorreram 3 vezes: no 7°, 14° e 21°. Em cada uma foram submetidos a anestesia
para posterior eutanasia: 12 animais (03 do grupo CN, 03 do CP, 03 tratados com a substancia
LQM 9.1, 03 tratados com a substancia LQM 11.1), totalizando os 36 animais e contemplando
as bidpsias nas fases 1, 2 e 3 da cicatrizag&o.

As biopsias circulares foram realizadas com punch de 0,6 cm, incluindo a hipoderme e

uma pequena margem a mais para melhor analise das bordas.

4.8.6 Analise histoldgica

Apos a eutanasia e bidpsias das areas tratadas dos animais, as pe¢as foram encaminhadas
a patologia para analise histoldgica.

Para preparo das laminas, essas pecas biopsiadas foram limpas e armazenadas em
solugéo de formol a 10%, desidratadas com gradiente crescente de etanol e embebidas em
parafina. Apds endurecimento, os blocos foram levados a microtomia e cortados com navalha
de aco para obtencéo das secdes de 5um. Os cortes foram distendidos em agua previamente

aquecida e coletados em laminas histologicas untadas com albumina de Mayer e secas em chapa
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quente a 30°C. Posteriormente, foram coradas com Hematoxilina e Eosina - HE. (GARTNER,;
HIATT, 2007).

O material foi analisado por meio de microscopia, identificando as seguintes variaveis:

(1) formacao de coagulos (crostas),

(2) bordas da ferida (hiperplasia),

(3) infecgdo - coldnia de bactérias,

(4) inflamacéo,

(5) componente inflamatdrio: neutrofilos e linfécitos

(6) tecido de granulagéo,

(7) proliferacéo celular de macréfagos e fibroblastos,

(8) deposicéo de colageno (fibrose) no centro,

(9) deposicéo de colageno (fibrose) nas bordas.

Figura 7 — Etapas da metodologia da cicatrizag¢éo in vivo
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Fonte: AUTORA, 2020.
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4.8.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram descritos de forma quantitativa e analisados estatisticamente. As
varaveis homogéneas analisadas pelo teste One way ANOVA e as variaveis ndo homogéneas
pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. As varidveis categéricas foram analisadas pelo teste
do qui quadrado. A andlise estatistica entre os diferentes grupos, com teste Post Hoc. Realizado
teste de Levene para avaliar a homogeneidade da distribuicdo das variaveis. A anélise estatistica
foi realizada com auxilio do programa software SPSS 20, utilizando-se como nivel de
significancia, p<0.05. As médias e valores de erro padrdo foram determinados para todos 0s

parametros estudados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

Em relagcdo a avaliacdo microscopica e macroscépica, para facilitar a compreenséo,
foram listados abaixo os critérios utilizados. Microscopicamente, os critérios utilizados foram:

(1) formagdo de coagulos (crostas),

(2) bordas da ferida (hiperplasia),

(3) infeccao - colbnia de bactérias,

(4) inflamacéo,

(5) componente inflamatdrio: neutrdéfilos e linfocitos

(6) tecido de granulagéo,

(7) proliferacéo celular de macréfagos e fibroblastos,

(8) deposicdo de colageno (fibrose) no centro da ferida

(9) deposicéo de colageno (fibrose) nas bordas da ferida.

Macroscopicamente, 0s critérios para avaliacdo foram:
(1) repilacao

(2) hiperemia,

(3) coagulo,

(4) sangramento,

(5) retracdo da ferida,

(6) exsudato.

5.1 Fase de Hemostasia / Inflamatoéria (Fase 1)

A fase 1 é marcada preponderantemente pelo inicio da lesdo e a cascata de eventos que
vai se suceder para que ocorra 0 quanto antes seu fechamento.

Imediatamente ap6s a lesdo, h& liberacdo de substancias vasoconstritoras,
principalmente tromboxana A2 e prostaglandinas, pelas membranas celulares. A cascata de
coagulagdo seré estimulada pelas plaquetas a partir da lesdo do endotélio tendo assim papel
fundamental na cicatrizacdo (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A hemostasia é iniciada com a liberacdo de grénulos das plaquetas, 0s quais contém
fator de crescimento de transformacéo beta - TGF-$ (e também fator de crescimento derivado

das plaguetas - PDGF, fator de crescimento derivado dos fibroblastos - FGF, fator de
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crescimento epidérmico - EGF, prostaglandinas e tromboxanas), que atraem neutréfilos a
ferida. (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Uma das carateristicas que demonstram o fechamento da ferida € a medicdo de seu
tamanho e analisar o quanto houve de retracdo, diminuicdo. Quanto ao tamanho da ferida,
observou-se diminuigdo quando usadas as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 para o tratamento
topico das feridas.

No gréafico da Figura 8 é possivel verificar 50 % de retracdo da ferida em dois grupos
(LQM 9.1 e LQM11.1), que mediam inicialmente 0,6 mm e apds, apresentaram 0,4 mm,
enquanto que nos grupos controle negativo (CN) e positivo (CP), nenhum caso teve essa
consideravel diminuicdo, demonstrando significancia estatistica com p=0,033 (Tabela 3 e
Figura 8).

E possivel confirmar a significancia do tamanho residual das feridas na avaliagdo
macroscopica na Fase | por meio do teste do qui-quadrado (Tabela 4).

A reducdo do tamanho das feridas nos grupos das substéancias testadas (LQM 9.1 e LQM
11.1) tambeém foi consideravelmente maior quando comparada aos grupos controle CP e CN
(Figura 8). A substancia dexapantenol, ja utilizada com a finalidade cicatrizante no mercado,
apresentou retracdo no grupo CP, porém a reducdo do tamanho das feridas foi maior no grupo
das substancias testadas LQM 9.1 e LQM 11.1. Ebner et al. (2002) observaram "in vitro” e "in
vivo" que a ativacdo de fibroblastos com dexapantenol acelera a epitelizagcdo de feridas,
formando um epitélio organizado.

Existem estudos que empregam modalidades terapéuticas associadas a tratamentos
topicos para feridas cutaneas, com a finalidade de acelerar o processo de cicatrizagcdo. O
ultrassom (US) é um desses métodos (BAYAT et al., 2001; ALTOMARE et al., 2009), que
apontam um aumento na sintese de colageno, na proliferacdo de fibroblastos e na
microcirculacdo local (DEMIR et al., 2004), o que pode ser positivo e viavel para testar
substancias tdpicas que ja possuem atividade cicatrizante, anti-inflamatoria, antioxidante ou

antiglicante por exemplo.
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Figura 8 - Fase 1. Avalia¢do microscopica do tamanho residual das feridas tratadas com
as substancias LOQM 9.1e LQM 11.1.

7

0 L L L L L - L L L - L L

CN1 CN2 CN3 CP1 CP2 CP3 9.1/1 9.1/2 9.1/3 11.1/1 11.1/2 11.1/3

Os valores em cada coluna representam a média. ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis. Valores
significativos considerando: p< 0,05 variaveis microscépicas da Fase 1 — Tamanho residual da ferida.

Fonte: AUTORA, 2020.

Os dados apresentados na Figura 8 sdo corroborados pelos dados apresentados na Tabela
3, onde ¢é possivel confirmar, por meio do teste de Kruskal Wallis, a significancia dos dados
guando se compara o tamanho residual das feridas (retracdo) entre todos os grupos (CN, CP.
LOM 9.1 e LQM 11.1). Nesse teste, ha significancia demonstrada na retracdo das feridas
tratadas pelas substancias LQM 9.1 e LQM 11.1.

Os dados mostram que as feridas iniciais, com o tamanho de 6 mm, mostram reducao
de seu tamanho ao serem tratadas pelas substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 logo na 12 fase da
cicatrizacao, podendo apresentar 5mm ou 4mm em seu tamanho.

Tabela 3 - Avaliagdo macroscopica do tamanho residual das feridas tratadas com as

substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 na Fase 1: significancia estatistica com tamanho de 4
mm.

Tamanho_residual_ferida Total
4 5 6
Count 0 0 3 3
ID 1
% within ID 0,0% 0,0% 100,0% 100,0%
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Total

% within

Tamanho_residual_ferida

Count

% within 1D

% within

Tamanho_residual_ferida

Count

% within ID

% within

Tamanho_residual_ferida

Count

% within ID

% within

Tamanho_residual_ferida
Count
% within ID

% within

Tamanho_residual_ferida

0,0%

0,0%

0,0%

33,3%

50,0%

33,3%

50,0%

16,7%

100,0%

0,0%

100,0%

42,9%

66,7%

28,6%

66,7%

28,6%

58,3%

100,0%

100,0%

0,0%

0,0%

0,0%

0,0%

0,0%

0,0%

25,0%

100,0%

25,0%

100,0%

25,0%

100,0%

25,0%

100,0%

25,0%

12

100,0%

100,0%

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis.
Valores significativos considerando: p< 0,05 (eixo vertical: 1- controle negativo,2- controle positivo, 3- LQM 9.1,

4-LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

O teste do qui-quadrado também é capaz de mostrar significancia demonstradas pelos grupos

tratados LQM 9.1 e LQM 11.1 ao comparar 0s grupos quanto a retracdo das feridas (Tabela 4)

Tabela 4 - Avaliacdo macroscopica do tamanho residual das feridas na Fase 1.

Valor

Df

Grau de significancia

Pearson Chi-Square
Raz&o de Verossimilhanga
Associagdo Linear por Linear

N de casos validos

13,7142

33
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15,393 6 ,017

6,302 1 ,012

12

Os dados representam a média * erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve diferenca entre si utilizando teste de
qui-quadrado, considerando p<0.05. (eixo vertical: 1- controle negativo,2- controle positivo, 3- LQM 9.1, 4- LQM
11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

Um dos aspectos observados e avaliados durante a fase 1 da cicatrizagdo foi a
exsudacdo, que significa o extravasamento de liquido, proteinas e células sanguineas do sistema
vascular para o intersticio € uma condi¢do que se apresenta nos processos inflamatorios e que
vai contribuir com os processos de resolucdo ou reparagdo da ferida posteriormente (PEREIRA,
2011). Inicialmente, apds uma agressdo ao tecido, a exsudacdo é um fenémenos frequente,
devendo aos poucos diminuir, até desaparecer.

Observou-se nas feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 nessa fase
inicial, uma diminuicdo significativa de exsudato (Figura 9). Nessas feridas, a diminui¢éo do
exsudato ocorreu de forma veloz, enquanto nos grupos CN e CP o exsudato ainda estava
presente de maneira significativa. Pode-se sugerir que a cicatrizacao tende a formar o tecido de
granulacdo com maior rapidez, avancando para as etapas subsequentes da cicatrizacao.

Outro critério avaliado microscopicamente refere-se a retracao da borda da ferida, outro
fendmeno que deve ocorrer para que haja a resolucéo da ferida. Essa retracdo ocorreu de forma
acentuada em relacdo aos grupos controle negativo CN e positivo CP (p=0,019), o que também
parece ser benéfico numa cicatrizacdo mais veloz (Figura 9).

A presenca de coagulos é evidente na fase inicial apds a agressdo ao tecido. O coagulo
é formado por colageno, plaquetas e trombina, que servem de reservatorio proteico para sintese
de citocinas e fatores de crescimento, aumentando seus efeitos. Desta forma, a resposta
inflamatoria se inicia com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (CAMPQOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A Figura 9 mostra que a presenca de codgulos se mantém estabilizada nos grupos das
substancias testadas, enquanto que nos grupos CN esta elevada, apresentando caracteristicas de
ndo so estar na fase inflamatdria, como também apresentar caracteristica preponderante da fase
anterior — hemostasia. Ou seja, no 7° dia pos lesdo, essa fase ja deveria ter sido ultrapassada e

foi expressiva nos grupos CN.
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Ainda sobre os critérios macroscopicos avaliados nas feridas e representados na Figura
9: a hiperemia, o0 sangramento e exsudato foram expressivos nos grupos controle CN e CP. As
feridas desses grupos parecem estar sofrendo um impacto maior com os danos do processo
inflamatdrio, enquanto nos grupos LQM 9.1 e LQM 11.1, esses sinais foram mais brandos,
aparentando um processo inflamatorio com menor intensidade ou menores danos ao tecido.

Na avaliagdo macroscdpica durante a fase inflamatoria (Figura 9), observou-se ainda
auséncia de exsudato e restos necréticos na substancia LQM 9.1 e LQM 11.1, o que corrobora
com o desempenho observado na avaliagdo microscopica, enfatizando que a substancia testada
reduziu o processo inflamatorio caracteristico e intenso dessa fase.

Na Figura 9, chama a atencdo também a evidente retracdo da ferida nos grupos em que
foram utilizadas as substancias testadas (LQM 9.1 e LQM 11.1), diferentemente dos grupos
controle (CN e CP). Pode-se deduzir que houve uma aceleracdo da fase inicial inflamatdria,
evoluindo com caracteristicas proprias das fases seguintes e corroborando com os dados
microscopicos apresentados que demonstram a diminuicéo do tamanho da ferida (Figura 8).
Figura 9 - Caracteristicas clinicas macroscopicas das feridas tratadas com as substancias

LQM 9.1 e LOM 11.1 na Fase 1: presenca de retracdo maxima da ferida em todos os
animais dos grupos (média de 1), com p=0,019.
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i — - — — — i i — — i

NS ™~ N~ ~ ~ ~ NS ~ ~
oo (s} w0 W X} s} (e} oo (e} (e}
=) o o o o o o oo o o

o) (a2} o) o ™ o om (a2} om (a2} o o [a2] o [a2] [a2] om (a2} om o

f‘ﬂ:ﬂ_l (a2} (a2] f‘q (a2] o (‘ﬁ:q 0’1 f‘ﬂ:‘ﬁ\ (‘0\ r"’rq o (32] o (‘0\ (32] om (‘0\ r‘ﬂ:ﬁ\ f‘q

(@) o (=] o O o (e ) o (@) o (o=} o o o o o (@) o (o=} o
CN1 CN2 CN3 CP1 CP2 CP3 9.1/1 9.1/2 9.1/3 11.1/1 11.1/2 11.1/3

Os valores em cada coluna representam a média. ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis. Valores
significativos considerando: p< 0,05 variaveis macroscopicas da Fase 1 — presenca de retracdo da ferida.

Fonte: AUTORA, 2020.
As analises pelo teste ANOVA seguido do teste Kruskal-Wallis confirmam que as

variaveis microscopicas de retracdo e diminuicdo do exsudato tém significancia estatistica na
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Fase 1 da cicatrizagdo, apresentando média 1,0 (retragdo méxima) e média 0,33 para o critério

diminuicdo do exsudato. (Tabela 5). Essa retracdo e diminuigdo do exsudato ocorreram nas

feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1. Esse fato pode ser avaliado como

muito positivo, haja vista que a retracao das feridas ocorreu de maneira significativa e houve

diminuicdo da exsudagdo, sendo possivel avancar para outras fases da cicatrizacao.

Tabela 5 - Analise das variaveis microscopicas na Fase 1: retracédo da ferida e diminuicao

do exsudato nos grupos LQM 9.1e LQM 11.1.

N Média Desvio Padréo Erro Padrédo

1 3 ,8900 ,19053 ,11000

2 3 ,56567 ,19630 ,11333

Hiperemia 3 3 ,3300 ,00000 ,00000
4 3 ,4433 ,19630 ,11333

Total 12 ,5550 ,26159 ,07551

1 3 ,5567 ,19630 , 11333

2 3 ,3300 ,00000 ,00000

Coagulo 3 3 ,2200 ,19053 ,11000
4 3 ,3300 ,00000 ,00000

Total 12 ,3592 ,17318 ,04999

1 3 ,2200 ,19053 ,11000

2 3 ,0000 ,00000 ,00000

Sangramento 3 3 ,0000 ,00000 ,00000
4 3 ,0000 ,00000 ,00000

Total 12 ,0550 ,12845 ,03708

1 3 ,5567 , 19630 , 11333

2 3 ,5567 , 19630 , 11333

Presenca retracdo_ferida 3 3 1,0000 ,00000 ,00000
4 3 1,0000 ,00000 ,00000

Total 12 , 7783 ,26003 ,07506
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1 3 1,0000 ,00000 ,00000
2 3 ,5567 , 19630 , 11333
Exsudato 3 3 ,3300 ,00000 ,00000
4 3 ,3300 ,00000 ,00000
Total 12 ,5542 ,29770 ,08594
1 3 ,4433 , 19630 , 11333
2 3 ,3300 ,00000 ,00000
Hiperplasia_bordas_ferida 3 3 ,3300 ,00000 ,00000
4 3 ,3300 ,00000 ,00000
Total 12 ,3583 ,09815 ,02833
1 3 ,5567 ,19630 ,11333
2 3 ,3300 ,00000 ,00000
Inflamacéo
3 3 ,3300 ,00000 ,00000
4 3 ,2200 ,19053 ,11000

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve diferenca entre si utilizando ANOVA,
seguida pelo teste de Kruskal Wallis, considerando p<0.05. (eixo vertical: 1- controle negativo CP, 2- controle
positivo CN, 3- LQM 9.1, 4- LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

A analise das variaveis microscopicas presenca de retracdo da ferida e exsudato na Fase
1 da cicatrizacdo pelo teste qui-quadrado também mostra significancia estatistica quando a
ferida é tratada com a substancia testada LQM 9.1 (Tabela 6).

Tabela 6 - Analise das variaveis microscépicas na Fase 1: significAncia estatistica na
presenca de retracdo da ferida e exsudato nas feridas tratadas com LQM 9.1e LQM 11.1.

Hiperemia Coagulo  Sangramento Presenga_retra¢c Exsudato Hiperplasia_borda_feri

ao_ferida da
Qui-quadrado 7,394 6,089 6,600 9,900 9,680 3,000
Df 3 3 3 3 3 3
Asymp. Sig. ,060 ,107 ,086 ,019 ,021 ,392

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve diferenca entre si utilizando teste de
qui-quadrado, considerando p<0.05. Comparando controle negativo, positivo, LQM 9.1 e LQM 11.1.

Fonte: AUTORA, 2020.
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A deposicdo de colageno, proteina mais abundante no corpo humano e também o
principal componente da matriz extracelular dos tecidos foi outro critério avaliado. E é
importante avalia-lo porque ele forma uma importante rede, densa e dinamica, resultante da sua
constante deposicéo e reabsorcéo, como reforcam CAMPOS; BORGES-BRANCO e GROTH
(2007).

Nos grupos de feridas tratadas com as substancias LQM 9.1, LQM 11.1 e nos grupos
CP houve uma maior deposic¢éo de coldgeno no centro da ferida em relacdo ao controle negativo
CN, apresentando significancia de 0,054 (limite marginal), conforme a Figura 10. A deposicao
de colageno no centro da ferida colabora para resolucéo do arcabouco da ferida, que vai sendo
preenchido por esse colageno e contribuindo para o fechamento da ferida.

Em nivel celular, inicialmente, hd presenca dos leucdcitos (com predominio de
neutrofilos e mondcitos) para apds haver reducédo de neutréfilos e predominar macréfagos. Os
neutréfilos tém a finalidade de lise e fagocitose de bactérias e proteinas presentes no leito da
ferida e podem perdurar por maior tempo caso haja contaminagdo (SIMPSON e ROSS, 1972),
0 que justifica a elevada exsudacdo, sangramento e hiperemia, como observados micro (Figura
10) e macroscopicamente (Figura 9).

Outras células de suma importancia que desempenham papel primordial na lise e
fagocitose da fase inflamatoria sdo os macréfagos, presentes do terceiro ao quinto dia ap6s a
lesdo, que permitem a cicatrizacdo boa evolucgdo, auxilia na progressao para a fase proliferativa
por meio da angiogénese e formacdo do tecido de granulacdo e sdo responsaveis pela liberacéo
de varios fatores de crescimento (LEWIS et al., 1999; FALANGA, 1993).

A presenca de granulacdo como critério na macroscopia foi classificada como leve nos
grupos CP. Mostrou-se moderada nos grupos das substancias testadas LOM 9.1e LQM 11.1e
moderada para elevada nos grupos CN. A granulacdo é um fator importante de oxigenacéo e
nutricdo da ferida, porém quando se mostra exuberante pode vir a prejudicar o fechamento da
ferida. Microscopicamente, nas feridas dos grupos das substancias testadas, principalmente a
LQM 11.1 e no grupo CN ela parece ter ocorrido com maior rapidez que no grupo CP (Figura
10).

A deposicdo de coldgeno nas bordas da ferida (fibrose) mostrou-se expressiva nas
feridas com a substancia LQM 11.1. A deposicdo das bordas da ferida é considerado fato
importante para o fechamento da ferida, bem como a deposi¢éo de colageno no centro da ferida
(fibrose) e esta mostrou-se expressiva com a substancia LQM 9.1 (Figura 10). Ha que se

destacar que essa deposigéo de colageno ao centro da ferida foi minima no grupo controle CN.
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A presenca do colageno sempre é fator importante, pois sua presenca esta ligada a formacao do
epitélio, que com o tempo, vai adquirindo maior resisténcia. Mas j& subentende-se que esta
ocorrendo o fechamento da ferida.

A migracdo dos queratinocitos a partir das bordas da ferida ocorre nas primeiras 24
horas apés a lesdo cuténea inicial. Dentro de 1 a 2 dias ocorre a formagdo do novo epitélio
(LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).

A reestruturacdo da membrana basal ocorre entre 7 a 9 dias ap6s o inicio da
reepitelizacdo, quando havera a estabilizacdo da derme com auxilio dos fatores de crescimento,
desempenhando funcBes importantes na migracdo e proliferagdo dos queratindcitos
(LAPLANTE et al., 2001).

O colageno € uma proteina muito presente nos tecidos, rica em glicina e prolina. O tipo
| (sintetizado pelos fibroblastos) é mais encontrado nos 0ssos e tenddes e o tipo 111 em tecidos
moles como vasos sanguineos, derme e fascia. Normalmente 80% do colageno tipo | estd na
derme e 20% do tipo IIl. O coldgeno associado a proliferacdo e crescimento dos capilares
(angiogénese) formardo o tecido conjuntivo, recebendo o tecido de granulacdo, por sua
aparéncia granular. (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001). Dar-se-a inicio a fase proliferativa.

Figura 10 - Fase 1. Aspectos celulares microscopicos: significancia na deposicdo de
colageno no centro da ferida com substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 (p= 0,054).
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Linfécitos ™ Plasmacitos
M tecidos granulagao ™ Proliferagao célular-macréfago
proliferacdo celular-fibroblasto Deposicdo de colageno/fibrose nas bordas

™ Deposigdo de colageno/fibrose no centro

Os valores em cada coluna representam a média. ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis. Ndo houve
diferenca estatistica entre si. Valores significativos considerando: ***p< 0,05.

Fonte: AUTORA, 2020.
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Vale ressaltar que muitos mediadores quimicos estdo envolvidos na inflamacao e
podem ter origem tissular, como o0s eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), fator de ativacdo plaquetéria, aminas vaso ativas (histamina e serotonina),
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-8, TNF-o IFN-a), 6xido nitrico e de origem plasmatica
(componentes do sistema complemento, sistema de coagulacéo, sistema fibrinolitico e pelas
cininas (CARVALHO et al., 2004). S&o esses importantes mediadores que interferem
diretamente nos sinais relatados acima, apresentados na fase 1 das feridas dos animais.

Eventos vasculares ocorrem com a participacdo prostaglandinas, como dilatagédo
arteriolar, gerando maior fluxo de sangue seguido de estase, aumento da permeabilidade
venular, exsudacdo plasmatica, que carreia para os tecidos componentes do sistema
complemento, da coagulacdo, fibrinolitico e das cininas. Paralelamente, os eventos celulares
envolvem a participacdo de polimorfonucleares (neutrofilos, eosinéfilos e baséfilos),
mononucleares (mondcitos, macrofagos e linfécitos), mastdcitos e seus respectivos
mediadores pré-inflamatorios (TASAKA, 1999).

Quando se analisa as varidveis microscopicas de deposicdo de colageno no centro da
ferida pelo teste qui-quadrado, observou-se significancia estatistica (significancia marginal,
p=0,52) nas feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, ou seja, nas feridas
tratadas com essas substancias, a deposicao de colageno no centro da ferida depositou-se de
forma significativa comparando-se os quatro grupos (CN,CP, LQM 9.1 e LQM 11.1),

conforme mostra a Tabela 7.

Tabela 7 - Andlise das variaveis microscopicas na Fase 1: importante deposicdo de
colageno no centro da ferida, com indices ha margem estatistica de significancia de p=
0,052

Inflamacéo Plasmdcitos Tecido granulagdo Deposicdo_de_colage Deposigcédo_colage

no_fibrose centro no_fibrose bordas

Qui-quadrado 6,089 3,000 3,617 7,739 6,111
Df 3 3 3 3 3
Asymp. Sig. 107 392 306 ,052 ,106

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve diferenga entre si utilizando teste de
qui-quadrado, considerando p<0.05. Comparando controle negativo CN, positivo CP, LQM 9.1 e LQOM 11.1.

Fonte: AUTORA, 2020.
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Nas fotos das feridas das figuras 11 e 12 que se encontram na Fase 1, os controles
negativos apresentaram coagulo, hiperemia, sangramento e exsudato de maneira acentuada, ndo

demonstrando ainda sinais de retracdo / diminuicdo no tamanho das feridas.

Figura 11 e 12 - Feridas na Fase 1: controles negativos CN1 e CN2

Figuras 11 e 12 (CN1 e CN2): apresentam coagulo acentuado nas feridas, com hiperemia e sangramento, sem
retracéo das bordas ou do tamanho da leséo, e presenca de exsudato. Fonte: AUTORA, 2020.

Nas feridas do controle positivo CP observou-se uma intensa hiperemia, presenca de
coagulo, retracdo leve no tamanho das feridas e exsudato moderado. Nas feridas tratadas com
as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 observou-se retracdo da ferida mais evidente, codgulo e

edema moderados e presenca de exsudato de maneira leve.

Figuras 13, 14 e 15 — Feridas na Fase 1: Controle positivo CP2, substéancias LQM 9.1 e
LQOM 11.1

CP2 LQM9.1 LaM11.1
/\

-
.‘a a3\ pr——
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Ferida CP2 com intensa hiperemia, coagulo, retracdo leve das bordas e exsudato moderado. Ferida LQM 9.1 e
LQM 11.1 com retracéo da ferida mais evidente, codgulo moderado e leve e presenga de exsudato leve.
Fonte: AUTORA, (2020).
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5.2 Fase Proliferativa (Fase 2)

A Fase 2 é responsavel pelo fechamento da ferida por meio da epitelizacdo, angiogénese,
formacdo de tecido de granulacao e deposi¢do de colageno e tem inicio por volta do 4° dia ap6s
a lesdo e prolonga-se em media até a segunda semana (LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).

Nas figuras 16 e 17 que encontram-se na fase 2 da cicatrizacdo, a ferida tratada com a
substancia LQM 9.1 (figura 17) demonstrou ter caracteristicas muito mais aproximadas da Fase
2 que a figura 16 (controle negativo CN), pois apresenta tecido de granulacéo, depdsito de
colageno ao centro da ferida, exsudato e presenca de coagulos de maneira leve. A figura 16,
embora esteja na fase 2, ndo apresenta caracteristicas da fase 2 e sim da fase anterior (fasel),
pois ainda possui codgulos, exsudato e colageno das bordas da ferida de maneira acentuada,

caracteristicas mais comumente presentes na fase 1.

Figuras 16 e 17 — Feridas na Fase 2: aspecto microscépico das feridas tratadas com as
substancias CN1e LQM 9.1.2.

Figura 16: Substancia CN1 Figura 17: Substancia LQM 9.1.2

Fig.16: Observou-se, de forma acentuada, em ferida tratada com substancia CN1: coagulo (C), exsudato(E) e borda
acentuada. Fig,17: deposito de colageno ao centro da ferida é acentuada (D), tecido de granulagéo (G), exsudato e
coagulo leves. Microscopia 6tica, corada por hematoxilina eosina.

Fonte: AUTORA, 2020.

Na avaliacdo macroscopica (Figura 18), ndo se observou hiperemia nas feridas das
substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 (p= 0,033). Houve retracéo total das feridas nos grupos com
uso da substancia LQM 9.1 e LQM 11.1, (p= 0,019). As caracteristicas macroscopicas e
microscopicas sdo visualizadas nas Figuras 18, 19 e 20.

A hiperemia refere-se ao fluxo sanguineo aumentado devido a vasodilatagdo causada
pela acdo das substancias vasoativas que foram liberadas apos a lesdo. Macroscopicamente
observa-se o local avermelhado, presenca de edema, temperatura elevada e microscopicamente

ha presenca de células de defesa, ingurgitamento do vaso e hemacias (PEREIRA, 2011).
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A presenga de hiperemia nas feridas na fase 2 (Figura 18) foi considerada acentuada nos
grupos CN, moderada nos grupos CP e ausente nas substancias testadas. Esse fato denota que
as feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 j& ultrapassaram a fase
inflamatdria, sem demonstrar sinais de que ainda pudessem estar na fase 1, diferentemente do
grupo controle CN e CP, que apresentaram caracteristicas da fase anterior.

Quanto a retracdo da ferida (Figura 18), além do grupo tratado com as substancias LQM
9.1 e LQM 11.1 ndo apresentarem hiperemia, tiveram uma retracdo acentuada da ferida,
demonstrando sinais de fechamento da leséo ja na fase 2. A presenca ou surgimento de pélos
(repilacdo), s6 ocorreu em 01 de 06 dos animais dos controles (apenas 01 do CP) mas foi muito
observada nos grupos tratados com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1 (em 05 dos 06
animais), creditando esse evento também a uma maior velocidade para o fechamento das feridas
nestes grupos.

Figura 18 - Fase 2. Caracteristicas macroscopicas de auséncia de hiperemia e retracao

total das feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, com media 1 (100%b)
e significancia estatistica.
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Os valores em cada coluna representam a média. ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis. Valores
significativos considerando: p< 0,05 varidveis macroscopicas da Fase 2 — Hiperemia e presenca de retracdo da ferida.

Fonte: AUTORA, 2020.
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Tabela 8 - Andlise post-hoc das variaveis macroscopicas na Fase 2 demonstrando
significancia estatistica na presenca de retracdo da ferida e auséncia de hiperemia.

Variavel dependente O ID (J) ID Diferenca Média Desvio  Valor de p 95%
(1-9) Padréo intervalo
confianca

Limite

Inferior
2 -,11000 ,11000 1,000 -,4927
1 3 -,22000 ,11000 ,483 -,6027
4 -,33000 ,11000 ,102 -, 7127
1 ,11000 ,11000 1,000 -,2727
2 3 -,11000 ,11000 1,000 -,4927
4 -,22000 ,11000 ,483 -,6027
Repilacéao

1 ,22000 ,11000 ,483 -,1627
3 2 ,11000 ,11000 1,000 -,2727
4 -,11000 ,11000 1,000 -,4927
1 ,33000 ,11000 ,102 -,0527
4 2 ,22000 ,11000 ,483 -,1627
3 ,11000 ,11000 1,000 -,2727
2 ,22667 , 11168 461 -,1619
1 3 ,44667" , 11168 ,024 ,0581
4 ,55667" ,11168 ,006 ,1681
1 -,22667 , 11168 461 -,6152
Hiperemia 2 3 ,22000 , 11168 ,506 -,1685
4 ,33000 ,11168 ,110 -,0585
1 -,44667" , 11168 ,024 -,8352
3 2 -,22000 ,11168 ,506 -,6085
4 ,11000 , 11168 1,000 -,2785
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1 -,55667" , 11168 ,006 -,9452

4 2 -,33000 , 11168 , 110 -, 7185
3 -,11000 , 11168 1,000 -,4985

2 ,00000 , 11333 1,000 -,3943

1 3 -,44333" , 11333 ,027 -,8376
4 -,44333" , 11333 ,027 -,8376

1 ,00000 , 11333 1,000 -,3943
Presenca_retracédo_ferida |2 3 -,44333" ,11333 ,027 -,8376
4 -,44333" ,11333 ,027 -,8376

1 ,44333" , 11333 ,027 ,0491

3 2 ,44333" ,11333 ,027 ,0491
4 ,00000 ,11333 1,000 -,.3943

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve significancia estatistica por ANOVA,
seguida pelo teste de Kruskal Wallis, utilizado como post hoc. Valores significativos considerando: p< 0,05 (eixo
vertical: 1- controle negativo,2- controle positivo, 3- LQM 9.1, 4- LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

O tamanho residual das feridas foi acompanhado diariamente mensurando-se com um
paquimetro. Considerou-se o tamanho inicial do punch 6mm e a maior retracdo das feridas
apresentou Imm. O tamanho residual das feridas na fase 2 (Figura 19) com o tratamento das
substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, ficou com média de 1Imm, com retracdo quase total quando
esses grupos foram comparados ao controle CN, que ficou com média de 3mm em 100% dos

animais e em 67 % nas feridas dos animais do grupo controle positivo CP (p=0,048).

Esse dado é de grande importancia porque é possivel comparar que as feridas dos grupos
tratados com as substancias derivadas LQM 9.1 e LQM 11.1 influenciaram na resolucédo das
feridas (Figura 19).
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Figura 19 - Fase 2. Avalia¢do microscopica do tamanho residual das feridas tratadas
com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, com média de 1mm.
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Os valores em cada coluna representam a média. ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis. Valores
significativos considerando: p< 0,05 variaveis microscépicas da Fase 2 — Tamanho residual da ferida.

Fonte: AUTORA, 2020.

Os dados mostram significancia estatistica no critério de avaliacdo residual da ferida

quando sdo submetidos ao teste do qui-quadrado, com p=0,048 (Tabela 9).

Tabela 9 - Fase 2. Avaliagido do tamanho residual das feridas pelo teste qui-quadrado.

Valor df Valor de p. (2 lados)
17,0672 9 ,048
Pearson Chi-Square
Raz&o de Verossimilhanga
19,949 9 ,018
Associagdo Linear por Linear
N de casos validos
9,174 1 ,002
12

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo), utilizado teste do qui quadrado. Valores
significativos considerando: p< 0,05 variaveis microscépicas da Fase 2 — Tamanho residual da ferida.

Fonte: AUTORA, 2020.

79



No final da fase proliferativa ocorre a formacdo do tecido de granulagdo. Os
fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais células da fase proliferativa. Os
fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser ativados e quem
realiza essa funcdo € o fator de crescimento - PDGF. Ha producéo de fibroblastos, estimulados
pelo TGF- B, que produzirdo coldgeno tipo I, e esses fibroblastos transformar-se-do em
miofibroblastos, células capazes de fazer a contragdo da ferida, principalmente através da
aproximacdo das bordas (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Considerando que o tamanho residual das feridas se refere as caracteristicas da fase
proliferativa citadas acima, com a contracdo da ferida ocorrendo principalmente com a atuagéo
dos miofibroblastos ao fim da fase 2, foi observado que nos grupos tratados com as substancias

LQM 9.1 e LQM 11.1 essa contracdo ocorreu de forma evidente.

Tabela 10 - Fase 2. Avaliagdo microscépica do tamanho residual das feridas com as
substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, significancia estatistica com média de 1mm.

Tamanho_residual_ferida Total
1 2 3 4
Count 0 0 1 2 3
1 % within ID 0,0% 0,0% 33,3% 66,7% 100,0%
% within
) ) 0,0% 0,0% 33,3% 100,0% 25,0%
Tamanho_residual_ferida
Count 0 1 2 0 3
5 % within ID 0,0% 33,3% 66,7% 0,0% 100,0%
% within
ID ) ) 0,0% 50,0% 66,7% 0,0% 25,0%
Tamanho_residual ferida
Count 2 1 0 0 3
3 % within ID 66,7% 33,3% 0,0% 0,0% 100,0%
% within
) ) 40,0% 50,0% 0,0% 0,0% 25,0%
Tamanho_residual_ferida
Count 3 0 0 0 3
4
% within ID 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%

80



% within

] ] 60,0% 0,0% 0,0% 0,0% 25,0%
Tamanho_residual_ferida
Count 5 2 3 2 12
% within ID 41,7% 16,7% 25,0% 16,7% 100,0%

Total

% within
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Tamanho_residual_ferida

Os dados representam a média * erro padrdo da média (n=3/grupo). ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis.
Valores significativos considerando: p< 0,05 (eixo vertical: 1- controle negativo,2- controle positivo, 3- LQM 9.1,
4- LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

N&o se observou tecido de granulacéo nas feridas tratadas com as substancias LQM 9.1
e LQM 11.1, com limite marginal de significancia p= 0,054. Essa informacdo tem alto valor
pois indica uma aceleracédo da fase proliferativa da cicatrizagdo (fase 2), caminhando para a
Fase 3, de remodelacdo. P6de-se observar que nos grupos controle CN e CP houve ocorréncia
de exsudato, hiperplasia da borda e granulacdo. Esses eventos sdo proprios da Fase 2,
proliferativa, no entanto, as feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e 11.1 aceleraram esse
processo, ndo mais apresentando essas caracteristicas.

Sobre o critério hiperplasia das bordas, € um fendmeno que ocorre de maneira mais
frequente na fase 1. Nesse caso, em 100 % das feridas tratadas com a substancia LQM 9.1 e
LQM 11.1 ndo houve hiperplasia das bordas com p= 0,037, enquanto o grupo controle CN ainda
tem hiperplasia com média p=0,22 e o controle positivo CP com p= 0,33. Todos esses
parametros tiveram significancia estatistica. Comparando-se assim 0s grupos, é possivel dizer
que as feridas tratadas demonstraram uma maior evolucdo na cicatriz, progredindo com
caracteristicas da fase 2 enquanto que os grupos controle CN e CP ainda demonstram
caracteristicas da fase 1.

No aspecto inflamatério tecidual microscopico, um componente inflamatério ainda
encontrado foram os neutrdéfilos, nos grupos controle CN e CP, aparecendo de forma evidente
enquanto no restante dos grupos nao mais aparece. Tendo em vista que os neutrofilos fazem
para da fase 1 (inflamatdria), conclui-se que ha um atraso na permanéncia dessa célula neste
momento, fase 2.

Neutrofilos sdo células que aparecem dentro de 24h apds a lesdo, sendo atraidos por

substancias quimiotaticas que foram liberadas por plaguetas; produzem radicais livres que
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auxiliam na destruicdo bacteriana e sdo gradativamente substituidos por macrofagos
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

A presenca de linfocitos nessa fase 2 (Figura 20) é comum a todas as feridas, porém,
diante de todos os grupos, apresenta intensidade bem menor nas substancias testadas (LQM
9.1) o que demonstra que esse grupo nao estd na mesma fase que os demais.

A presenca de macrdéfagos € um critério muito importante para a transicdo da fase 1
para a fase 2, no entanto, ela estd ausente no grupo das substancias testadas LQM 9.1 (Figura
20) afirmando assim que a ferida ndo mais se encontra na fase inicial e sim progredindo para a
proxima fase.

Os macréfagos migram para a ferida apds 48 - 96 horas da lesdo, e sdo as principais
células antes dos fibroblastos migrarem e iniciarem a replicacdo. Tém papel fundamental no
término do desbridamento iniciado pelos neutréfilos e sua maior contribuicdo € a secrecdo de
citocinas e fatores de crescimento, além de contribuirem na angiogénese, fibroplasia e sintese
de matriz extracelular, fundamentais para a transicdo para a fase proliferativa (BROUGHTON,;
JANIS; ATTINGER, 2006).

Os macrdéfagos estdo presentes na ferida dentro de 48 — 96 horas do inicio da lesdo,
participando primordialmente no desbridamento. Suas importantes funcdes estdo ligadas a
producdo de citocinas e fatores de crescimento, colaborando com a angiogénese, fibroplasia e
sintese de matriz extracelular, auxiliando na progressdo para a fase proliferativa
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).
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Figura 20 - Fase 2. Avaliagdo microscopica com auséncia de hiperplasia nas bordas e
auséncia de tecido de granulacéo das feridas com uso das substéancias LQM 9.1e LQM 11.1,

com significancia estatistica.

1,2
1 1
1 | |
0,8 [ lole7 | ole7 67| 67 |ole7  of7 |ole7 lols7 |ol67 67
0,6 |
04 8,33 33 33 33 llolsz | dl33 33 33 33 33 33
il I I [ I I I I I I
0,2 | {
00 ollold|"oldl ol"od Moo "o00 oo oo "lod "od o
0
CN4 CN5 CNe CP4 CP5  CP6  9.1/4 91/5 9.1/6 11.1/4 11.1/5 11.1/6
m Coagulo crosta Exsudato

Restos necréticos
® Infecgdo colonia de ferida
® Componente inflamatério linfécito
® tecidos granulagdo

® proliferacao celular-fibroblasto

Borda da ferida-hiperplasia
™ Inflamagdo
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W Deposicdo de colageno/fibrose no centro

Deposicdo de colageno/fibrose nas bordas

Os valores em cada coluna representam a média. ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis, utilizado com po6s-
teste. Valores significativos considerando: p< 0,05 varidveis microscopicas da Fase 2.

Fonte: AUTORA, 2020.

Tabela 11 - Anélise das variaveis microscopicas na Fase 2 demonstrando significancia
estatistica para a presenca de retracdo da ferida e hiperplasia da borda das feridas que
utilizaram substancias LOM 9.1 e LQM 11.1.

Repilagédo Hiperemia Presenca_retracdo_ Hiperplasia_bordas Inflamagéo

ferida _ferida
Qui-quadrado 6,111 8,770 9,900 8,486 3,400
DF 3 3 3 3 3
Valor de p , 106 ,033 ,019 ,037 334

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve significancia estatistica utilizado teste
do qui quadrado. Valores significativos considerando: p< 0,05.

Fonte: AUTORA, 2020.
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Tabela 12 - Analise celular das variaveis microscopicas na Fase 2: auséncia de hiperplasia
nas bordas das feridas que utilizaram substancias LQM 9.1e LQM 11.1

N Media Desvio padrédo Erro padrédo
1 3 ,0000 ,00000 ,00000
2 3 , 1100 ,19053 ,11000
Repilagao 3 3 ,2200 ,19053 ,11000
4 3 ,3300 ,00000 ,00000
Total 12 , 1650 ,17234 ,04975
1 3 ,5567 ,19630 ,11333
2 3 ,3300 ,00000 ,00000
Hiperemia 3 3 ,1100 ,19053 ,11000
4 3 ,0000 ,00000 ,00000
Total 12 ,2492 ,25177 ,07268
1 3 ,56567 ,19630 ,11333
2 3 ,5567 ,19630 ,11333
Presenca_retracdo_ferida 3 3 1,0000 ,00000 ,00000
4 3 1,0000 ,00000 ,00000
Total 12 ,7783 ,26003 ,07506
1 3 ,2200 ,19053 ,11000
2 3 ,3300 ,00000 ,00000
Hiperplasia_bordas_ferida 3 3 ,0000 ,00000 ,00000
4 3 ,0000 ,00000 ,00000
Total 12 , 1375 ,16993 ,04905
1 3 ,2200 ,19053 ,11000
2 3 ,4433 , 19630 , 11333
Inflamacéo
3 3 ,2200 ,19053 ,11000
4 3 ,3300 ,00000 ,00000
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Total 12 ,3033 ,17185 ,04961
1 3 ,3333 ,33501 , 19342
2 3 ,3300 ,00000 ,00000
tecidos_granulacéo 3 3 ,0000 ,00000 ,00000
4 3 ,0000 ,00000 ,00000
Total 12 , 1658 ,22452 ,06481
1 3 ,5467 ,21362 ,12333
Deposicéo_de_colageno_fibro 2 3 6700 ,00000 ,00000
se_centro 3 3 ,6700 ,00000 ,00000
4 3 4467 ,38682 ,22333

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve diferenca entre si utilizando ANOVA,
seguida pelo teste de Kruskal Wallis, considerando p<0.05. varidveis celulares microscdpicas. (eixo vertical: 1-
controle negativo CN, 2- controle positivo CP, 3- LQM 9.1, 4- LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

A analise pos hoc faz uma comparagdo entre os grupos LQM 9.1 e LQM 11.1 com o0s
demais grupos para avaliar se houve significancia dos critérios analisados.

Nessa andlise multivariada (Tabela 13), observou-se nas variaveis microscopicas da
Fase 2, significancia estatistica no critério presenca de retracdo da ferida com o uso da
substancia LQM 11.1 e grupo controle negativo CN (p=0,027). Também houve significancia
estatistica quando comparados os grupos LQM 9.1, grupo controle positivo CP e negativo CN
(p= 0,017). Quanto a hiperplasia da borda, também foi observada significancia estatistica
guando comparados 0s grupos da substancia LQM 11.1 e grupo controle negativo CN (p=
0,017) e LQM 9.1 e grupo controle positivo CP e negativo CN (p= 0,017).

Essa andlise confirma que o desempenho dos critérios analisados nas substancias
testadas LQM 9.1 e LQM 11.1 se sobrep6e ao desempenho das substancias testadas nos grupos
controle CN e CP, ja submetidos também as analises estatisticas pelos testes qui-quadrado e
Kruskal Wallis.
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Tabela 13 - Analise post-hoc das varidveis microscopicas na Fase 2: significancia
estatistica para presenca de retracdo da ferida e hiperplasia da borda.

Variavel dependente MDD @) ID Média (I-J) Desvio Valordep 95% intervalo de
padréo confianga
Presenca_retracdo_ferida 1 ,44333 ,11333 ,027 ,0491
4 2 44333 , 11333 ,027 ,0491
3 ,00000 ,11333 1,000 -,3943
2 -,11000 ,07778 1,000 -,3806
1 3 ,22000 ,07778 ,133 -,0506
4 ,22000 ,07778 ,133 -,0506
1 ,11000 ,07778 1,000 -,1606
2 3 ,33000 ,07778 ,017 ,0594
4 ,33000 ,07778 ,017 ,0594
Hiperplasia_bordas_ferida
1 -,22000 ,07778 ,133 -,4906
3 2 -,33000 ,07778 ,017 -,6006
4 ,00000 ,07778 1,000 -,2706
1 -,22000 ,07778 ,133 -,4906
4 2 -,33000" ,07778 ,017 -,6006
3 ,00000" ,07778 1,000 -,2706
2 -,22333 , 13610 ,837 -,6968
1 3 ,00000 , 13610 1,000 -, 4735
4 -,11000 , 13610 1,000 -,5835
1 ,22333" , 13610 ,837 -,2501
Inflamacéo 2 3 ,22333 , 13610 ,837 -,2501
4 ,11333 , 13610 1,000 -,3601
1 ,00000" , 13610 1,000 -, 4735
3 2 -,22333 , 13610 ,837 -,6968
4 -,11000 , 13610 1,000 -,5835
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1 ,11000 , 13610 1,000 -,3635
4 2 -,11333" ,13610 1,000 -,5868
3 ,11000 ,13610 1,000 -,3635
2 ,00333 ,13677 1,000 -, 4725
1 3 ,33333" , 13677 ,244 -,1425
4 ,33333" , 13677 ,244 -,1425
tecidos_granulacéo
1 -,00333" ,13677 1,000 -,4791
2 3 ,33000" , 13677 ,254 -,1458
4 ,33000 ,13677 254 -,1458

Os dados representam a média * erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve significancia estatistica por ANOVA,
seguida pelo teste de Kruskal Wallis, utilizado como post hoc. Valores significativos considerando: p< 0,05 (eixo
vertical: 1- controle negativo,2- controle positivo, 3- LQM 9.1, 4- LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

E possivel observar macroscopicamente a evolugio da 22 fase da cicatrizagio nos grupos
CN, CP e LQM 9.1 e LQM 11.1. O grupo CN (Figuras 21 e 22) apesar estar na 22 fase da
cicatrizacdo, por volta de 14 dias ap6s a confeccao da ferida, apresenta leve retracdo da ferida
comparando-se aos demais grupos, que que este aspecto é mais pronunciado.

Figuras 21 e 22 - Fase 2. Fotos das Feridas Controles Negativos CN4 e CN5.

» -
- -
’ -
-

CN4 CN5

Fig. 21 - CN 4: hiperemia discreta e leve retracdo da ferida. Fig. 22 - CN5: hiperemia discreta com leve retracéo e
auséncia de repilacdo. Fonte: AUTORA, 2020.

87



Nas figuras 23 e 24, o grupo CP também se encontra na fase 2, porem com maior

retracao das feridas.

Figuras 23 e 24 - Fase 2. Fotos dos controles positivos CP4 e CP5.

Fig.23.Ferida com hiperemia leve e moderada retracio. Fig.24 Sem repilacdo, hiperemia leve com moderada
retragdo. Fonte: AUTORA, 2020.

As figuras 25 e 26, das feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, todas
na fase 2, também mostram uma evolucdo mais rdpida para a resolucdo das feridas, tanto

comparadas ao grupo anterior CP quanto ao grupo CN.

Figuras 25 e 26 - Fase 2. Fotos das feridas tratadas com LQM 9.1.5e LQM 11.1.4.

LM 11.1.4

o Lowoss |

Apresenta acentuada retracdo sem exsudato, hiperemia leve e presenca de leve repilagdo e acentuada retragao da
ferida. Fonte: AUTORA, 2020.
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Figuras 27 e 28 - Aspecto microscopico das feridas tratadas com substéncias do controle
negativo CN5e LQM 9.1.4.

RN, A

-

a.

Figura 27. CN5 Figura28. LQM 9.1.4

A figura 27 apresenta coagulo (C), inflamac&o (1), hiperplasia e granulagdo leves (G), e colageno moderado no
centro da ferida. Na figura 26: Inflamacdo ausente, granulacdo ausente, componente celular apenas fibroblastos
(F) e deposicgéo de coldgeno moderada no centro da ferida (D). Figura 28: L&mina microscopia 6tica corada por
hematoxilina eosina (HE).

Fonte: AUTORA, 2020.

5.3 Fase Proliferativa (fase 3)

Nessa fase um coldgeno mais espesso vai sendo produzido e se organizando,
aumentando a forca de tensdo da ferida, com a reorganizacdo de uma nova matriz. Fibroblastos
e leucdcitos ajudam na lise da matriz antiga trazendo equilibrio entre a sintese da nova matriz
e a lise da antiga. O ideal é que a deposicao de colageno seja maior que a lise. (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

Algumas caracteristicas macroscopicamente observadas foram a repilacéo e a resolugédo
total da ferida, seu fechamento completo. A repilacdo ocorreu de maneira mais acentuada nos
grupos LQM 9.1 e LQM 11.1, em relagdo ao grupo controle, porém sem significado estatistico.
Quanto ao critério do tamanho residual das feridas, nos grupos em que foram utilizadas as
substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, apresentaram resolucdo total. As feridas dos grupos controle
positivo CP e negativo CN tinham em média 67% de resolucdo da cicatrizagdo, faltando ainda
1 mm para retragdo total da ferida. As caracteristicas macroscéopicas nos diversos grupos, sao
apresentadas na Figura 29.

Na Figura 29 ainda é possivel observar a presenca de hiperemia nos grupos controle CN
e CP, caracteristica observada com evidéncia na 12 fase, mostrando que os grupos tratados com
essas substancias apresentaram um ritmo mais lento nesse critério, ndo demonstrado pelos

grupos tratados com as substancias LQ< 9.1 e LQM 11.1.
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Figura 29 - Fase 3. Caracteristicas macroscépicas: repilacdo acentuada e tamanho
residual ou retracao total das feridas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.

D Pelificagdo EHiperemia Coagulo Sangramento [EPresenca de retragdo da ferida [EJExsudato

1,2

0,8
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0 L L 1 J U L 1 1l 1 1

CN7 CN8 CN9 CpP7 CP8 CP9 9.1/7 9.1/8 9.1/9 11.1/7 11.1/8 11.1/9

Os valores em cada coluna representam a média ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis. N&o houve
significancia considerando: p< 0,05 variaveis macroscdpicas da Fase 3 — Repilagdo e presenca de retracdo da
ferida.

Fonte: AUTORA, 2020.

Na fase 3 observou-se uma melhora clinica das feridas tratadas pelas substancias LQM
9.1e11.1, inclusive com repilacdo quase total do local onde foi realizada a epilagéo para a lesdo
experimental. Estatisticamente ndo fica tdo evidente, principalmente na retracao total da ferida.
Mas o tamanho residual das feridas que utilizaram LQM 9.1 e LQM 11.1, foi de 0 mm, enquanto
que nos grupos controles positivos CP e negativo CN ainda tinham em média 67%, faltando 1
mm para retracdo total da ferida (Figura 29).

A margem de significancia € de p=0,062, representando alto valor biolégico. Talvez um
n maior possa demonstrar um grau de significancia estatistica mais elevado o que visualmente

ja é evidente (Tabela 14).

Tabela 14 - Fase 3. Avaliacdo macroscopica do tamanho residual das feridas.

Valor DF Valor de p (2 lados)

Qui quadrado 12,0002 6 ,062
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Razé&o de Verossimilhanga 16,636 6 ,011

Associagao linear 7,040 1 ,008

N de casos validos 12

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). N&o houve diferenca estatistica entre si
utilizando p6s teste do qui-quadrado, considerando p<0.05.

Fonte: AUTORA, 2020.

Tabela 15 - Analise das variaveis microscopicas na Fase 3: auséncia de hiperemia e
retracao total das feridas tratadas com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1.

N Média Desvio padréo Erro padréo

1 3 ,6700 ,00000 ,00000

2 3 ,6700 ,00000 ,00000
Deposicdo_de_colageno_

3 3 ,6700 ,00000 ,00000
fibrose_centro

4 3 ,6700 ,00000 ,00000

Total 12 ,6700 ,00000 ,00000

1 3 ,3300 ,00000 ,00000

2 3 ,3300 ,00000 ,00000
Deposicdo_colageno_fibrose_

3 3 ,3300 ,00000 ,00000
bordas

4 3 ,3300 ,00000 ,00000

Total 12 ,3300 ,00000 ,00000

1 3 ,5567 ,19630 ,11333

2 3 ,5567 ,19630 ,11333
Presenca_retracdo_ferida 3 3 1,0000 ,00000 ,00000

4 3 1,0000 ,00000 ,00000

Total 12 , 7783 ,26003 ,07506

1 3 ,2233 ,38682 ,22333

2 3 ,1100 ,19053 ,11000
Repilacéo

3 3 ,4433 ,19630 ,11333

4 3 ,6700 ,00000 ,00000
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Total 12 3617 ,30175 ,08711

1 3 ,3200 ,01732 ,01000

2 3 ,2200 , 19053 ,11000
Hiperemia

3 3 ,0000 ,00000 ,00000

4 3 ,0000 ,00000 ,00000

Total 12 , 1350 , 16703 ,04822

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve diferenca estatistica por ANOVA,
seguida pelo teste de Kruskal Wallis, considerando p<0.05. varidveis microscépicas. (eixo vertical: 1- controle
negativo CN, 2- controle positivo CP, 3- LOM 9.1, 4- LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.

A avaliacdo microscopica demonstra o que clinicamente é evidente. As feridas tratadas
com substancia LQM 9.1 e 11.1 tém auséncia da hiperemia (com p=0,05), assim como retracdo
total das feridas em relagcdo aos controles negativo CN e positivo CP, com p= 0,019 (Tabela

16), demonstrando epitelizacdo total com as substancias testadas.

Tabela 16 - Analise das varidveis microscopicas na Fase 3.

Deposicdo_de_colageno Deposicdo_coldgeno_ Presenga_retr  Hiperemia Repilacdo

_fibrose_centro fibrose_bordas acdo_ferida
Qui quadrado ,000 ,000 9,900 7,767 6,082
DF 3 3 3 3 3
Valor de p 1,000 1,000 ,019 ,051 ,108

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve diferenca estatistica entre si utilizando
pos teste do qui-quadrado, considerando p<0.05. Presenca de retracdo da ferida e hiperemia.

Fonte: AUTORA, 2020.

As demais variaveis microscopicas na fase 3 ndo tiveram significancia estatistica, pois
entende-se que o fechamento da ferida ja ocorreu e que os sinais inflamatérios por exemplo,
ndo estdo mais presentes. Entende-se também, que nesse momento, a deposicéo de colageno e
contracdo da ferida ja tenham atingido seu ponto maximo.

Os fibroblastos sdo as células que passam por mudancas mais acentuadas. De celulas
imaturas migratdrias e replicativas no inicio do processo, passam a ter caracteristicas de células
ativamente engajadas na sintese proteica. O seu citoplasma torna-se volumoso e apresenta um

reticulo endoplasmético rugoso abundante. Com isto, eles passam a secretar grandes
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quantidades de colageno, que aos poucos torne-se o principal componente da cicatriz em
formagéo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Conforme a evolugdo do processo, aumenta a deposicdo de colageno e a maioria das
células sofrem apoptose (fibroblastos e células endoteliais) formando enfim uma cicatriz com
resolugdo completa. Apos conclusdo da maturagdo e remodelagem da matriz extracelular (o que
pode durar meses ou até anos) € que uma cicatriz cutanea adquire 70% da resisténcia da pele
normal (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Na analise estatistica pelo ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal Wallis utilizados
como post hoc (analise multivariada, entre todos os grupos), houve significancia para 0s
critérios retracdo da ferida e hiperemia, durante a fase 3, das feridas tratadas pelas substancias
LOM 9.1e LQM 11.1 (Tabela 17).

Tabela 17 - Andlise post-hoc das variaveis microscépicas na Fase 3: significAncia
estatistica para a presenca de retracdo da ferida e hiperemia.

Variavel dependente D )ID Média de Desvio p 95% intervalo de

diferenca (1-J) padrao confianca

Limite inferior

2 ,00000 ,11333 1,000 -,3943
1 3 -,44333" , 11333 ,027 -,8376
4 -,44333" ,11333 ,027 -,8376
1 ,00000 ,11333 1,000 -,3943
2 3 -,44333" , 11333 ,027 -,8376
Presenca_retracdo__
4 -,44333" ,11333 ,027 -,8376
ferida
1 ,44333" ,11333 ,027 ,0491
3 2 ,44333" , 11333 ,027 ,0491
4 ,00000 ,11333 1,000 -,3943
1 ,44333" ,11333 ,027 ,0491
4
2 ,44333" , 11333 ,027 ,0491
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Repilagao

Hiperemia

4

,00000
,11333
-,22000
-,44667
-,11333
-,33333
-,56000
,22000
,33333
-,22667
44667
,56000
,22667
,10000
,32000"
,32000"
-,10000
,22000
,22000
-,32000"
-,22000

,00000

,11333 1,000
,19342 1,000
,19342 1,000
,19342 ,298
,19342 1,000
,19342 ,739
,19342 ,120
,19342 1,000
,19342 ,739
,19342 1,000
,19342 ,298
,19342 ,120
,19342 1,000
,07810 1,000
,07810 ,021
,07810 ,021
,07810 1,000
,07810 ,136
,07810 ,136
,07810 ,021
,07810 ,136
,07810 1,000

-,3943

-,5595

-,8929

-1,1195

-, 7862

-1,0062

-1,2329

-,4529

-,3395

-,8995

-,2262

-,1129

-,4462

-,1717

,0483

,0483

- 3717

-,0517

-,0517

-,5917

-,4917

-,2717

Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3/grupo). Houve significancia estatistica por ANOVA,
seguida pelo teste de Kruskal Wallis, utilizado como post hoc. Valores significativos considerando: p< 0,05. (eixo
vertical: 1- controle negativo,2- controle positivo, 3- LQM 9.1, 4- LQM 11.1).

Fonte: AUTORA, 2020.
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Nas fotos das feridas dos grupos CN8 e CN9, 0 aspecto macroscdpico mostra que houve
retracdo da ferida, porém ainda de forma incompleta. E a repilacéo, outro fendbmeno que deveria
ocorrer nessa fase, ndo ocorreu.

Figuras 30 e 31 - Fase 3. Fotos dos controles negativos CN8 e CN9

1%

CN9

As fotos das feridas dos animais CN8 e CN9 apresentam retracdo ainda incompleta e auséncia de repilagdo. Fonte:
AUTORA, 2020.

Na figura 32 e 33, do grupo controle CP, as feridas apresentam-se menos profundas, mas
ainda ndo atingiram sua resolugdo. Apresentam menos hiperemia e repilacdo moderada a

intensa.

Figura 32 e 33 - Fase 3. Foto dos controles positivos CP8 e CP9.

As feridas dos animais CP8 e CP9 apresentam moderada repilacdo e retracdo da ferida moderada. Fonte:
AUTORA, 2020.

Nas figuras 33 e 34 as feridas na fase 3 mostram repilacdo moderada e a resolugéo total
das feridas ap6s o tratamento com as substancias LQM 9.1 e LQM 11.1, apresentando aspecto
cicatrizado.
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Figuras 34 e 35 - Fase 3. Fotos das feridas tratadas com LQM 9.1.7 e LQM 11.1.7.

LamM9.1.7 Lam 11.1.7

Figuras 34 e 35: as feridas dos animais apresentam repilacdo moderada e retracdo total da ferida, ficando com
aspecto macroscopico cicatrizado.

Fonte: AUTORA, 2020.

O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de producdo,
digestdo e orientacdo das fibras de colageno, que, em principio € feita de maneira aleatéria. De
acordo com as tens@es aplicadas do tecido, as fibras serdo ressintetizadas e reorganizadas de
maneira repetida, formando fibras maiores de colageno e resultando numa cicatriz mais regular
e resistente (CLARK, 1993).

Num processo normal de cicatrizacdo, as feridas seguem o curso de suas fases. Porém,
nas feridas crbnicas e em individuos com co-morbidades associadas elas prolongam-se por
meses ou anos. Segundo Ladeira et al. (2011), as feridas tornam-se cronicas devido a uma série
de eventos moleculares e celulares do processo de cicatrizacdo, como a alta concentracdo de
metaloproteinases (MMPs), neuropatia, infeccdo e resposta inflamatéria ndo fisioldgica,
estresse oxidativo, formacédo excessiva de AGEs, neoangiogénese deficiente, desbalango entre
metabolismo e entrega de nutrientes, diferentes concentracGes de fatores de crescimento e
reguladores de expressao génica, e anormalidades celulares.

E possivel que as substancias pesquisadas, por apresentarem potencial antiglicante
sejam capazes de diminuir os impactos resultantes da formacao excessiva de AGEs e do estresse
oxidativo nesses individuos e serem eficazes principalmente nessas situacfes, em que a
dificuldade de cicatrizacdo ocorre de maneira cronica e afeta sobremaneira a vida desses

individuos.
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CONCLUSOES

97



7 CONCLUSOES

Caracteristicas macro e microscopicas das feridas tratadas com as substancias derivadas
das tiossemicarbazonas LQM 9.1 e LQM 11.1 demonstraram que aos 21 dias de tratamento
houve fechamento total das feridas, com aceleracdo principalmente das fases 1 e 2 da
cicatrizagdo quando comparadas aos grupos controle.

Os derivados de tiossemicarbazonas LQM 9.1 e LQM 11.1 que apresentaram potencial
antiglicante (com 70 e 90% de inibicdo) foram selecionados para o ensaio de cicatrizacdo in
vivo e demonstraram ndo serem toxicos apds o teste de citotoxidade, ndo sendo observadas
quaisquer complicages clinicas durante a utilizacdo topica em animais.

As substancias testadas sdo promissoras para acelerar a cicatrizagdo e podem ser uma
alternativa para um tratamento eficaz e de baixo custo, visando auxiliar principalmente os
pacientes com feridas cronicas. Outros estudos sdo necessarios para corroborar os dados dessa

pesquisa.

PERSPECTIVAS

Dar continuidade com outros estudos que colaborem para que as substancias possam vir
a ser utilizadas.

Patentear o creme para ser utilizado em pacientes com dificuldade de cicatrizacdo, como
portadores de feridas crénicas, de origem vascular, Ulceras por pressdo e em pacientes
diabéticos.

Explorar e investigar o potencial dessas substancias topicas, associando-as a outras

formas de tratamento como ultrassonografia, laser e cAmara hiperbérica.
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APENDICE A

Instrumento para a avaliacdo macroscépica da ferida

(L) Leve (M) moderado
(A) acentuado

Critérios Avaliacdo D7( ) D14( ) D21( )
FASE 1 FASE 2 FASE 3
Animal: 1% eutanasia | 2% eutanasia | 3% eutanasia
Repilacao (P)Presente (A) ausente
Coagulo (P) Presente / ausente
Hiperemia (L) Leve (M) moderada
(A) acentuada
Sangramento (P) Presente (A) ausente
Exsudato (P) Presente (A) ausente

Retracdo da ferida

mensuracdo (mm)
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APENDICE B

Instrumento para a avaliacdo microscopica da ferida

Cntérios

Animal:

Avaliacio

D7( )FASE1
D14 ( ) FASE?2
D 21( )FASE 3

Formacdo de coagulos

( ) Ausente/ se presente:

Observagtes

(crostas) ( ) crostas
( ) restos necroticos
() fibrina
Bordas da ferida { )leve
(hiperplasia) { ) moderada
{ ) acentuada
Infeccio () Ausente () Presente/
Inflamac8o Ausente / Presente ( ) leve
( ) moderada
{ ) acentuada

Componente inflamatonio | ( ) Neutrofilos () Linfocitos
(neutrofilos e linfocitos) () Eosmofilos { ) Plasmocitos

Tecido de granulacio ( ) Ausente( ) Presente( )leve
( ) moderada
() acentuada
Proliferacio celular de ( ) macrofagos ( ) fibroblastos

macrofagos e fibroblastos

Deposigio de colageno
(fibrose) no centro da
ferida

{ Jleve( ) moderada
( )acentuada

Deposigio de colageno
(fibrose) nas bordas da
ferida

( )leve( )moderada
{ )acentuada
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