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"Em algum lugar, algo incrivel esta esperando para ser
descoberto. Quando vocé faz uma descoberta — mesmo se vocé
for a dltima pessoa na Terra a ver a luz — vocé jamais vai se
esquecer."

Carl Sagan
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RESUMO

A pele é fundamental para manter a integridade do organismo. A descontinuidade desse sistema
promove 0 mecanismo cicatricial, que pode ser dividido em fases inflamatoria, proliferativa e
remodeladora. As lesBes cutdneas tém grande importdncia na salde publica devido a
possibilidade de deficiéncia fisica ou até mesmo levar a morte. Como consequéncia de estudos
anteriores referentes a atividade cicatricial da Copaifera langsdorffii, 0 sesquiterpeno f-
cariofileno e a 6leo-resina de Copaifera langsdorffii nanoencapsulada foram selecionados para
analisar o potencial cicatricial das formulagdes e seus mecanismos de ac¢do. Para isso, foram
utilizados ratos Wistar machos divididos em grupos experimentais (n = 5): Controle, FST, Gel,
Col, Dex, NeBa, Car e NLC. Os animais foram submetidos a lesdo dorsal de 3 cm de didmetro,
tratadas duas vezes por dia durante 3, 7 e 14 dias. As areas das lesdes foram medidas
diariamente para verificar a reducdo macroscopica das lesdes e amostras foram retiradas para
analises de atividade anti-inflamatoria, histopatolégicas e imunohistoquimicas.
Macroscopicamente foi possivel observar a retracdo das lesdes nos tratamentos Car e NLC
comparados com FST e Gel. Os resultados de ELISA mostraram o potencial anti-inflamatério
dos tratamentos Car e NLC pela reducdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-o, IFN-y, IL-1B e
IL-6 e aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10. Os resultados das analises bioquimicas para
estresse oxidativo mostraram o aumento de GPx nos grupos NeBa, Car e NLC. As anélises
histopatolégicas e imunohistoquimicas mostraram o aumento da imunomarcacdo de laminina-
v2 e a-SMA, bem como a redugéo de desmogleina-3 em Car e NLC. Foi observado o aumento
da deposicdo de colageno nos tratamentos Car e NLC comparados a FST. Sendo assim, a partir
dos resultados analisados, confirmou-se a atividade cicatricial do B-cariofileno e da 6leo-resina
de copaiba em lesdes cutaneas, estimulando os mecanismos de retracdo da lesdo mediado por
miofibroblastos, o remodelamento da matriz extracelular e a reepitelizacdo mediada por

laminina-y2; além de inibir a atividade inflamatdria e o estresse oxidativo local.

Palavras-chave: cicatrizagdo; pele; B-cariofileno; Copaifera langsdorffii; carreadores lipidicos

nanoestruturados



ABSTRACT

Skin is essential to keep the organism integrity. The discontinuity of this system promotes the
healing mechanism, which can be divided into inflammatory, proliferative and remodeling
phases. Skin lesions are very important in public health due to the possibility of physical
disability or even death. As consequence of previous studies regarding Copaifera langsdorffii
healing activity, the sesquiterpene [B-caryophyllene and the nanoencapsulated Copaifera
langsdorffii oleo-resin were selected to analyze the healing potential of the formulations and
their mechanisms of action. For this, male Wistar rats were divided into experimental groups
(n = 5): Control, FST, Gel, Col, Dex, NeBa, Car and NLC. The animals were submitted to 3
cm diameter dorsal lesion, treated twice a day for 3, 7 and 14 days. Wound areas were measured
daily to verify the macroscopic reduction of the lesions and samples were taken for analysis of
anti-inflammatory, histopathological and immunohistochemical activities. Macroscopically, it
was possible to observe wound retraction in treatments Car and NLC compared to FST and Gel.
ELISA results showed the anti-inflammatory potential of Car and NLC treatments by reducing
pro-inflammatory cytokines TNF-a, IFN-y, IL-1B and IL-6 and increasing the anti-
inflammatory cytokine IL-10. Results of biochemical analyzes for oxidative stress showed the
increase of GPx in NeBa, Car and NLC groups. Histopathological and immunohistochemical
analyzes showed an increase in laminin-y2 and a-SMA immunolabeling, as well as a reduction
in desmoglein-3 in Car and NLC. An increase in collagen deposition was observed in Car and
NLC treatments compared to FST. Thus, from the analyzed results, the healing activity of -
caryophyllene and copaiba oleo-resin was confirmed in skin lesions, stimulating the
mechanisms of wound retraction mediated by myofibroblasts, extracellular matrix remodeling
and reepithelialization mediated by laminin-y2; besides inhibiting inflammatory activity and

local oxidative stress.

Keywords: healing; skin; B-caryophyllene; Copaifera langsdorffii; nanostructured lipid

carriers



PREFACIO

O CAPITULO 1 da tese contém o artigo de revisio no formato da edicio especial da
revista Life - Mechanisms Underlying Skin Pathologies, intitulado: “Cutaneous wound healing:
an update from physiopathology to current therapies”. O presente capitulo traz uma abordagem
geral sobre os mecanismos fisioldgicos da cicatrizacdo de lesGes cutaneas e as principais
moléculas envolvidas nas trés fases da cicatrizacdo: inflamatoria, proliferativa e de
remodelamento. Além disso, o capitulo também aborda os mecanismos patoldgicos da
cicatrizacdo de feridas, os fatores de risco para erros no reparo tecidual e os principais
tratamentos utilizados atualmente para o tratamento de feridas cutaneas, envolvendo
procedimentos cirdrgicos e nao cirdrgicos.

O CAPITULO 2 traz o artigo do projeto de doutorado do aluno no formato padréo da
edicdo especial da revista Oxidative Medicine and Cellular Longevity — Mechanisms,
Biomarkers, and Therapeutics involved in Inflammatory Disorders and Tissue Repair 2021,
intitulado: “Beta-caryophyllene has antioxidant, anti-inflammatory and re-epithelialization
activities in a rat skin wound excision model”. Os resultados desse artigo foram obtidos a partir
do auxilio aprovado pela FAPESP (Processo n°: 2017/17600-1). Este capitulo mostra o
potencial cicatricial in vivo da formulagdo topica emulgel contendo o sesquiterpeno [-
cariofileno a 1% em lesbes cutdneas de ratos, comparando o novo farmaco com trés
medicamentos do mercado com diferentes mecanismos de a¢do. O estudo mostrou a atividade
anti-inflamatoria e antioxidante local do farmaco, bem como sua influéncia acelerando a
reepitelizacdo, contracdo da ferida e remodelamento do tecido.

O CAPITULO 3 representa o segundo artigo do projeto de doutorado do aluno no
formato da revista Journal of Herbal Medicine, intitulado “Copaifera langsdorffii oleoresin-
loaded nanostructured lipid carrier emulgel improves cutaneous healing by anti-inflammatory
and re-epithelialization mechanisms”. Os resultados desse artigo foram obtidos a partir do
auxilio aprovado pela FAPESP (Processo n°: 2017/17600-1). O estudo mostrou o efeito do
emulgel a base de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo éleo-resina de Copaifera
langsdorffii a 1% em feridas cutaneas de ratos, comparando o novo farmaco com trés
medicamentos do mercado com diferentes mecanismos de acdo. Os resultados do estudo
comprovaram o0 efeito anti-inflamatorio do farmaco testado, bem como o estimulo a

reepitelizacdo, contracdo da ferida e remodelamento da matriz extracelular.



O CAPITULO 4 consiste nas consideraces finais da tese, apresentando as conclusdes
dos resultados obtidos durante o doutorado do aluno.
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Conclusoes gerais

Capitulo IV
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Conclusdes gerais

A andlise dos resultados obtidos durante o projeto de doutorado permite concluir que:

e Os farmacos testados a base de B-cariofileno e carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo 6leo-resina de copaiba nas concentra¢@es de 1% estimularam a cicatrizacao de
feridas cuténeas in vivo em modelo de exciséo circular;

e Ambos os farmacos testados aceleraram o mecanismo de retragdo macroscopica das
lesBes nos trés periodos estudados, sendo mediada pelo aumento dos miofibroblastos na
fase inicial da cicatriza¢do (aumento da imunomarcagao para a-actina de masculo liso);

e As duas formulacdes testadas apresentaram atividade anti-inflamatdria local verificada
pela diminuigdo das citocinas pro-inflamatérias IFN-y, IL-1p, IL-6 e TNF-a e aumento
da citocina anti-inflamatoria IL-10;

e Houve a reducdo do estresse oxidativo local pelos dois farmacos do projeto, sendo a
atividade antioxidante mediada pelo aumento da enzima GPx;

e Os resultados imunohistoquimicos confirmam a aceleragdo do mecanismo de
reepitelizacdo das feridas por ambas as formulacGes testadas, mediada pela reducao da
desmogleina-3 e aumento de laminina-y2;

e Ambos os farmacos testados no projeto estimularam a sintese de colageno nos trés
primeiros dias da cicatrizagdo, acelerando o remodelamento de matriz extracelular no
inicio do processo;

e Tanto o emulgel contendo B-cariofileno a 1%, quanto a formulacdo de carreadores
lipidicos nanoestruturados contendo 1% de Oleo-resina de copaiba apresentaram
resultados semelhantes ou melhores que os trés medicamentos comerciais em todos 0s

mecanismos estudados.





