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)
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RESUMO

A dificuldade de cicatrizacdo de feridas é uma das principais complica¢fes decorrentes do
Diabetes mellitus (DM), que torna o processo cicatricial mais lento e o tratamento mais
dispendioso. O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito e 0s mecanismos do
lupeol envolvidos no processo de cicatrizacao de feridas cutaneas experimentais in vitro e em
ratos normoglicémicos (RN) e hiperglicémicos (RH). Foi investigado o efeito do lupeol (0,1, 1,
10 e 20 pg/mL) em ensaios in vitro de cicatrizacdo de feridas utilizando queratinécitos e
fibroblastos de prepucio neonatal humano. Para os estudos in vivo, ratos Wistar machos (n=8)
foram randomicamente divididos nos seguintes grupos experimentais usando RN: creme base,
colagenase 1.2 U/g, creme a base de lupeol 0,1%, 0,2% e 0,4% tratados durante 3, 7 e 14 dias.
O estudo realizado em RH, os grupos foram divididos em: creme base, insulina 0.5 U/g e creme
a base de lupeol 0.2% (menor dose efetiva em RN) em RH tratados durante 14 dias. A inducéo
experimental de feridas cutaneas foi realizada na regido dorsal dos ratos com o auxilio de um
punch de 2 cm de didmetro. Foram investigados parametros macroscopicos, histolégicos,
imunohistoquimicos, imunoenzimaticos e moleculares. Os resultados in vitro mostraram que,
baixas concentracdes do lupeol foi capaz de estimular a migracéo e proliferacdo celular de
queratindcitos, efeito contratil em fibroblastos dérmicos embebidos em um solugdo gel de
colageno, possivelmente através das vias PI13k/Akt, MAPK/p38, vias sinalizadoras envolvidas
na proliferacdo/migracdo celular, angiogénese e reparo tecidual. Nossos resultados in vivo
mostraram potencial cicatricial do lupeol ap6s 7 e 14 dias de tratamentos em feridas de ratos
normoglicémicos. Lupeol mostrou atividade anti-inflamatdria, com significativa reducédo de
TNF-a, IL-6 e NF-xB, e aumento nos niveis de 1L-10, atividade proliferativa por estimular a
expressao de Ki-67, aumento do processo angiogénico por aumento da expressao de VEGF,
estimulo da reepitelizacdo observados pelo aumento de EGF e remodelacdo da matriz
extracelular por estimular a sintese de colagenos. Os resultados em RH, mostraram um aumento
na porcentagem de retracdo da lesdo a partir do 11° dia de tratamento ap6s da inducéo da leséao.
As anélises histopatoldgicas revelaram uma diminuicdo da infiltragdo de células inflamatorias,
aumento da proliferacdo de fibroblastos, vascularizacdo e deposicdo de fibras colagenas no
tratamento com lupeol. Os resultados do ELISA revelaram niveis de TNF-a e IL-6 reduzidos e
niveis de IL-10 sobreregulados, mostrando atividade anti-inflamatéria. Os resultados
moleculares e imunohistoquimicos confirmaram o potencial anti-inflamatorio do lupeol através
da reducdo de NF-xB e do estresse oxidativo por aumentar a expressdo de enzimas
antioxidantes, como HO-1 e SOD-2, bem como mecanismos de proliferacdo celular,
angiogénese e remodelamente de matriz extracelular estimulados por FGF-2, TGF-p1, HIF-1a
e colageno I1l. Nossos achados permitem concluir que o lupeol pode servir como uma nova
opcdo terapéutica para o tratamento de feridas cutdneas normais e em condicdes
hiperglicémicas, regulando os mecanismos envolvidos nas fases inflamatéria, proliferativa e de
remodelacdo tecidual.

Palavras-chave: lupeol, pele, feridas, cicatrizagédo de feridas, hiperglicemia



ABSTRACT

The difficulty of wound healing is one of the main complications due to Diabetes mellitus
(DM), which makes the healing process slower and the treatment more expensive. The present
study aimed to investigate the effect of lupeol and mechanisms involved in the healing process
of experimental skin wounds in vitro as well as in normoglycemic (NR) and hyperglycemic rats
(HR). The effect of lupeol (0.1, 1, 10 and 20 ug/mL) on in vitro wound healing assays using
keratinocytes and human neonatal foreskin fibroblasts was investigated. For in vivo studies,
male Wistar rats (n=8) were randomly divided into the following experimental groups using
NR: lanette, collagenase 1.2 U/g and lupeol 0.1%, 0.2% or 0.4% treated for 3, 7 and 14 days.
In the study performed in HR, the groups were divided into: lanette, insulin 0.5 U/g and lupeol
0.2% cream (lowest effective dose in NR) in HR treated for 14 days. Experimental induction
of cutaneous wounds was performed on dorsal region of the rats using a punch 2 cm in diameter.
Macroscopic, histological, immunohistochemical, immunoenzymatic and molecular
parameters were investigated. The in vitro results showed that low concentrations of lupeol
were able to stimulate cell migration and proliferation of keratinocytes, a contractile effect on
dermal fibroblasts embedded in a collagen gel solution, possibly through PI3k/Akt, and
MAPK/p38 signaling pathways involved in cell proliferation/migration, angiogenesis and
tissue repair. Our in vivo results showed wound healing potential of lupeol after 7 and 14 days
of treatment in normoglycemic rat wounds. Lupeol showed anti-inflammatory activity, with
significant reduction of TNF-a, IL-6 and NF-xB, and increased IL-10 levels, proliferative
activity by stimulating Ki-67 expression, increased angiogenic process by increased VEGF
expression, stimulus of re-epithelialization observed by the increase of EGF and extracellular
matrix remodeling by increase the collagens deposition. The results in HR, showed an increase
in the percentage of wound retraction from the 11th day of treatment after the lesion induction.
Histopathological analyzes revealed a decrease in inflammatory cells infiltration, increased
proliferation of fibroblasts, vascularization and deposition of collagen fibers in lupeol
treatment. ELISA results demonstrated reduced TNF-a and IL-6 levels and increased IL-10
levels, suggesting anti-inflammatory activity. Molecular and immunohistochemical results
confirmed the anti-inflammatory potential of lupeol by reducing NF-xB and oxidative stress by
increasing the expression of antioxidant enzymes, such as HO-1 and SOD-2, as well as
mechanisms of cell proliferation, angiogenesis and remodeling of extracellular matrix
stimulated by FGF-2, TGF-B1, HIF-1a and collagen I11. Our findings allow us to conclude that
lupeol may serve as a new therapeutic option for the treatment of normal and hyperglycemic
skin wounds, regulating the mechanisms involved in the inflammatory, proliferative and tissue
remodeling phases.

Key words: lupeol, skin, wounds, wound healing, hyperglycemia



PREFACIO

O capitulo 1 contém uma revisdo bibliografica sobre o processo de cicatrizacdo de
feridas e suas trés fases sobrepostas, inflamatoria, proliferativa e de remodelamento, assim
como, a terapéutica atual no tratamento de feridas. Este capitulo também faz uma abordagem
sobre a cicatrizacdo de feridas e sua relacdo com diabetes e/ou hiperglicemia, o uso de produtos
naturais no tratamento de feridas, além dos objetivos propostos nesse trabalho com o triterpeno
lupeol, isolado da espécie vegetal “Bowdichia virgilioides” (Sucupira-preta).

O capitulo 2 é decorrente do projeto de doutorado sanduiche realizado na The
University of Sydney, em Sydney, na Australia, pelo Programa Ciéncias sem Fronteiras
(Processo de n2: 202513/2015-7) e o estudo foi recentemente publicado na Molecules,
intitulado: “Lupeol, a pentacyclic triterpene promotes migration, wound closure and contractile
effect in vitro: possible involvement of PI3K/Akt and p38/ERK/MAPK pathways”. Esta
pesquisa mostrou efeito cicatrizante in vitro através do estimulo do processo de migracdo e
cicatrizacdo de feridas em queratindcitos epidérmicos humanos e aumento da contracdo de
fibroblastos incorporados em uma solucéo gel de colageno.

No capitulo 3 encontra-se 0 manuscrito no formato padrao da revista European Journal
of Pharmacology, intitulado: “From inflammation to cutaneous repair: Topical application of
lupeol improves skin wound healing in rats by modulating the cytokine levels, NF-xB, Ki-67
and growth factors expression, and distribution of collagen fibers”. Os resultados deste estudo
sdo oriundos do projeto de doutorado aprovado pela Fapesp (Processo de n°: 2014/23247-4).
Este estudo mostrou o potencial efeito do creme de lupeol e mecanismos envolvidos na acao
cicatrizante em ratos normoglicémicos tratados ap6s 3, 7 e 14 dias apés a inducdo da lesao.

O capitulo 4 mostra os resultados do efeito cicatrizante do lupeol em feridas de ratos
hiperglicémicos induzidas por estreptozotocina. Este estudo também faz parte do projeto
aprovado pela Fapesp (Processo de n°: 2014/23247-4): “Avaliacdo dos mecanismos celulares e
moleculares do lupeol no processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos”. Os resultados
S80 promissores e nos encorajaram a escrever 0 manuscrito, intitulado: “Lupeol enhances
wound healing in streptozotocin-induced hyperglycemic rats with modulatory effects on
inflammation, oxidative stress, angiogenesis and extracellular matrix components”, no formato
padréo da revista: Jornal of Diabetes and its Complication.

O capitulo 5 descreve as consideraces finais da tese, concluindo de uma forma geral,

todos os achados deste estudo desenvolvidos durante o doutorado.



Consideracoes gerais

Capitulo I



1. INTRODUCAO

As feridas cutaneas tém impacto significativo na satde publica e no investimento
de recursos publicos. Atualmente, devido a sua complexidade de tratamento, muitos
protocolos e pesquisas vém sendo estabelecidos visando acelerar o processo cicatricial,
fendmeno pelo qual o organismo tende a reparar uma porcao lesada, de modo a guiar ou
gerir este processo, para que sejam obtidos resultados mais eficientes em relacéo ao tempo
de resolucdo e qualidade da cicatriz do tecido lesado.

O sucesso da reestruturacdo da pele depende de uma cascata de eventos
ordenados, que envolvem respostas e/ou interagcOes celulares e moleculares. A
cicatrizacdo de feridas é um processo importante, mas complexo, afetado por uma série
de fatores, incluindo a coagulacdo do sangue, inflamacdo, fibroplasia, deposicdo de
colageno e contracdo da ferida (Lindley et al., 2016). Por questdes didaticas, 0 processo
cicatricial é analisado a partir de trés fases que se sobrepdem: fase inflamatdria, formada
por eventos como hemostasia e inflamacdo; fase proliferativa, caracterizada pela
formacédo do tecido de granulacdo e reepitelizacédo; e a fase de remodelamento da matriz
(Morin et al., 2012).

A descoberta de prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos ou de
novos agentes terapéuticos representa uma possibilidade para o tratamento de diferentes
patologias, incluindo as feridas cutaneas. Os produtos naturais apresentam-se como fonte
de compostos com potencial atividade bioldgica e determinadas espécies de plantas ou
substancias naturais isoladas das mesmas tém sido utilizados com sucesso em estudos
recentes sobre o tratamento de feridas cutaneas (Cetin et al., 2013; Upadhyay et al., 2013).
Metabdlitos secundarios ou compostos ativos isolados de muitas fontes naturais, além das
plantas, também tém se mostrado responsaveis pela inducdo da cicatrizacdo de feridas
cutaneas em modelos animais (Fikru et al., 2012; Thangapazham et al., 2013).

Em funcéo da busca por novos compostos e suas aplica¢fes, usamos a Bowdichia
virgilioides Kunth (Sucupira-preta), uma arvore bastante dispersa no cerrado e em regioes
amazonicas, que pertence a ecossistemas latino-americanos e esta classificada na familia
Fabaceae. Esta espécie, esta presente em varios paises da América Latina, sendo que no
Brasil, se encontra distribuida pelas Regides Sudeste, Centro Oeste, Norte e Nordeste
(Barros et al., 2010). O seu uso medicinal é empregado através de infusdes obtidas a partir

de diferentes partes da planta (semente, casca da arvore e casca da raiz), utilizadas
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CONCLUSAO GERAL

A andlise dos resultados geral permite concluir que:

e Lupeol tem efeito cicatrizante de feridas in vitro em baixas concentra¢des, através de
estimulos da migracao de queratindcitos e aumento da contracao de fibroblastos em uma
matriz gel de colageno;

e Este efeito in vitro, ocorre possivelmente a ativacao das vias PI13k/Akt e MAPK/p38;

e Lupeol aumenta a expressdo de moléculas citoprotetoras da barreira epidérmica, como
Tie-2 e MMP-2;

e Os resultados das analises in vivo, mostram efeito cicatrizante do lupeol nas
concentragdes de 0.2% e 0.4% em feridas de ratos normoglicémicos tratados apés 7 e
14 dias da inducdo da leséo;

e A concentracdo de 0.2% do creme a base de lupeol mostrou cicatrizacdo acelerada em
feridas de ratos hiperglicémicos tratados durante 14 dias;

e Este potencial efeito observados em ambos os modelos, envolve a regulacéo do processo
inflamatdrio, através da reducdo de moléculas pro-inflamatorias, como NF-kB, TNF-a
e IL-6, e aumento da expressdo de IL-10, citocina anti-inflamatéria;

e Aumenta a expressao de mediadores envolvidos na formacéo de tecido de granulacao,
angiogénese e reepitelizacdo, como Ki-67, VEGF, HIF-1a0, EGF, FGF-2 e TGF-p1;

e Os achados histopatolégicos em ambos 0s modelos in vivo, revelaram uma diminuicao
no processo inflamatorio, neovasculogénese e aumento na deposicéo de fibras colagenas
totais apds tratamento com lupeol;

e Lupeol também minimizou o estresse oxidativo e melhorou o status antioxidante através
da expressao génica aumentada de HO-1 e SOD-2 em feridas de ratos hiperglicémicos;

e Nenhum sinal de toxicidade avaliado pelo teste de irritacdo dérmica foi observado,
garantindo a seguranca da utilizacdo do creme a base do lupeol.

Nossos achados, de uma forma geral, indicam o potencial de cicatrizacdo de feridas
cutaneas do lupeol, um triterpeno isolado de Bowdichia virgilioides, e fornece boas evidéncias
cientificas de que a aplicacdo de creme a base lupeol, € promissor no tratamento de feridas

normais e em condic6es hiperglicémicas.





