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RESUMO

As feridas crbnicas representam um importante problema de saude publica devido a
elevada prevaléncia, ao impacto na qualidade de vida dos pacientes e aos altos
custos relacionados ao tratamento. Diante desse contexto, a combinagéo de extratos
vegetais com sistemas nanoestruturados representa uma estratégia inovadora para
o tratamento de feridas, pois alia o potencial biolégico dos fitoconstituintes, as
vantagens tecnoldgicas dos sistemas de liberacdo. Assim, o presente estudo teve
como objetivo investigar o potencial anti-inflamatério in vitro de uma formulag&o
nanoestruturada contendo extratos das folhas de Melaleuca leucadendron (M.
leucadendron) e Protium spruceanum (P. spruceanum), considerando seu potencial
para favorecer o processo de cicatrizagcao de feridas. A formulagao foi caracterizada
quanto as propriedades organolépticas, pH, didmetro hidrodindmico médio de
particula (DHMP), indice de polidisperséo (IPD) e potencial zeta. A citotoxicidade foi
avaliada em macrofagos RAW 264.7 pelo método da Sulforodamina B, nos tempos
de 24, 48 e 72 horas, para determinagdao das concentragdes seguras de uso. O
potencial anti-inflamatorio foi investigado por meio da quantificagdo indireta da
producdo de oxido nitrico (NO) pelo método de Griess e da dosagem das citocinas
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF e IL-17A pela técnica de Cytometric Bead Array
(CBA). A formulagao apresentou aspecto homogéneo, pH compativel com aplicagao
tépica, DHMP de 245,9 £ 44,97 nm, IPD de 0,476 + 0,13 e potencial zeta de -11,5 £
0,32 mV. Os ensaios de citotoxicidade demonstraram maior viabilidade celular em 24
horas de exposi¢ao, sendo estabelecidas concentragdes inferiores ao menor valor
de CCso para os ensaios subsequentes. A formulagédo promoveu redugao significativa
da producdo de NO na maior parte das concentragbes e tempos avaliados, com
efeito dependente da concentragcdo, enquanto a formulagdo branco nao apresentou
efeito significativo. Na avaliagdo das citocinas, IL-2, IL-4 e IL-17A n&o foram
detectadas. A formulagdo promoveu redugao significativa da producédo de IL-6 em
todos os tempos avaliados, bem como de TNF nas primeiras 24 e 48 horas e de
IL-10 apos 48 e 72 horas. Os niveis de IFN-y permaneceram praticamente
inalterados entre os grupos experimentais. Os resultados indicam que a formulagéo
estudada apresenta potencial para modular mediadores inflamatoérios envolvidos na
cicatrizacdo, destacando-se como uma alternativa promissora para o0

desenvolvimento de terapias topicas destinadas ao tratamento de feridas.
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ABSTRACT

Chronic wounds represent a major public health concern due to their high
prevalence, negative impact on patients' quality of life, and the high costs associated
with treatment. In this context, the combination of plant extracts with nanostructured
systems represents an innovative strategy for wound treatment by combining the
biological potential of phytoconstituents with the technological advantages of drug
delivery systems. Thus, the present study aimed to investigate the in vitro
anti-inflammatory potential of a nanostructured formulation containing leaf extracts of
Melaleuca leucadendron (M. leucadendron) and Protium spruceanum (P.
spruceanum), considering its potential to promote the wound healing process. The
formulation was characterized in terms of organoleptic properties, pH, mean
hydrodynamic particle diameter (MHPD), polydispersity index (PDI), and zeta
potential. Cytotoxicity was evaluated in RAW 264.7 murine macrophages using the
Sulforhodamine B assay at 24, 48, and 72 hours to determine safe concentrations for
subsequent experiments. The anti-inflammatory potential was investigated by indirect
quantification of nitric oxide (NO) production using the Griess assay and by
measuring the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF, and IL-17A using the
Cytometric Bead Array (CBA) technique. The formulation exhibited a homogeneous
appearance, pH compatible with topical application, MHPD of 245.9 + 44.97 nm, PDI
of 0.476 £ 0.13, and zeta potential of -11.5 £ 0.32 mV. Cytotoxicity assays
demonstrated greater cell viability after 24 hours of exposure, and concentrations
below the lowest CCs value were selected for subsequent assays. The formulation
significantly reduced NO production at most concentrations and experimental time
points in a concentration-dependent manner, whereas the blank formulation showed
no significant effect. Regarding cytokine production, IL-2, IL-4, and IL-17A were not
detected. The formulation significantly reduced IL-6 production at all evaluated time
points, as well as TNF levels at 24 and 48 hours and IL-10 levels at 48 and 72 hours.
IFN-y levels remained virtually unchanged among the experimental groups. These
findings indicate that the studied formulation has the potential to modulate
inflammatory mediators involved in wound healing, highlighting its promise as a

topical therapeutic approach for the treatment of wounds.

Keywords: Chronic wounds; Nanostructured systems; Anti-inflammatory activity;

Melaleuca leucadendron; Protium spruceanum.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Cicatrizacéo

A cicatrizagdo de feridas € um processo bioldgico complexo e dinamico,
caracterizado por uma coordenada cascata de eventos celulares, moleculares,
bioquimicos e fisiologicos que atuam de forma integrada para promover a
reconstituicdo do tecido lesionado. Esse mecanismo é fundamental para garantir a
restauracao da integridade e da funcionalidade da pele apds a ocorréncia de danos
teciduais. As feridas surgem a partir do rompimento da estrutura e da funcao da
pele, podendo ser desencadeadas por mecanismos agudos ou crdnicos, como
traumas, doengas primarias da pele ou ainda como consequéncia de patologias
secundarias. Dessa forma, o processo de cicatrizagdo desempenha papel essencial
na manutencdo da homeostase do organismo, assegurando a recuperagao tecidual
por meio de eventos que precisam ocorrer de maneira harmoniosa e organizada
(SILVA et al., 2024; FERREIRA et al., 2024).

Nesse contexto, o processo cicatricial ocorre por meio de uma sequéncia
organizada e interdependente de eventos celulares e moleculares, tradicionalmente
dividida em quatro fases principais: hemostasia, inflamacéo, proliferagcdo e
remodelagdo dérmica (CIOCE et al., 2024). A hemostasia representa a etapa inicial
da cicatrizagdo e tem como principal objetivo interromper o sangramento apds a
lesdo vascular. Inicialmente, ocorre a vasoconstricdo dos vasos sanguineos, seguida
pela exposicdo do colageno subendotelial, que estimula a ativagdo, adesdo e
agregacao plaquetaria, formando o tampao plaquetario, fenbmeno conhecido como
hemostasia primaria. Posteriormente, ocorre a ativagédo da cascata de coagulagao,
promovendo a conversao do fibrinogénio soluvel em filamentos insoluveis de fibrina,
formando a rede de fibrina, etapa denominada hemostasia secundaria. A associacao
entre o tampao plaquetario e a rede de fibrina resulta na formagao do trombo,
responsavel por interromper o fluxo sanguineo e fornecer uma matriz proviséria para
a migracao celular. Além disso, alteragdes na osmolaridade tecidual e o aumento da
producao de perdxido de hidrogénio contribuem para a migragédo de leucocitos para
o local da lesédo (CIOCE et al., 2024; PATENALL; CARTER; RAMSEY, 2024).
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A fase inflamatéria ocorre concomitante a hemostasia e é caracterizada pela
atuacdo de células imunes responsaveis pela contengdo da lesdo e pelo
estabelecimento de uma barreira de defesa contra microrganismos. Ap6s uma lesao,
ocorre ruptura celular e vascular, resultando na liberagdo de moléculas sinalizadoras
conhecidas como padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) e padrées
moleculares associados a danos (DAMPs), que ativam células residentes do tecido,
como macrofagos, mastocitos e células dendriticas (CIOCE et al., 2024).
Paralelamente, as plaquetas ativadas liberam citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, como o fator de crescimento transformador beta (TGF-) e o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), responsaveis pelo recrutamento de
neutrofilos, macrofagos e fibroblastos, células fundamentais para o inicio e
progressao das fases inflamatéria e proliferativa da cicatrizacdo (PATENALL;
CARTER; RAMSEY, 2024).

Apos a detecgao do dano pelas células residentes, ocorre intensa produgao
de citocinas, quimiocinas e mediadores vasoativos, como histamina e
prostaglandinas, que induzem altera¢gdes vasculares locais caracterizadas por
vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular, favorecendo o recrutamento
de leucdcitos para o local da lesdo. Inicialmente, predominam os neutrofilos,
responsaveis pela fagocitose de microrganismos e remogéo de detritos celulares.
Posteriormente, mondcitos migram para o tecido e diferenciam-se em macréfagos,
que coordenam a resposta inflamatdria e auxiliam na remogéo celular (KUMAR et
al.,2025). Inicialmente, predominam macrofagos com perfil pré-inflamatério (M1),
também denominados macréfagos classicamente ativados, que participam da
amplificagdo da resposta inflamatoria e da remocéo de células apoptoticas e detritos
celulares no local da lesdo. Essas células liberam mediadores pro-inflamatérios,
incluindo as citocinas IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-a, que promovem o
recrutamento e ativagao de células imunoldgicas, auxiliam na eliminagao de agentes
infecciosos e contribuem para a ativagado da resposta imune adaptativa (CIOCE et
al., 2024; PATENALL; CARTER; RAMSEY, 2024).

Em estagios mais tardios da fase inflamatdria, as citocinas liberadas no
microambiente recrutam linfécitos T, os quais também participam da regulacdo da
resposta imune por meio da producdo de citocinas. Por fim, a remoc¢do dos

neutréfilos e a transicdo dos macréfagos para um perfil reparador (M2) promovem a
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resolucido da resposta inflamatdria e o inicio da fase proliferativa da cicatrizagao. Os
macrofagos M2, também denominados macrofagos alternativamente ativados,
desempenham papel fundamental no reparo tecidual por expressarem mediadores
anti-inflamatérios e reparadores, como IL-10, TGF-B, VEGF-A e IGF-1. Além disso,
essas células estimulam processos essenciais para a regeneragao, incluindo a
proliferacéo de fibroblastos, sintese de componentes da matriz extracelular (MEC) e
angiogénese. Dessa forma, a transicdo do fendtipo M1 para M2 representa um
evento crucial para o controle da inflamagdo e para o estabelecimento de um
microambiente favoravel a reconstrucdo e remodelamento do tecido lesionado
(CIOCE et al., 2024; KUMAR et al., 2025).

Com a redugao da resposta inflamatdria, inicia-se a fase proliferativa, que
pode durar de alguns dias a semanas e tem como principal objetivo promover a
reducdo da area lesionada e a restauracdo do tecido danificado. Essa fase é
caracterizada pela reepitelizagdo da ferida, pela formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese) e pelo desenvolvimento do tecido de granulagéo,
composto por grande quantidade de fibroblastos, granuldcitos, macréfagos, vasos
sanguineos e feixes de colageno (CRIOLLO-MENDOZA et al., 2023; CIOCE et al.,
2024). Inicialmente, os fibroblastos, ativados por citocinas e fatores de cresccimento
produzidos por macrofagos e outros leucdcitos, migram para o local da ferida e
sintetizam componentes da matriz extracelular, como hialuronano, fibronectina e
proteoglicanos, que substituem gradualmente o coagulo de fibrina formado durante a
hemostasia. Em seguida, essas células passam a produzir colageno, principalmente
do tipo Ill, fornecendo sustentagdo estrutural ao tecido em regeneragao.
Paralelamente, ocorre a formacdo do tecido de granulagdo, constituido por
fibroblastos, matriz extracelular recém-formada e novos vasos sanguineos, que
atuam como suporte para o reparo tecidual (CRIOLLO-MENDOZA et al., 2023;
KUMAR et al., 2025).

Ao mesmo tempo, ocorre a angiogénese, processo responsavel pela
formacgado de novos vasos sanguineos e pelo fornecimento de oxigénio e nutrientes
ao tecido em regeneragao. Esse processo € estimulado pela hipoxia presente na
ferida, que induz a expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
promovendo a proliferacdo e a migracao de células endoteliais. Simultaneamente,
citocinas e fatores de crescimento estimulam a proliferacdo e a migragdo dos

queratinécitos das bordas da ferida, favorecendo a reepitelizacdo e o
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restabelecimento da barreira epidérmica. A medida que o processo cicatricial
avanca, parte dos fibroblastos diferencia-se em miofibroblastos, células
especializadas que promovem a contragao da ferida, aproximando suas margens e
contribuindo para a redugcdo da area lesionada e o fechamento tecidual
(CRIOLLO-MENDOZA et al., 2023; PATENALL; CARTER; RAMSEY, 2024).

Na fase final da cicatrizacdo, denominada remodelag¢ao, que pode se estender
por até dois anos, a matriz extracelular € gradualmente reorganizada e transformada
em uma cicatriz madura. Nesse periodo, o colageno tipo lll, predominante nas fases
iniciais do reparo tecidual, é progressivamente substituido pelo colageno tipo I, mais
resistente. Além disso, ocorre redugado da formagdo de novos vasos sanguineos e
do fluxo sanguineo local, resultando em um tecido cicatricial menos celular e menos
vascularizado (CRIOLLO-MENDOZA et al., 2023; ESAD et al., 2025).

1.1.1 Fatores que interferem na cicatrizagao

Feridas geralmente cicatrizam em cerca de 4 a 6 semanas, sendo
consideradas cronicas aquelas que nao apresentam resolugdo dentro desse
periodo. Nessas situagdes, o0 processo cicatricial tende a permanecer estagnado
entre as fases inflamatéria e proliferativa, comprometendo a redugao da inflamacgao
e a reconstrugdo adequada da arquitetura tecidual (WALLACE; BASEHORE; ZITO,
2023; PATENALL; CARTER; RAMSEY, 2024).

A cicatrizacao deficiente pode estar relacionada a diversos fatores sistémicos
e locais que interferem nas etapas normais do reparo tecidual. Entre os principais
fatores sistémicos estdo diabetes, idade avancada, desnutricdo e outras doencas
cronicas de 6rgao. Ja entre os fatores locais que prejudicam o processo cicatricial,
destacam-se pressdo sobre o tecido, edema, infeccdo da ferida , maceracéo,
desidratacdo, corpos estranhos, hipdxia e isquemia (MONIKA et al., 2022;
WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2023).

O biofilme bacteriano representa outro importante fator que compromete a
cicatrizagdo de feridas, pois forma uma camada viscosa que protege as bactérias
contra as defesas do hospedeiro. Além disso, pode reduzir o oxigénio e o pH no leito

da ferida e atuar como uma barreira fisica que dificulta a migragao celular e a acao
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de medicamentos e anticorpos, contribuindo para a manutencédo e piora da lesao
(MONIKA et al., 2022; WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2023).

Além dos fatores locais e sistémicos que comprometem a cicatrizacdo, a
reducdo dos fatores de crescimento tecidual, o aumento de enzimas proteoliticas,
como as metaloproteinases da matriz (MMPs) e o aumento de mediadores
inflamatdrios contribuem para a cronificagcdo das feridas, podendo atuar como
potenciais biomarcadores desse processo. O estresse oxidativo também
desempenha papel relevante, uma vez que estimula a producdo de citocinas
pro-inflamatérias e MMPs, favorecendo a degradacédo da matriz extracelular e
comprometendo a fungéo de fibroblastos e queratindcitos, o que prejudica o reparo
tecidual adequado (MONIKA et al., 2022; PATENALL; CARTER; RAMSEY, 2024).

1.1.2 Epidemiologia

As feridas representam um problema crescente na area da saude mundial e
configuram um importante desafio de saude publica. Trata-se de uma condi¢céo
ainda subnotificada, mas que acomete milhdes de pessoas em todo o mundo,
gerando impactos significativos na qualidade de vida dos pacientes e nos sistemas
de saude (RODRIGUES et al., 2025). Nesse contexto, o aumento significativo dos
casos de feridas crbnicas esta diretamente relacionado ao envelhecimento
populacional e ao crescimento da prevaléncia de doencas crdnicas associadas
(BRASIL, 2025).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a populacao idosa no Brasil devera atingir 41,5 milhées em 2030, podendo alcancar
73,5 milhdes em 2060. Esse cenario tende a impactar diretamente os servigos de
saude, com aumento da ocorréncia de feridas associadas a doencgas crbnicas
relacionadas ao envelhecimento. Além disso, estima-se que a incidéncia anual de
feridas crénicas no pais seja de aproximadamente trés a cinco novos casos por mil
habitantes, evidenciando a elevada prevaléncia dessas lesbes na populagao e
reforcando sua relevancia como um importante problema de saude publica (LIMA et
al., 2024). No Brasil, essas lesdes também representam um importante impacto
assistencial e econdmico, tendo sido responsaveis por mais de 700 mil internagdes

em 2020, com custo aproximado de R$ 850 milhdes ao Sistema Unico de Saude
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(SUS), segundo o Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (CRUZ
et al., 2024).

A elevada ocorréncia de feridas crbnicas também pode ser observada em
nivel mundial. Estima-se que a prevaléncia dessas lesdes seja de aproximadamente
2,2 casos por 1.000 habitantes, sendo as ulceras de membros inferiores de etiologia
venosa, arterial ou mista e as lesdes em pés de pessoas com diabetes, as
manifestacdes mais frequentes (MARTINENGO et al., 2019).

Diante desse cenario epidemiologico e do aumento progressivo da incidéncia
e prevaléncia dessas lesdes, a cronificagdo das feridas configura-se como um
relevante desafio para os servicos de saude. Isso se deve aos elevados custos
assistenciais, aumento da demanda por servigos especializados e significativa
sobrecarga dos sistemas de saude. Além disso, esses agravos ndo se restringem ao
aspecto clinico, estando também associadas a importantes repercussdes
econbémicas e sociais, como perda de produtividade, impacto financeiro e
comprometimento da dindmica familiar. As repercussées psicossociais incluem ainda
alteragbes na imagem corporal, limitagées funcionais e dependéncia de cuidados
continuos. Nesse sentido, a necessidade de intervencbes precoces e terapias
adequadas torna-se fundamental para minimizar complicacbes e favorecer o
processo de cicatrizagdo (GONCALVES, 2024).

1.1.3 Tratamentos disponiveis

O tratamento de feridas crénicas tem apresentado avancos significativos ao
longo dos anos, com o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas que
ampliam as possibilidades de cuidado. Entre essas estratégias, destacam-se
limpeza da ferida, desbridamento, controle de infec¢gdo, manejo do exsudato e uso
de coberturas especificas. Entre os curativos mais utilizados estdo hidrogéis,
espumas e coberturas com agentes antimicrobianos, como a prata. Esses materiais
atuam principalmente na manutencdo de um ambiente Umido favoravel a
cicatrizagao, favorecendo a migragao celular, a formagao de tecido de granulagéo e
a reepitelizacdo. Além disso, terapias adjuvantes como terapia por pressao negativa,
laser de baixa poténcia, uso de derivados sanguineos e ozonioterapia tém sido

incorporadas ao manejo clinico com o objetivo de acelerar o processo cicatricial e
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reduzir complicagdes associadas as feridas crénicas (VASCONCELOS et al., 2023;
SILVA et al., 2023).

No entanto, apesar dos beneficios observados, muitas dessas terapias ainda
apresentam limitagdes relacionadas ao acesso da populagédo e ao conhecimento dos
profissionais de saude sobre seus mecanismos de acao e indicagcdes. Outro fator
relevante é que muitas terapias apresentam custo elevado e baixa acessibilidade no
sistema publico de saude. Desse modo, torna-se necessario o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o tratamento de feridas cronicas, considerando
a complexidade do processo cicatricial e os desafios relacionados ao custo e a
acessibilidade. A busca por terapias mais eficazes, seguras e economicamente
viaveis pode contribuir para acelerar o reparo tecidual, reduzir complicagdes e
ampliar o acesso ao cuidado, especialmente no contexto da saude publica
(VASCONCELOS et al., 2023; MELO DA SILVA et al., 2025; OLIVEIRA et al., 2026).

1.2 Plantas medicinais cicatrizantes

Muitas plantas medicinais ja foram investigadas devido as suas propriedades
cicatrizantes. O Brasil apresenta um enorme potencial para o desenvolvimento de
fitoterapicos, sendo um dos paises com a maior diversidade biolégica do mundo, o
que o posiciona como uma poténcia no campo das plantas medicinais. Das
aproximadamente 200 mil espécies vegetais nativas brasileiras, estima-se que
metade possua algum efeito terapéutico, porém somente cerca de 1% dessas
espécies com potencial ja foram objeto de pesquisas cientificas (VIERA et al., 2016;
MELO et al., 2023).

Segundo o Ministério da Saude, a fitoterapia é caracterizada pelo uso de
plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizagdo de
substancias ativas isoladas, constituindo uma pratica terapéutica voltada a
promogao, protegdo e recuperagao da saude (BRASIL, 2025). Nesse contexto, a
fitoterapia tem apresentado crescente relevancia nas ultimas décadas e, atualmente,
integra as Praticas Integrativas e Complementares em Saude (PICS). No cenario
nacional, a fitoterapia destaca-se pelo potencial de impactar positivamente a
assisténcia em saude, nao apenas em funcao das acgdes terapéuticas atribuidas aos
constituintes bioativos presentes nas plantas medicinais e nos fitoterapicos, mas

também por representar uma alternativa terapéutica mais acessivel
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economicamente, favorecendo a ampliacdo do acesso aos tratamentos e
contribuindo para a continuidade do cuidado em saude (GOMES et al., 2025).

Diante desse cenario, cresce o interesse cientifico pela investigagdo de
plantas medicinais com potencial cicatrizante. Diversos estudos tém demonstrado
que os compostos bioativos presentes nos extratos vegetais, como flavonoides,
alcaloides, taninos e outros fitoconstituintes, podem modular importantes
mecanismos envolvidos no reparo tecidual. Essas substancias exercem atividades
anti-inflamatérias, antioxidantes e antimicrobianas, contribuindo para a reducédo do
estresse oxidativo e para o controle da resposta inflamatéria. Além disso, sao
capazes de estimular a proliferagdo e a migracdo de células essenciais para a
regeneragao dos tecidos, favorecer a angiogénese e aumentar a deposi¢ao de
colageno, acelerando o processo de cicatrizacdo. Dessa forma, os produtos de
origem vegetal representam alternativas promissoras para o desenvolvimento de
novas terapias destinadas ao tratamento de feridas agudas e crénicas (ESAD et al.,
2025).

1.2.1 Melaleuca leucadendron

M. leucadendron, popularmente conhecida como “arvore-da-casca-de-papel’,
“Cajeput” ou “Kayu putih”, € uma espécie pertencente ao género Melaleuca,
integrante da familia Myrtaceae. Essa familia compreende aproximadamente 133
géneros e mais de 3.800 espécies identificadas, destacando-se pela ampla
diversidade botanica e distribuicdo geografica. O género Melaleuca apresenta
distribuicdo natural pela Australia e Sudoeste Asiatico e reune mais de 260
espécies catalogadas (OLIVEIRA et al., 2020; PATRAMURTI et al., 2020; SILVA,
2022).

M. leucadendron apresenta porte arbéreo, podendo atingir aproximadamente
40 metros de altura, com tronco robusto que alcanca até 1,5 metro de didametro
(Figura 1). A espécie distingue-se principalmente pela casca branca, fina e
estratificada, com aspecto semelhante a folhas de papel, caracteristica que originou
uma de suas denominagdes populares. Além disso, suas folhas sao ricas em 6leo
essencial, composto por metabodlitos bioativos que apresentam relevantes
propriedades terapéuticas e estdo associados a diversas aplicacbes medicinais e
farmacoldgicas (SIANI et al., 2016).
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Devido as suas propriedades terapéuticas e ao potencial de aplicacdo na area
da saude, espécies do género Melaleuca vém sendo amplamente investigadas.
Tradicionalmente, plantas da familia Myrtaceae sao empregadas no tratamento de
tosses, resfriados e infecgbes de garganta, além de serem utilizadas como
antissépticos em feridas e no manejo de afecgbes cutdaneas. Nesse contexto, M.
leucadendron tem despertado crescente interesse cientifico por apresentar diversas
atividades bioldgicas, incluindo agbes antioxidante, antimicrobiana, antifungica,
anti-inflamatéria e antimalarica, evidenciando seu potencial como fonte promissora
para o desenvolvimento de produtos terapéuticos e farmacolégicos (WRIGHT et al.,
2015; BRUN et al., 2019; ZHANG et al., 2019; BAUTISTA-SILVA et al., 2020).

Figura 1: Aspecto geral das folhas, flores e arvore de M.leucadendron.

A esquerda, detalhe das folhas e flores de M. leucadendron; a direita, aspecto geral da
arvore. Fotografias registradas na Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), Ouro Preto,
Minas Gerais, Brasil.

Fonte: Acervo do autor (2026)

1.2.2 Protium spruceanum

Outra espécie que apresenta grande destaque € P. spruceanum, pertencente
a familia Burseraceae e popularmente conhecida como “breu”. Trata-se de uma
espécie nativa do Brasil que apresenta porte arboreo com dossel, podendo atingir
até aproximadamente 20 metros de altura (Figura 2). Possui ocorréncia em
diferentes biomas, sendo encontrada na Amazénia, na Mata Atlantica e no dominio

Cerrado, especialmente no estado de Goias. Estudos também demonstram sua
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ampla diversidade ecoldgica, com registros nos estados de Minas Gerais, Bahia,
Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, onde ocorre em ambientes de florestas tropicais,
matas ciliares, areas riparias e regides de brejo (MENEZES FILHO et al., 2021;
AMPARO et al., 2024).

A familia botanica Burseraceae € composta por aproximadamente 19 géneros
e 750 espécies (VELOSO et al, 2025). Na medicina tradicional, espécies
pertencentes a essa familia sdo amplamente utilizadas devido as suas propriedades
terapéuticas, destacando-se atividades anti-inflamatérias, analgésicas,
expectorantes e cicatrizantes (CONRADO et al., 2015).

Estudos in vitro demonstraram que o extrato hidrometandlico obtido das folhas
e dos galhos de P. spruceanum apresenta potencial para aplicagado no tratamento de
infecgdes cutaneas, em razdo de suas atividades anti-inflamatdria, antioxidante e
antibacteriana. Esses efeitos tém sido associados a presenca de compostos
fendlicos, com destaque para taninos e flavonoides (AMPARO et al., 2024; VELOSO
et al., 2025). E importante ressaltar que os compostos fendlicos auxiliam no
processo de reparo tecidual por meio do estimulo da produgédo de colageno, pela
inibicdo de radicais livres, indugdo de angiogénese e modulagcdo de fatores
relacionados com a fase inflamatdria, além de serem antimicrobianos (MOGHADAM
et al., 2017).

Figura 2: Aspecto geral da arvore e das folhas de P. spruceanum

A esquerda, aspecto geral da arvore de P. spruceanum; & direita, detalhe de suas folhas.

Fotografias registradas no municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil.

Fonte: Acervo do autor (2026)
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1.3 Nanoformulagdes

Além do crescente reconhecimento das propriedades terapéuticas das plantas
medicinais, ressalta-se também a importancia do desenvolvimento de sistemas
eficientes para a administragcdo de extratos vegetais. Entre as opgbdes mais
promissoras, destacam-se 0s nanossistemas poliméricos para uso tépico, os quais
possibilitam a liberagdo controlada e prolongada dos principios ativos, aumentam a
estabilidade das formulagdes, reduzem efeitos colaterais, permitem a incorporacao
de compostos com diferentes polaridades, tanto hidrofilicos quanto hidrofébicos,
diminuem a frequéncia de aplicagdo e os custos com o tratamento (CHEN et al.,
2022; SILVA et al., 2023).

Nesse contexto, destacam-se os hidrogéis nanoestruturados, sistemas
constituidos por redes tridimensionais de cadeias poliméricas com elevada
capacidade de absorcao e retengdo de agua. Além das vantagens anteriormente
atribuidas aos nanossistemas poliméricos, esses sistemas apresentam propriedades
especificas que favorecem sua aplicacdo tépica. Devido a presenca de redes
hidrofilicas robustas, os hidrogéis nanoestruturados apresentam caracteristicas
estruturais capazes de mimetizar a matriz extracelular (MEC) da pele. Além disso,
possuem propriedades inerentes, como elevada hidratacdo e biocompatibilidade,
que contribuem para a manutengcao de um ambiente favoravel ao reparo tecidual e,
consequentemente, para a promogao do processo de cicatrizagao (LIMA et al., 2020;
DAM et al.,, 2023). Nesse cenario, observa-se um interesse crescente da
comunidade cientifica no desenvolvimento de formulagcdes farmacéuticas em escala

nanomeétrica a partir de extratos vegetais (PORTO et al, 2020).

2 JUSTIFICATIVA

As feridas representam um importante problema de saude publica devido a
elevada prevaléncia, ao impacto na qualidade de vida dos pacientes e aos altos
custos associados ao tratamento, especialmente nos casos de lesées de dificil
cicatrizagdo. Embora existam diferentes abordagens terapéuticas disponiveis para o
tratamento de feridas, muitas ainda apresentam limitagdes relacionadas ao elevado
custo e ao acesso restrito por parte da populacdo. Esses fatores podem

comprometer a adesdo ao tratamento, prolongar o tempo de recuperagdo e
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aumentar a demanda por recursos e servicos de saude, evidenciando a necessidade
do desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais acessiveis, seguras e eficazes.

Nesse contexto, o uso de produtos de origem vegetal tem despertado
crescente interesse cientifico em razdo da presengca de compostos bioativos
capazes de atuar em diferentes etapas do processo cicatricial, incluindo modulacao
da resposta inflamatoria, atividade antioxidante e antimicrobiana. Além disso, a
aplicagado de sistemas modernos de liberagdo, como hidrogéis e nanossistemas,
pode aumentar a eficiéncia terapéutica dos fitoterapicos ao promover maior
estabilidade das formulacdes, liberagao controlada dos principios ativos e reducao
de efeitos colaterais. Dessa forma, o investimento na pesquisa e no
desenvolvimento de formulagdes fitoterapicas inovadoras, especialmente sistemas
nanoestruturados contendo extratos de plantas medicinais, mostra-se uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de tratamentos mais seguros,

acessiveis e eficazes para o manejo de feridas crénicas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro de uma formulacdo nanoestruturada
contendo extratos das folhas de M. leucadendron e P. spruceanum, visando

investigar seu potencial cicatrizante.

3.2 Objetivo Especifico

e Produzir a formulagdo nanoestruturada contendo extrato das folhas de M.
leucadendron e P. spruceanum;,

e Caracterizar a formulagao através da medi¢cao do pH, tamanho das particulas,
indice de polidispersao e potencial zeta;

e Avaliar a citotoxicidade da formulacdo, a fim de estabelecer concentragdes
seguras para 0s ensaios posteriores;

e Avaliar a capacidade de modulacdo da resposta inflamatéria por meio da
quantificacdo da produgdo de NO e da avaliagao de citocinas envolvidas no

processo de cicatrizacdo apoés o tratamento com a formulacgao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta dos materiais vegetais e obtencao do extrato

Os extratos utilizados nesta pesquisa foram previamente obtidos conforme
descrito por Cruz (2022) e Monteiro (2022). Para a extragao, utilizou-se a técnica de
percolacao exaustiva. O solvente empregado foi o etanol a 70% (CRQ®) na
preparagdo do extrato de P. spruceanum (EEBP), enquanto o etanol absoluto
(Chemiflex®) foi utilizado para o extrato de M. leucadendron (EEBM).

As folhas de P. spruceanum (Benth.) Engler foram coletadas em 04 de agosto
de 2020, no municipio de Lavras, MG, em area delimitada pelas coordenadas
21°17°'33,6”S — 44°59'15,1"N e 21°18'11,9”S — 44°59’18,8"N. O material botanico foi
identificado e registrado sob exsicata n°® 16399 no Herbario HESAL da Universidade
Federal de Lavras, com cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN): A2B5290.

Ja as folhas de M. leucadendron foram obtidas em 08 de margo de 2021, em
regidao compreendida entre as coordenadas -20°39'74,3"S — -43°50'73,7’N e
-20°39'70,7”S — -43°50’82,8"N. O material foi depositado no Herbario Professor José
Badini (DEBIO/ICEB/UFOP), sob o numero de exsicata OUPR 29495, e o registro
correspondente no SISGEN é A2CC35F.

4.2 Obtencao da formulagcdo nanoestruturada

O desenvolvimento e a otimizagdo da formulagdo em estudo foram
previamente realizados pelo grupo de pesquisa. Para a obtencado da formulagao, os
extratos vegetais e o poloxamer foram inicialmente solubilizados em etanol 99,8%
P.A. As solugdes resultantes foram transferidas para um baldo de fundo redondo
convencional, e o solvente foi posteriormente removido por meio de evaporagdao em
rotaevaporador, sob pressao reduzida e temperatura controlada a 40 °C (figura 3).

Apos a formacao do filme polimérico, foi realizada a etapa de reidratacdo, na
qual foi adicionada agua ultrapura até que se atinja o volume final de 20 mL. Esse
processo ocorreu sob agitagcado leve, utilizando um agitador magnético, com o
objetivo de assegurar a homogeneizacdo da formulagdo e evitar a formacéao de

espuma.
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Figura 3: Procedimentos para obtencao da formulagdo nanoestruturada

S iy
> v, -

Solubilizagdo dos Transferéncia da Evaporagao do solvente Reidratagao sob Micelas
dois extratose solugao para e formagao do filme agitacao poliméricas
poloxamer com balao polimérico

etanol 99,8%

Fonte: Elaborado pelo autor (2026)

4.3 Caracterizacao da formulagao

A caracterizacdo da formulacao foi realizada por meio de analises em niveis
macroscopico e microscoépico. A avaliagdo macroscépica abrangeu a analise das
propriedades organolépticas da formulagao, incluindo cor, odor e aparéncia visual.
Para a mensuragao do pH, a amostra foi diluida em agua ultrapura na proporgéo de
1:10, e a leitura foi realizada com o eletrodo do peagametro imerso diretamente na
amostra, mantendo-se a temperatura constante em 25 °C.

As analises de DHMP, PDI e potencial zeta foram realizadas por meio da
técnica de espalhamento de luz dindmica e eletroforética, utilizando angulo de
retroespalhamento de 173°, a uma temperatura controlada de 25°C. Para esses
ensaios, as amostras foram previamente diluidas em agua ultrapura na razéo de
1:1000. Os dados foram obtidos com o auxilio do equipamento Zetasizer (modelo
PN3702), operado pelo software Zetasizer, disponivel no laboratério multiusuarios do
CIPHARMA-UFOP. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados

foram expressos como média acompanhada do respectivo desvio padrao.
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4.4. Ensaios in vitro
4.4.1 Cultivo celular e plagueamento

Para o cultivo das células de macrofagos murinos RAW 264.7 foi utilizado
meio RPMI 1640 (Sigma®) contendo 10% de soro fetal bovino (Vitrocell®) e
gentamicina 60 pg/L, pH 7,22. As culturas foram incubadas em estufa a 37 °C com
5% de CO, por 48 horas ou até o tempo necessario para obter 80% ou mais de
crescimento celular, trocando o meio quando o mesmo apresentava mudanca de
coloracéao (réseo-laranja para amarelo).

Apds o crescimento e expansao das células, foi preparada a solugéao estoque
(5 x 10° de células/ mL) em meio RPMI completo, conforme descrito anteriormente.
Para o preparo da solugcdo estoque, o meio de cultura foi descartado e as células
foram desprendidas do frasco de cultura celular por raspagem com auxilio do
suporte plastico (cell scraper), em seguida, foram adicionados aproximadamente 20
mL de meio RPMI completo para a homogeneizagdo. A solucao foi centrifugada a
1300 rpm por 07 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se novamente
aproximadamente 20 mL de meio RPMI completo para a homogeneizagdo em
vortex.

Para a quantificagdo das células, as mesmas foram diluidas 20x em azul de
tripan. E uma aliquota de 10 pL foi adicionada a camera de Newbauer para a
contagem. Apods a devida diluicdo de forma a obter uma solugdo com 5 x 10°
células/mL de meio RPMI, foram pipetados 100 yL da mesma em cada poco da
placa de cultura de 96 pocos estéril. A placa foi incubada em estufa de CO, por 24
horas para que as células aderissem na mesma. Apds esse periodo, o meio foi

retirado e as placas foram lavadas com meio RPMI sem fenol completo.

4 4.2 Citotoxicidade em células RAW - Método Sulforodamina B

Apo6s o cultivo e o plagueamento das células, conforme descrito no item
anterior, foram adicionados 200 uL do hidrogel contendo os extratos, previamente
solubilizados em meio RPMI, nas concentra¢des de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30,
20, 10, 5 e 2,5%, em quadruplicata, as placas de cultura. A formulagdo branco

também foi avaliada nas mesmas concentracoes.
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Como a formulagao é composta por 1% de extrato etandlico bruto de Protium
spruceanum e 0,65% de extrato etandlico bruto de Melaleuca leucadendron, os
extratos livres (ndo incorporados a formulagdao) também foram submetidos ao
ensaio. Para isso, foi preparada uma solugéo contendo a associagao dos extratos de
P. spruceanum e M. leucadendron nas mesmas proporcdes presentes na formulacao
(P. spruceanum a 1% + M. leucadendron a 0,65%). Inicialmente, os extratos foram
solubilizados em DMSO e, em seguida, diluidos em meio RPMI até obter uma
solugéo final contendo 1% de P. spruceanum e 0,65% de M. leucadendron. Essa
solucao foi avaliada nas concentragdes de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10,5 e
2,5%, sendo distribuida em quadruplicata nas placas.

Apos a adicdo das amostras, as placas foram incubadas por 24, 48 e 72
horas. Ao término de cada periodo de incubacédo, o meio foi removido e 0s pogos
foram lavados duas vezes com PBS (pH 7,2). Em seguida, as células foram fixadas
com 100 uL de acido tricloroacético a 20%, previamente resfriado, permanecendo
por 1 hora a 4 °C. Apds esse periodo, as placas foram lavadas com agua destilada e
deixadas secar.

Posteriormente, as células fixadas foram coradas com 40 pL de
Sulforodamina B (SRB) a 0,1%, preparada em &cido acético a 1%, durante 30
minutos. Em seguida, o excesso de corante foi removido por meio de lavagens com
acido acético a 1%, e as placas foram novamente secas. Para a solubilizagdo do
corante ligado as proteinas celulares, foram adicionados 200 pyL de tampéao Tris 10
mM (pH 10,5), mantendo-se as placas ao abrigo da luz por aproximadamente 30
minutos, em temperatura ambiente. Ao final desse periodo, a absorbancia foi
determinada em leitor de microplacas a 490 nm, e os resultados foram expressos
como porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao grupo controle (células nao

tratadas), conforme descrito por Skehan et al. (1990).

4.4.3 Quantificagao de 6xido nitrico

A produgcao de oxido nitrico (NO) foi avaliada em culturas de macrofagos
murinos RAW 264.7. As concentracdes empregadas nesse ensaio (1,0; 0,5; 0,25 e
0,125%) foram estabelecidas a partir dos resultados obtidos no teste de

citotoxicidade, sendo selecionadas concentracdes inferiores ao menor valor de CCso
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determinado, a fim de evitar que possiveis alteragdes na producao de NO fossem
decorrentes da reducao da viabilidade celular.

Apods o cultivo e o plagueamento das células, conforme descrito no item 4.4.1,
o0 meio de cultura foi cuidadosamente removido e cada pogo recebeu 100 pL das
amostras correspondentes a F-EEBPM (formulagcédo de extrato etandlico bruto de P.
spruceanum e M. leucadendron e a FB-EEBPM (formulagdo branco de extrato
etandlico de P. spruceanum e M. leucadendron), nas concentragcbes previamente
definidas. Em seguida, foram adicionados 100 pL de uma solugéo de LPS (5 pyg/mL)
e IFN-y (100 ng/mL), preparada em meio RPMI. As placas foram mantidas em
incubacgao por 24, 48 e 72 horas. Ao final de cada periodo, os sobrenadantes foram
coletados e armazenados a -80 °C até a realizagao das analises.

A determinacao da concentracdo de NO foi realizada pelo método de Griess,
que permite a quantificacdo indireta dessa molécula por meio da deteccdo de seus
metabdlitos estaveis, nitrato (NOs") e nitrito (NO.") (GREEN et al., 1982). O reagente
de Griess foi preparado pela mistura, na propor¢cao de 1:1, de uma solugédo de
sulfanilamida a 1% em &acido fosférico a 2,5% com uma solugao de naftilenodiamina
a 0,1% preparada em agua. Para a construgdo da curva padrao foi utilizada uma
solugéo de nitrito de sddio (NaNO-; Sigma®), preparada em concentragdes variando
de 0,500 a 0,00024 nmol/mL por meio de diluigbes seriadas.

Para a reacao, foram transferidos 50 uL das amostras e das solu¢des padrao
para placas de 96 pogos, aos quais foram adicionados 50 uL do reagente de Griess.
Apdés incubagdo por 10 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm em espectrofotdmetro. Todas as
analises foram conduzidas em quadruplicata, e os valores de concentragcdo de NO
foram calculados utilizando a equacgdo da reta gerada pela analise de regresséo

linear dos dados obtidos na curva padréo.

4.4.4 Quantificagao de citocinas

Apods o cultivo celular e plagueamento de macréfagos murinos RAW 264.7
realizados conforme descrito no item 4.4.1, o meio de cultura foi retirado e foram
adicionados 100 uL das amostras EEBP + EEBM (extratos livres de P. spruceanum
e M. leucadendron), F-EEBPM (formulacédo de extrato etandlico bruto de P

spruceanum e M. leucadendron e FB-EEBPM (formulagdo branco de extrato
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etandlico de P. spruceanum e M. leucadendron) na concentragdo de 1%. Em
seguida, foram adicionados 100 pL de solugdo de LPS (Sigma - Aldriche) (5 pg/mL)
com IFN-y (BD Opteiae) (100 ng/mL) em RPMI e as placas foram incubadas por 24h,
48h e 72h. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para dosagem de
citocinas.

A quantificagdo dos niveis de citocinas foi realizada pela técnica de
Cytometric Bead Array (BD Biosciences) utilizando o Cytometric Bead Array (CBA)
Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine kit que permite a quantificagdo das proteinas
interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10),
Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interferongama (IFN-y) e interleucina 17A (IL-17A).
Esse kit fornece sete populagdes de microesferas com intensidades de fluorescéncia
distintas, revestidas com anticorpos de captura especificos para cada citocina. Os
experimentos foram realizados de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Células néao tratadas e estimuladas foram usadas como controle negativo.

Inicialmente, foram preparados os padrdes de citocinas por meio de diluicdes
seriadas, conforme as instrugdes do fabricante, para obtengdo da curva padrdo. Em
seguida, as microesferas de captura (beads) foram homogeneizadas.
Posteriormente, foram adicionados, em cada pogco da placa, 21 yL da mistura de
microesferas, 25 yL do sobrenadante de cada amostra e 17 pyL do reagente de
deteccao conjugado a ficoeritrina (PE). A placa foi protegida da luz e incubada por 3
horas, a temperatura ambiente, sob agitagcdo continua em vértex. Apos a incubagéo,
foi adicionado 160 uL de tampdo de lavagem (Wash Buffer), seguido de
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e o pellet foi ressuspendido em 200 yL de tampéao de lavagem. As
amostras foram analisadas em citbmetro de fluxo, e os dados obtidos foram
processados por meio do software FCAP Array V3. As concentragdes das citocinas
foram determinadas pela intensidade da fluorescéncia emitida, em comparagao com

a curva padrao.
4.5 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA), sendo as diferencas

consideradas significativas quando os valores de p foram inferiores a 0,05 (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da formulacéao

A avaliacdo macroscopica das formulacbes permitiu verificar suas
caracteristicas organolépticas quanto a cor, aparéncia e odor. A formulagdo branco
(FB-EEBPM) apresentou coloragao transparente, enquanto a formulagao contendo
os extratos (F-EEBPM) apresentou coloragédo verde-escura. Ambas as formulagbes
apresentaram aspecto homogéneo, consisténcia de gel, auséncia de separagao de
fases e de particulas visiveis. Em relagado ao odor, nao foi observada a presencga de
odor caracteristico marcante em nenhuma das formulagdes.

Os valores de pH das formulacbes FB-EEBPM e F-EEBPM estéo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de pH das formulagbes FB-EEBPM e F-EEBPM expressos como média *
desvio padrao.

Formulagao pH
FB-EEBPM 7,23+0,15
F-EEBPM 5,83 £ 0,06

A caracterizagao fisico-quimica das formulacdes foi complementada pela
determinacdo do DHMP, do PDI e do potencial zeta. Os resultados obtidos para

esses parametros encontram-se apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: DHMP, PDI e potencial zeta da formulacido branco e da formulagdo contendo os
extratos de M. leucadendron e P. spruceanum.

DHMP(nm) PDI Potencial zeta (mV)

F-EEBPM 2459 + 44 97 0,476 £ 0,13 -11,56+ 0,32

FB-EEBPM 503,7 £ 20,2 0,550 + 0,02 -8,68 + 0,58
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5.2 Citotoxicidade em células RAW

Os valores de concentragao citotoxica para 50% das células (CCso) obtidos
para os extratos livres (EEBP+EEBM), formulagdo (F-EEBPM) e formulagédo branco

(FB-EEBPM) encontram-se apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Estimativas de CCs dos extratos livres (EEBP + EEBM), formulagdo contendo
extratos (F-EEBPM) e formulacdo branco (FB-EEBPM) obtidas a partir do ajuste ndo

linear.

Tempo de (EEBP +EEBM) F-EEBPM FB-EEBPM
analise (%) (%) (%)

24h 122,3*# 91,07*# 249,4*#
48h 1,823 1,185 17,47
72h 1,150 1,356 2,704

CCsq: concentragao citotéxica para 50% das células. *Diferenga significativa em relagao aos
tempos de anadlise 48h e 72h, dentro do mesmo grupo experimental; # Diferenca
significativa em relagdo aos demais grupos experimentais no tempo de analise 24h.

Ao analisar os resultados, observa-se que a menor citotoxicidade ocorreu em
24 horas de exposigao para todos os tratamentos, uma vez que os valores de CCso
foram significativamente maiores quando comparados aos obtidos em 48 e 72 horas.

Na analise realizada apds 24 horas de exposi¢ao, o EEBP+EEBM apresentou
CCso de 122,3%, valor significativamente maior que o observado para a F-EEBPM,
cujo CCso foi de 91,07%. A FB-EEBPM apresentou CCs de 249,4%, sendo
significativamente superior aos valores obtidos para o EEBP+EEBM e para a
F-EEBPM.

Apds 48 horas de exposicao, os valores de CCs foram de 1,823% para o
EEBP+EEBM, 1,185% para a F-EEBPM e 17,47% para a FB-EEBPM. Em 72 horas,
os valores encontrados foram de 1,150%, 1,356% e 2,704%, respectivamente. Além
disso, ndo foram observadas diferengas significativas entre os valores de CCso

obtidos em 48 e 72 horas para nenhum dos grupos experimentais.
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5.3 Quantificagao de 6xido nitrico

Para esta avaliacdo foram utilizadas as concentragdes de 1,0; 0,5; 0,25 e
0,125%, definidas com base no ensaio de citotoxicidade, considerando que a menor
concentragdo citotoxica (CCs)) obtida foi de 1,150%. Dessa forma, foram
selecionadas concentragdoes inferiores a esse valor para a realizacdo dos
experimentos.

A quantificagao indireta da producéo de 6xido nitrico (NO) em sobrenadantes
de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y e tratados com a
F-EEBPM ou com a FB-EEBPM, nos tempos de 24, 48 e 72 horas, foi expressa

como porcentagem meédia de inibicdo da producdo de NO em relagdo ao grupo
controle (Figura 4).

Figura 4: Quantificacdo indireta da produgédo de oxido nitrico em macréfagos RAW 264.7
tratados com F-EEBPM ou com FB-EEBPM.

24h 48h 72h

Nitrito (nmol/L)
-
1
Nitrito (nmol/L)
-
1
Nitrito (nmol/L)

LPS+IFN' 1 0,5 0,25 0,125 LPSHIFN' ] 0,5 0,25 0,125

LPS*IFN* 1 0,5 0,25 0,125
Concentragdo (%) Concentragdo (%)

Concentragdo (%)

B F-EEBPM [ FB-EEBPM

Os resultados s&o apresentados como média * erro padrao. *p < 0,05 em relagéo ao grupo
controle (células estimuladas com LPS + IFN-y e ndo tratadas).

Conforme apresentado na Figura 4, o tratamento com a F-EEBPM promoveu
reducao significativa da producdo de 6xido nitrico (NO) em todas as concentragdes
avaliadas nos tempos de 24 e 48 horas e na maior parte das concentragdes apods 72
horas, quando comparado ao grupo controle. Observou-se ainda um efeito
dependente da concentracdo, de modo que concentragcbes mais elevadas da
formulagcdo promoveram maior reducido da produgao de NO, sendo o tratamento na
concentracdo de 1% o que apresentou o efeito mais pronunciado. Entretanto, apos

72 horas de incubacdo, a menor concentragcdo avaliada (0,125%) n&o reduziu
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significativamente a produgdo de NO em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, a
formulagdo branco ndo promoveu redugédo significativa da producédo de NO em

relagdo ao grupo controle em nenhum dos tempos experimentais.

5.4 Quantificacdo de citocinas

A quantificagdo das citocinas IL-2, IL-4 e IL-17 no sobrenadante nao resultou
em quantidades detectaveis. O resultado da quantificacdo de IL-10, IL-6, IFN-y e
TNF em sobrenadante de macréfagos RAW estimulados com LPS+IFN-y estdo

apresentados na figura 5.

Figura 5: Quantificagéo de (A)IL-10, (B)IL-6, (C)IFN-y e (D)TNF em sobrenadante de cultura
de macréfagos RAW estimulados com LPS+IFN-y e tratados com EEBP+EEBM, F-EEBPM
e FB-EEBPM.
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*indica diferenga significativa (p < 0,05) em relagcdo ao grupo controle, macrofagos
estimulados e nao tratados (LPS*+IFN-y*).#indica diferenca significativa (p < 0,05) em
relacdo ao grupo tratado com EEBP+EEBM Os valores foram expressos como média * erro.
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A producgao da citocina IL-10 pelos macrofagos do grupo controle apresentou
aumento progressivo ao longo dos tempos de avaliagcao (Figura 5(A)). No tempo de
24h, nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais.
Em contraste, nos tempos de 48 e 72h, tanto o tratamento com EEBP+EEBM quanto
com a F-EEBPM promoveram redugéo significativa na produgéo de IL-10 em relagéo
ao grupo controle. Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre a
F-EEBPM e o EEBP+EEBM nesses periodos. Por outro lado, o tratamento com a
formulagdo branco (FB-EEBPM) n&o promoveu alteragdes significativas nos niveis
de IL-10 em relagdo ao grupo controle em nenhum dos tempos avaliados.

A produgéo da citocina IL-6 pelos macrofagos do grupo controle apresentou
aumento ao longo dos tempos de avaliagao (Figura 5(B)). No tempo de 24h, apenas
o tratamento com a F-EEBPM promoveu reducgéo significativa da producéo de IL-6
em relagdo ao grupo controle. Os tratamentos com EEBP+EEBM e FB-EEBPM né&o
apresentaram diferengas significativas nesse mesmo periodo. Em 48h, os
tratamentos com EEBP+EEBM e com a F-EEBPM promoveram redugao
significativa na produgao de IL-6 em relagdo ao grupo controle. Além disso, nesse
periodo, a F-EEBPM apresentou reducgado significativamente maior na producéo
dessa citocina quando comparada ao EEBP+EEBM. No tempo de 72h, ambos os
tratamentos mantiveram a reducéao significativa da producéo de IL-6 em relagao ao
grupo controle. Além disso, a F-EEBPM apresentou redugao significativamente
maior na producdo dessa citocina quando comparada ao EEBP+EEBM. Em
contrapartida, o tratamento com a FB-EEBPM nao promoveu alteraces
significativas na producao de IL-6 em nenhum dos tempos avaliados.

A producdo de IFN-y pelos macréfagos do grupo controle manteve-se
praticamente constante ao longo dos tempos de avaliacao (Figura 5(C)). Da mesma
forma, os tratamentos com EEBP+EEBM, com a F-EEBPM e com a FB-EEBPM nao
promoveram alteragdes significativas na produgdo dessa citocina em nenhum dos
tempos analisados.

A producgao de TNF pelos macréfagos do grupo controle apresentou aumento
entre 24 e 48 horas, mantendo-se elevada em 72 horas (Figura 5(D)). No tempo de
24h, apenas o tratamento com a F-EEBPM promoveu reducgéo significativa da
producao de TNF em relagédo ao grupo controle. Além disso, a F-EEBPM apresentou
niveis significativamente menores dessa citocina quando comparada ao
EEBP+EEBM. Em 48h, esse efeito foi mantido, com a F-EEBPM promovendo
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reducao significativa da producao de TNF em relacdo ao grupo controle e diferencga
significativa em comparacédo ao EEBP+EEBM. Apés 72h de tratamento, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os grupos experimentais. O tratamento
com EEBP+EEBM e com a FB-EEBPM nao promoveu alteragdes significativas nos
niveis de TNF quando comparados ao grupo controle em nenhum dos tempos

avaliados.

6 DISCUSSAO

A coloragcdo verde-escura observada na formulagdo contendo os extratos
(F-EEBPM) esta associada a presenga de compostos bioativos naturais presentes
no extrato vegetal incorporado. Em contrapartida, a formulagéo branco (FB-EEBPM)
manteve aspecto transparente, uma vez que nao contém os extratos em sua
composi¢cdo. A homogeneidade observada em ambas as formulagdes, evidenciada
pela auséncia de separagdo de fases e de particulas visiveis, sugere boa
compatibilidade entre os excipientes e o sistema desenvolvido. Quanto ao odor, a
auséncia de caracteristicas olfativas marcantes é um aspecto desejavel em
formulagdes topicas, uma vez que contribui para maior aceitabilidade pelo usuario.

O pH da F-EEBPM foi de 5,83, valor que se encontra dentro da faixa
dermatologicamente aceitavel para formulagdes de aplicacdo topica (4,5-8,0),
sugerindo boa compatibilidade cutanea e baixo potencial de irritagdo, conforme
descrito por Rosca et al. (2025). Além disso, esse valor € muito proximo ao pH
fisiologico da pele integra, que varia entre 4,1 e 5,8, condigado considerada essencial
para a manutencdo da integridade da barreira cutanea e para a prevengao da
proliferagdo microbiana (DERWIN et al., 2022). De acordo com esses autores, a
elevagcao do pH no leito da ferida esta associada ao comprometimento da barreira
protetora da pele, maior suscetibilidade a infecgdes, prolongamento da resposta
inflamatdria e atraso no processo de cicatrizagdo. Dessa forma, o pH obtido para a
formulacao indica sua adequacao para aplicagao topica, além de contribuir para um
ambiente favoravel ao reparo tecidual. Em contrapartida, a FB-EEBPM apresentou
pH de 7,23, embora ainda dentro da faixa considerada aceitavel para formulacoes
topicas, esse valor encontra-se acima do pH fisiolégico da pele integra. Sabe-se que
um ambiente mais alcalino prejudica o processo cicatricial. Desse modo, a

incorporagao do extrato vegetal parece ter contribuido para o ajuste do pH da
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formulacdo para valores mais préoximos das condigdes fisioldgicas da pele, o que
representa uma caracteristica favoravel para sua aplicagao topica.

Em relacdo a caracterizacdo, a F-EEBPM apresentou DHMP de 2459 +
44,97 nm, permanecendo dentro da faixa descrita para hidrogéis poliméricos
nanoestruturados (nanogéis) destinados a aplicagdo topica. Embora a definigao
classica da IUPAC considere formulagdes nanoestruturadas como particulas com
diametro inferior a 100 nm, Ferozekhan, Umashankar e Narayanasamy (2024) e
Siafaka et al. (2023) destacam que, no contexto farmacéutico, sistemas com
tamanho de particula variando de 1 a 1000 nm também sdo amplamente aceitos
como nanogéis, desde que apresentem uma rede polimérica tridimensional e
mantenham suas caracteristicas estruturais e funcionais. Dessa forma, o tamanho
de particula obtido neste estudo corrobora a classificagdo da formulacdo como um
hidrogel polimérico nanoestruturado para aplicagéo cutanea. Além disso, a reducgao
do DHMP observada apds a incorporagdo do extrato vegetal sugere que sua
presenga nao comprometeu a organizagado nanoestruturada do sistema, podendo,
inclusive, ter favorecido uma organizacdo mais compacta da rede polimérica.

Os valores de DHMP observados podem ser explicados pelo comportamento
dindmico caracteristico dos sistemas a base de poloxamer. Esses copolimeros
anfifilicos sdo constituidos por blocos hidrofilicos de poli(éxido de etileno) (PEO) e
blocos hidrofobicos de poli(6xido de propileno) (PPO), apresentando capacidade de
auto-organizacdo dependente da temperatura. Com o aumento da temperatura,
ocorre a desolvatagdo dos segmentos de PPO, reduzindo sua hidratacéo pelo meio
aquoso e favorecendo a associagao entre as regides hidrofobicas. Esse processo
leva a formacao de micelas poliméricas que, por sua vez, interagem entre si,
formando uma rede tridimensional altamente hidratada. Dessa forma, o diametro
hidrodindmico determinado por espalhamento dindmico de luz corresponde as
estruturas micelares hidratadas e aos seus agregados organizados, justificando a
obtencao de valores de DHMP na faixa observada neste estudo (BONACUCINA et
al., 2007; WHITE; CALABRESE, 2022).

O potencial zeta € um pardmetro amplamente utilizado para avaliar a
estabilidade de sistemas coloidais, pois representa a carga elétrica superficial das
particulas dispersas. Em geral, valores absolutos superiores a 30 mV sao

considerados indicativos de elevada estabilidade eletrostatica, uma vez que
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promovem maior repulsdo entre as particulas e reduzem a tendéncia a agregacgao
(MANAIA, et al., 2017).

Embora os valores de potencial zeta obtidos sejam inferiores ao limite classico
de £30 mV, isso ndo implica, necessariamente, baixa estabilidade da formulagéo.
Em sistemas poliméricos, como hidrogéis nanoestruturados a base de poloxamer, a
estabilidade ndo depende exclusivamente da repulsio eletrostatica, mas também da
estabilizacdo estérica promovida pelas cadeias poliméricas hidratadas. Esse
mecanismo forma uma barreira fisica ao redor das particulas, reduzindo sua
aproximagdo e, consequentemente, a agregagao, permitindo que formulacdes
apresentem adequada estabilidade fisica mesmo com baixos valores de potencial
zeta (BODRATTI; ALEXANDRIDIS, 2018; FACHINETTI et al., 2018).

A proximidade entre os valores de potencial zeta da FB-EEBPM e da
F-EEBPM, indica que a matriz polimérica exerce importante influéncia sobre as
caracteristicas superficiais do sistema. Entretanto, o valor mais negativo observado
na F-EEBPM pode estar relacionado a presenca de compostos presentes em M.
leucadendron e P. spruceanum, como compostos fendlicos, que podem interagir com
a superficie das particulas e modificar sua carga superficial.

Assim, embora os valores obtidos estejam abaixo do limite geralmente
associado a estabilidade eletrostatica, a estabilidade da nanoformulagdo pode ser
favorecida pela agédo conjunta do poloxamer, por meio da estabilizagao estérica, e
pelas interagdes dos constituintes dos extratos com a matriz polimérica.

O PDI é um parametro utilizado para avaliar a homogeneidade da distribuigao
do tamanho das particulas em uma disperséao. Esse indice varia de 0 a 1, sendo que
valores proximos de 0 indicam sistemas monodispersos, caracterizados por uma
distribuicao uniforme do tamanho das particulas, enquanto valores proximos de 1
refletem sistemas altamente polidispersos, com multiplas populagdes de particulas
de diferentes dimensdes. De modo geral, valores de PDI < 0,3 sdo considerados
indicativos de uma distribuicdo de tamanho homogénea, enquanto valores de até 0,5
também s&o amplamente aceitos (DANAEI et al., 2018; RODRIGUES et al., 2022).

No presente estudo, a FB-EEBPM apresentou PDI de 0,550 + 0,02, enquanto
a F-EEBPM apresentou PDI de 0,476 + 0,13. Embora o valor obtido para a
FB-EEBPM tenha sido discretamente superior a 0,5, ambos os resultados sao
compativeis com a faixa geralmente aceita para sistemas nanoestruturados

poliméricos. Além disso, a redugdo do PDI observada na F-EEBPM sugere que a
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incorporagdo dos extratos vegetais pode ter contribuido para uma distribuicdo de
tamanho de particulas mais homogénea, possivelmente em decorréncia de
interacbes entre os compostos bioativos € a matriz polimérica, favorecendo uma
organizagdo mais uniforme do sistema.

Em relagdo a citotoxicidade, para o estudo foi utilizada a linhagem celular
RAW 264.7, derivada de macréfagos murinos. Essa linhagem foi escolhida pois
desempenha um papel importante nos mecanismos associados ao sistema
imunoldgico, dentre eles a secregcdo de NO, molécula abordada no item posterior
(KETHA et al., 2018; JEONG et al., 2024).

Foi utilizado o ensaio de SRB pois o0 mesmo € amplamente utilizado para
avaliar citotoxicidade e proliferagdo celular in vitro, baseado na quantificacdo de
proteinas celulares totais como parametro de viabilidade, onde, o corante SRB se
liga eletricamente a por¢cdo basica dos residuos de aminoacidos das proteinas
fixadas. Através deste ensaio, € possivel comparar diferentes tratamentos e
estabelecer niveis de citotoxicidade (GAVANJI et al., 2023).

Até o momento ndo existem estudos na literatura que abordem sobre a
existéncia de hidrogel polimérico composto pelos extratos etandlico bruto de P.
spruceanum e M. leucadendron. Por ser uma formulacio inédita, o primeiro teste
bioldgico realizado foi o de citotoxicidade com o objetivo de conhecer a CCs,, ou
seja, a concentragdao da formulacdo que reduz a viabilidade celular em 50%. Esta
determinacao € importante para se conhecer, dentre outros fatores, a aplicabilidade
prévia da formulacao, até que ponto a mesma é toxica para as células em teste.

Os maiores valores de CCso observados em 24 horas indicam que esse foi 0
periodo de menor citotoxicidade para todos os tratamentos. Neste contexto, é
importante ressaltar que 24h é o menor tempo de exposi¢cédo testado, nos demais
tempos, 48 e 72 h, as amostras permanecem no meio. Sendo assim, é provavel que
0 maior tempo de exposicdo tenha favorecido o acumulo de danos celulares,
resultando em aumento da citotoxicidade.

Neste estudo, ndo foram realizados testes para verificar os possiveis
mecanismos de toxicidade das amostras testadas. Entretanto, na literatura é
possivel verificar que muitas substancias ndo causam morte celular imediata, mas
iniciam processos de dano mitocondrial, bloqueio do ciclo celular ou ativacdo de
apoptose com o tempo. A medida que a exposicdo aos compostos passa por mais

ciclos celulares, ha maior probabilidade de que os danos acumulados interfiram em
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pontos de checagem do ciclo, aumentando apoptose ou necrose (LARSSON et al.,
2020; ABEDI et al., 2024).

Por outro lado, a auséncia de diferenga significativa entre os valores de CCso
obtidos em 48 e 72 horas sugere que, a partir de 48 horas, as amostras atingiram
um platé de toxicidade, sugerindo que prolongar a exposi¢do ndo aumenta o dano
de forma significativa além desse ponto. Uma hipotese é que em 48h a maioria das
células suscetiveis ja sao eliminadas, restando apenas uma fragdo de células mais
resistentes ou adaptadas ao tratamento, de modo que a exposigao por 72h nao leva
ao aumento da morte celular (MARTELLI et al., 2009; BLOIS et al., 2011).

Além do hidrogel contendo os extratos, foi avaliada a citotoxicidade dos
extratos livres nas mesmas concentragdes presentes na formulacdo. Apenas na
analise realizada em 24h de exposicao, foi observado que o CCs da F-EEBPM foi
significativamente menor que o observado para o EEBP+EEBM, indicando maior
citotoxicidade da formulagdo nesse periodo. Esse resultado sugere que a
incorporagcao dos extratos ao sistema nanoestruturado pode ter contribuido para a
diminuicdo da viabilidade celular, possivelmente em decorréncia do aumento da
disponibilidade dos compostos bioativos no meio. Sistemas nanoestruturados, como
a formulagdo em estudo permitem a melhoria da solubilidade dos ativos, tornando-os
mais disponiveis no meio o que pode ter contribuido para este aumento de
toxicidade observado em 24h (LIU et al., 2024; ZHUO et al., 2024).

A FB-EEBPM, constituida por todos os ingredientes que compdem a
formulagcdo, com excecao dos extratos, apresentou baixa citotoxicidade inicial,
indicando que a base da formulagao, isoladamente, exerceu reduzido efeito sobre a
viabilidade celular apos 24 horas de exposi¢cédo. No entanto, a diminuigao dos valores
de CCs nos tempos de exposigdo subsequentes sugere que os componentes da
formulagcdo néo séo inertes, ou seja, também podem contribuir para a redugéo da
viabilidade celular quando mantidos em contato com as células por periodos mais
prolongados. Apesar disso, a auséncia de diferencas significativas entre a F-EEBPM
e o EEBP+EEBM apds 48 e 72 horas indica que a incorporagao dos extratos ao
hidrogel ndo alterou a atividade citotoxica observada para os extratos livres nesses
tempos de exposicao.

O oxido nitrico (NO) é um importante mediador da resposta inflamatdria
produzido principalmente por macréfagos ativados. No presente estudo, as células

RAW 264.7 foram estimuladas com LPS e IFN-y, combinagcdo amplamente utilizada
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para induzir um fendtipo pro-inflamatério. Essa estimulagdo promove a ativagédo das
vias de sinalizacdo NF-kB e MAPK, culminando na expressdao da enzima o6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e no aumento da produgao de NO, além da secrecao
de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e IL-18 (KETHA et al., 2018;
JEONG et al., 2024).

O NO desempenha um papel essencial na cicatrizacdo de feridas,
participando da regulacdo da homeostase vascular, da resposta inflamatéria e da
defesa antimicrobiana. Apos a lesdo tecidual, esse mediador contribui para a
manutencdo da homeostase vascular ao inibir a adesao plaquetaria ao endotélio.
Entretanto, sua inativacdo por espécies reativas de oxigénio liberadas pela
vasculatura danificada favorece a agregacao plaquetaria e a formacgéo do coagulo,
etapa fundamental para conter o sangramento inicial. Na fase inflamatoria, atua
como um importante modulador da resposta imune, regulando a producdo de
citocinas inflamatdrias, a migracdo e a adesdao de neutrofilos ao endotélio, o
recrutamento de leucdcitos e a atividade de metaloproteinases de matriz (MMPs),
processos indispensaveis para o controle da inflamacao e o inicio do reparo tecidual.
Além disso, o NO apresenta importante atividade antimicrobiana, promovendo a
eliminacdo de microrganismos por meio da formacdo de espécies reativas de
nitrogénio, capazes de promover danos ao DNA e as membranas de
microrganismos, 0 que reduz a carga bacteriana e favorece o reparo tecidual
(MALONE-POVOLNY; MALONEY; SCHOENFISCH, 2019).

Entretanto, embora desempenhe funcdes fisioldgicas essenciais, sua
producao exacerbada durante processos inflamatoérios pode tornar-se prejudicial. Em
concentracdes elevadas, esse mediador reage rapidamente com espécies reativas
de oxigénio, especialmente o anion superoxido, formando peroxinitrito (ONOO"),
uma espécie altamente reativa capaz de promover oxidacao e nitracdo de proteinas,
lipidios e DNA. Como consequéncia, ocorre intensificacdo do estresse nitrosativo,
perpetuacdo da resposta inflamatéria e comprometimento do reparo tecidual
(SONEJA; DREWS; MALINSKI, 2005; PEREZ DE LA LASTRA et al., 2022; MAN et
al., 2022; LUNDBERG; WEITZBERG, 2022).

Diante desse contexto, a identificagdo de substancias capazes de modular a
producao de NO representa uma estratégia promissora para o controle da resposta
inflamat6ria. Embora os anti-inflamatorios n&do esteroidais (AINEs) sejam

amplamente utilizados no tratamento de processos inflamatérios, seu principal
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mecanismo de agao consiste na inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX) e da
sintese de prostaglandinas, ndo atuando diretamente sobre a producdo de NO
(BRUNTON; KNOLLMANN, 2024). Por outro lado, os corticosteroides podem reduzir
a expressdo da Oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e, consequentemente, a
producdo de NO. Entretanto, seu uso prolongado esta associado a importantes
efeitos adversos sistémicos (MATSUMURA et al., 2001; RICE et al., 2017). Nesse
cenario, produtos naturais capazes de modular esse mediador inflamatério surgem
como alternativas promissoras para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas.

No presente estudo, a F-EEBPM promoveu redugéo significativa da produgao
NO na maior parte das concentracbes avaliadas, ao longo dos trés tempos
experimentais, quando comparada ao grupo controle. Em contrapartida, a
formulagdo branco ndo promoveu redugéao significativa da produgdo desse mediador
em nenhum dos tempos avaliados. Esses resultados indicam que a atividade
observada esta relacionada aos compostos bioativos presentes nos extratos
vegetais, e ndo aos componentes da base da formulagao, reforcando o potencial
anti-inflamatério da formulacéo desenvolvida.

Além disso, a inibicdo da producdo de NO apresentou comportamento
dose-dependente, evidenciado pela maior reducéo desse mediador inflamatério com
o0 aumento da concentracdo da F-EEBPM. Esse resultado sugere que a quantidade
de compostos bioativos presentes exerce influéncia direta sobre a capacidade da
formulacdo em modular a resposta inflamatéria. Embora a menor concentracéo
avaliada (0,125%) tenha promovido reducado significativa da produ¢cdo de NO nos
tempos de 24 e 48 horas, esse efeito ndo foi observado apds 72 horas de
incubacgao, indicando que, nesse periodo, a quantidade de compostos bioativos
disponivel pode nao ter sido suficiente para manter a modulagao da produgao desse
mediador. De modo geral, os achados obtidos reforcam o potencial da formulagao
desenvolvida como agente modulador da inflamacgao e a relevancia da continuidade
dos estudos com a mesma. Entre as concentragcdes testadas, a de 1% foi
selecionada para o ensaio de quantificacdo de citocinas por apresentar a maior
capacidade de redugao da producédo de NO, representando a concentragdo com
melhor desempenho na modulagdo desse mediador.

Em relagdo a quantificagdo de citocinas, a auséncia de niveis detectaveis de

IL-2, IL-4 e IL-17 no sobrenadante pode ser atribuida as caracteristicas do modelo
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experimental utilizado, uma vez que essas citocinas ndo integram o perfil secretorio
classico de macréfagos ativados, os quais produzem predominantemente
mediadores como TNF, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12 (LI et al., 2018; CIOCE et al., 2024).
Dessa forma, a auséncia de niveis detectaveis dessas citocinas esta de acordo com
o perfil de citocinas esperado para macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e
IFN-y.

A produgao de IL-6 apresentou aumento progressivo no grupo controle ao
longo dos tempos avaliados, indicando uma resposta pro-inflamatoria persistente
dos macrofagos frente ao estimulo utilizado. A IL-6 é uma citocina multifuncional
envolvida tanto na ativagéo da resposta inflamatdria inicial quanto na regulacao de
eventos associados ao reparo tecidual, como angiogénese, reepitelizacdo e
formagao de tecido de granulagao (MAHMOUD et al., 2024). Entretanto, a produgéo
excessiva e prolongada dessa citocina pode contribuir para a manutencdo de um
microambiente inflamatoério, prejudicando a transicdo adequada para as fases
posteriores da cicatrizacdo (JOHNSON et al., 2020).

Nesse contexto, o tratamento com a F-EEBPM promoveu reducgao
significativa da produgao de IL-6 nos tempos de 24, 48 e 72 horas em comparagao
ao grupo controle, enquanto a FB-EEBPM né&o apresentou efeito significativo. Esse
resultado sugere que os compostos bioativos presentes nos extratos vegetais foram
responsaveis pela modulagdo da resposta inflamatéria observada, uma vez que a
auséncia de alteragbes promovidas pela formulacdo sem extratos indica que o
sistema de liberacdo isoladamente ndo foi suficiente para interferir na producao
dessa citocina.

Embora a F-EEBPM tenha promovido reducgao significativa da produgao de
IL-6 em relacdo ao grupo controle no tempo de 24 horas, ndo foi observada
diferenca significativa quando comparada ao EEBP+EEBM nesse periodo. Esse
achado sugere que os extratos livres ja foram suficientes para modular a produgao
de IL-6 nas primeiras horas de exposi¢ao. Entretanto, nos tempos de 48 e 72 horas,
a F-EEBPM apresentou reducéo significativamente maior dos niveis dessa citocina,
indicando que a nanoestruturagdo pode ter potencializado e prolongado a atividade
anti-inflamatéria dos extratos, possivelmente pela maior estabilidade dos compostos
bioativos e manutencao de sua disponibilidade ao longo do tempo.

A modulacdo da producdo de IL-6 promovida pela F-EEBPM pode estar

associada a capacidade dos compostos presentes nos extratos vegetais de regular a
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ativagdo dos macréfagos, reduzindo a producdo exacerbada de mediadores
inflamatdrios. Embora a IL-6 desempenhe fung¢des essenciais durante as etapas
iniciais da cicatrizacdo, sua expressao elevada e mantida por periodos prolongados
pode favorecer a persisténcia da resposta inflamatéria e interferir na transicao
adequada para as fases proliferativa e de remodelamento tecidual. Dessa forma, a
diminuicao observada nos grupos tratados n&o indica necessariamente prejuizo aos
processos reparativos mediados por essa citocina, mas pode representar um
mecanismo de controle da resposta inflamatéria, evitando a manutengdo de um
microambiente inflamatério excessivo.

Esse efeito torna-se ainda mais relevante quando analisado em conjunto com
a reducao da producdo de TNF observada apés o tratamento com a F-EEBPM. O
TNF-a € uma das principais citocinas envolvidas na fase inflamatoria inicial da
cicatrizagédo, sendo produzido por uma variedade de células, incluindo macrofagos
ativados. Essa citocina participa do recrutamento e ativagao de células inflamatérias,
estimula a producédo de outros mediadores inflamatérios, como a IL-6, e contribui
para eventos essenciais ao reparo, incluindo ativacdo celular, angiogénese e
promog¢ao da proliferagdo e migragcao de queratindcitos e fibroblastos, que sao vitais
para a reepitelizagao e formagéao de tecido de granulagao (MAHMOUD et al., 2024).

No entanto, os efeitos benéficos do TNF-a durante a fase inicial da
cicatrizacdo podem ser comprometidos quando sua expressdo ocorre de forma
excessiva ou prolongada. Niveis elevados dessa citocina podem favorecer a
manutencdo de um estado inflamatério persistente, prejudicando o equilibrio entre
as respostas pro-inflamatorias e reparativas. Esse desequilibrio pode resultar em
atraso no fechamento da ferida, comprometimento da regeneragcao tecidual e
alteragdes na deposicdo de componentes da matriz extracelular, incluindo o
colageno, essencial para a organizagdo e remodelamento do tecido em reparagao
(MAHMOUD et al., 2024).

Nesse contexto, a redugao da producado de TNF-a promovida pela F-EEBPM
nos tempos de 24 e 48 horas pode representar um mecanismo favoravel de
modulacdo da resposta inflamatéria, evitando a manutengdo excessiva desse
mediador sem comprometer a ativagao inicial necessaria ao reparo. Diferentemente
do observado para a IL-6, a F-EEBPM promoveu reducéao significativamente maior
da produgdo de TNF-a em comparagdo com o EEBP+ EEBM ja nas primeiras 24

horas de tratamento. Esse resultado pode estar relacionado ao fato de o TNF-a
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constituir uma das primeiras citocinas produzidas apos a ativagdo dos macrofagos,
atuando como mediador central da resposta inflamatéria inicial e estimulando a
producao de outros mediadores pro-inflamatoérios, incluindo a IL-6. Assim, a maior
eficiéncia da formulagdo em modular precocemente a producdo de TNF-a sugere
que a nanoestruturagao pode ter favorecido a agdo dos compostos bioativos sobre
esse mediador, uma vez que o TNF-a esta entre as primeiras citocinas produzidas
apos a ativacao dos macréfagos.

De acordo com Mahmoud et al. (2024), a persisténcia de niveis elevados de
TNF-a esta associada ao desenvolvimento de feridas de dificil cicatrizagao, como as
Ulceras diabéticas, nas quais a inflamagédo prolongada compromete a progressao
ordenada das fases do reparo tecidual. Dessa forma, a capacidade da F-EEBPM em
reduzir a produgdo de TNF-q, juntamente com a diminuigdo observada para IL-6,
sugere que a formulagdo pode favorecer um ambiente inflamatério mais equilibrado,
contribuindo para a resolucao da inflamacéao e posterior remodelamento tecidual.

A IL-10 é uma citocina imunorreguladora essencial para o controle da
resposta inflamatéria durante a cicatrizacdo. Essa citocina atua inibindo a producao
de mediadores pro-inflamatérios, como TNF-a, IL-1B e IL-6, contribuindo para a
resolucdo da inflamacao e favorecendo a transicao para as fases proliferativa e de
remodelamento tecidual. Além disso, a IL-10 estimula a migragao e a proliferacéao de
queratinécitos, favorecendo a reepitelizacao da ferida, e contribui para a organizagao
da matriz extracelular, desempenhando papel importante na reparacdo tecidual
(SUN et al., 2020; MAHMOUD et al., 2024).

A redugao da produgao de IL-10 apos o tratamento com a F-EEBPM deve ser
interpretada em conjunto com os demais mediadores inflamatérios avaliados. A
IL-10 € uma importante citocina reguladora da resposta imune, atuando na limitagao
da producéo de citocinas proé-inflamatorias e favorecendo a resolugao da inflamacgao.
De acordo com Saraiva e O'Garra (2010), sua producgao é frequentemente induzida
concomitantemente a producdo de citocinas pro-inflamatorias, desempenhando
papel central no controle da intensidade da resposta inflamatéria e na prevencao de
danos teciduais decorrentes de uma inflamagao exacerbada.

Desta forma, a diminuigdo dos niveis de IL-10 observada nos grupos tratados,
associada a redugao concomitante de IL-6 e TNF-a, sugere que o tratamento com a
F-EEBPM promoveu uma modulagdo da resposta inflamatéria dos macréfagos.

Assim, a menor produgéo de IL-10 pode refletir uma menor necessidade de ativagéo
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dos mecanismos regulatérios da inflamacdo, e ndo necessariamente um
comprometimento da resposta anti-inflamatéria. Além disso, a auséncia de efeito da
formulagcdo branco reforca que essa modulagcao esta relacionada aos compostos
bioativos presentes nos extratos vegetais.

A auséncia de diferengas significativas na produgédo de IFN-y entre os grupos
pode estar relacionada ao proprio modelo experimental, uma vez que essa citocina
foi utilizada como estimulo para ativagao dos macrofagos. Além disso, macréfagos
nao constituem uma fonte importante de IFN-y, sendo essa citocina produzida
predominantemente por células NK e linfécitos T, conforme descrito por Alspach,
Lussier e Schreiber (2019). Dessa forma, em modelos de ativagao utilizando LPS e
IFN-y, espera-se principalmente a modulagcdo de mediadores produzidos pelos
proprios macréfagos, como TNF-q, IL-6 e IL-10, enquanto alteragdes na produgéo de

IFN-y tendem a ser discretas ou ausentes.

7 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu produzir e caracterizar uma formulagao
nanoestruturada contendo os extratos de M. leucadendron e P.spruceanum, bem
como avaliar seu potencial anti-inflamatério in vitro por meio de ensaios de
quantificacdo de 6xido nitrico e modulacido da resposta inflamatéria. A formulagao
apresentou caracteristicas fisico-quimicas compativeis com sistemas destinados a
administracao tépica, incluindo pH adequado e particulas em escala nanométrica,
além de apresentar perfil de citotoxicidade que permitiu sua avaliagao biologica.

Os ensaios biolégicos demonstraram que a formulagéo foi capaz de modular a
resposta inflamatéria em macrofagos RAW 264.7 estimulados, reduzindo a produgao
de 6xido nitrico e modulando mediadores inflamatdrios envolvidos no processo de
cicatrizacdo. Além disso, a auséncia de efeito da formulagcdo branco reforga que a
atividade observada esta relacionada aos extratos vegetais incorporados ao sistema
nanoestruturado.

Dessa forma, a associagao entre M. leucadendron e P. spruceanum em um
sistema nanoestruturado representa uma estratégia promissora para o0
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas voltadas ao tratamento de
feridas. Entretanto, considerando que os resultados foram obtidos em modelo in

vitro, estudos adicionais, incluindo modelos in vivo e investigagdes dos mecanismos
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moleculares envolvidos, sdo necessarios para confirmar o potencial terapéutico, a

seguranca e a aplicabilidade clinica da formulagcéo no tratamento de feridas.
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