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RESUMO

O comprometimento do processo de cicatrizacdo € uma complicacdo frequente do
diabetes mellitus (DM) que contribui para a formacédo de feridas crbnicas. Desta
forma, substancias que aceleram o processo de cicatrizacdo despertam interesses
na pratica clinica. Neste contexto, o triterpeno pentaciclico natural friedelina tem sido
relatado na literatura como possuidor de diversas atividades bioldgicas, incluindo
efeitos gastroprotetores, antibacterianos e anti-inflamatérios, no entanto, seus efeitos
sobre a cicatrizacdo na condicdo diabética ainda ndo foram descritos. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade cicatrizante deste triterpeno
em feridas cutaneas de camundongos diabéticos e avaliar seu efeito sobre funcbes
de fibroblastos in vitro. Para isso, uma ferida excisional foi provocada no dorso de
camundongos Swiss nado diabéticos e diabéticos induzidos por aloxana. Apos 21
dias do estimulo diabetogénico, os animais foram divididos nos seguintes grupos: 1)
Animais nado diabéticos tratados com salina (NDB); 2) Animais diabéticos tratados
com salina (DB); 3) Animais diabéticos tratados com 0,1% de friedelina (DB-FD
0,1%); 4) Animais diabéticos tratados com 1% de friedelina (DB-FD 1%). No sétimo
dia apds a inducédo da ferida, amostras de pele foram coletadas para a avaliacdo do
padrédo histopatolégico, da expressdao de MMP e TIMP, da deposicédo de colageno
total e da angiogénese. Adicionalmente, fibroblastos expostos a friedelina in vitro
tiveram o seu potencial de migracdo, e capacidade de producdo de matriz
extracelular e de TGF-B1 avaliados por scratch assay e imunofluorescéncia,
respectivamente. Nossos resultados demonstraram que a aplicacdo topica de
friedelina acelerou a contracdo da ferida por estimular a formagcdo do tecido de
granulacao devido a maior presenca de fibroblastos no local da ferida. Além disso,
verificamos que a friedelina reduziu a expressdo de MMP e aumentou a expressao
de TIMP na ferida diebética. Também foi demonstrado que o tratamento topico com
friedelina aumentou a deposicdo de coldgeno total, assim como estimulou o
processo de angiogénese em camundongos diabéticos. A analise in vitro revelou
gue a friedelina estimulou a migracdo, bem como a producdo de fibronectina,
laminina e TGF-B1 em fibroblastos. Com base nesses resultados, sugerimos que a
friedelina pode ser uma importante alternativa terapéutica para o desenvolvimento
de farmacos visando o tratamento de feridas diabéticas.

Palavras-chave: Friedelina. Cicatrizagcao. Diabetes. Matriz extracelular.



ABSTRACT

The impairment of the healing process is a frequent complication of Diabetes mellitus
(DM), contributing to the formation of chronic wounds. Thus, treatments that improve
the healing process have important applications in clinical practice. In this context,
the pentacyclic triterpene friedelin (FD) have been reported in the literature as having
several biological activities, such as gastroprotective, antibacterial and anti-
inflammatory effects, but there are no studies that demonstrate its healing ability in
the diabetic condition. Thus, the aim of this study was to evaluate the healing
capacity of this triterpene in cutaneous wounds of alloxan-induced diabetic mice and
to evaluate its effect on fibroblast functions in vitro. An open excisional wound was
created on the back of diabetic and non-diabetic mice, which were divided into 4
groups as following: 1 — Non-diabetic control mice treated with saline (Non-diabetic,
NDB); 2 — Diabetic control mice treated with saline (Diabetic, DB); 3 — Diabetic mice
treated with 0.1% of friedelin (DB-FD 0.1%); 4 — Diabetic mice treated with 1% of
friedelin (DB-FD 1%). Photographs were taken at distinct times for macroscopic
evaluation. Wound samples were taken on specific days post-wounding for
histopathologic evaluations, collagen deposition and new blood vessels formation
evaluation. In addition, in vitro studies were carried out on fibroblasts, and the effects
of friedelin on fibroblast migration and extracellular matrix production were performed
by scratch wound assay and immunofluorescence, respectively. Moreover, we
observed that friedelin reduced the MMP expression at same time that stimulated the
TIMP expression in diabetic wound. Topical application of friedelin cause an increase
in the wound closure with a better formation of granulation tissue with marked
fibroblast presence into the wound site. It was also showed that topical treatment with
friedelin increases the total collagen deposition, as well as regulates the
angiogenesis process in diabetic mice. In vitro analysis showed that friedelin
presented a stimulatory effect on fibroblast by increasing the migration and
fibronectin, laminin and TGF-B1 production in these cells. On the basis of these
results, we suggest that friedelin may be an important therapeutic alternative for the
treatment of diabetic wounds.

Keywords: Friedelin. Wound healing. Diabetes. Extracellular matrix.
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1 INTRODUCAO

A pele consiste no maior 6rgdo do corpo e desempenha um papel importante
na defesa dos organismos, uma vez que este 6rgdo atua como uma barreira fisica,
guimica e microbiolégica que protege o corpo de diversos agentes nocivos, incluindo
produtos quimicos, radiacdo ultravioleta (UV), calor e micro-organismos (YEH et al.,
2017). Assim, quando a integridade da pele é quebrada, sua funcdo protetora é
comprometida, e com isso, uma série de eventos celulares e moleculares sao
iniciados, o que resulta no reparo da ferida (TANG et al., 2014).

A cicatrizacdo de feridas € uma importante resposta tecidual as lesdes de
diversas naturezas e consiste em um processo dinamico e bem orquestrado, que
leva a ativacdo celular e producdo de diversas citocinas, que acarretam na
restauracdo da homeostase tecidual (SAARISTO et al., 2006). Didaticamente, este
processo é dividido em trés fases ndo mutuamente excludentes, mas que se
sobrepbem no tempo: (1) inflamacéo, (2) formacdo do tecido de granulacdo e (3)
remodelamento (SINGER; CLARK, 1999).

A fase inflamatoria é caracterizada por eventos vasculares e celulares, que
permitem a restauracdo da integridade dos vasos sanguineos, mediante ao
processo de coagulacdo sanguinea e o recrutamento de leucdcitos da circulagéo,
como neutréfilos e macrofagos, que fagocitam bactérias e células mortas, além de
produzirem uma gama de citocinas e fatores de crescimento que sdo essenciais,
nao apenas na inflamag¢do, mas em todo o processo de reparo (KOH; DIPIETRO,
2011). Enquanto esta fase é atenuada, inicia-se a formacao do tecido de granulacéo,
principalmente através da sintese da matriz extracelular e do processo de
angiogénese.

Durante a formacé&o do tecido de granulacdo, a migracdo e a proliferacdo de
varios tipos celulares, como os fibroblastos, as células endoteliais e o0s
gueratinécitos, sdo essenciais para promover a producdo de matriz extracelular,
angiogénese e reepitelizacdo, respectivamente (CHEN et al.,, 2014). De fato, a
ativacdo dos fibroblastos € um evento chave durante a formacdo do tecido de
granulacdo e a contracdo da ferida, visto que essas células sdo responsaveis pela
producdo e deposicdo de proteinas da matriz extracelular, como colagenos,
fibronectinas e lamininas (KANAZAWA et al., 2010; XUAN et al., 2014). Além disso,

as células endoteliais desempenham um papel proeminente durante o processo de
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cicatrizagdo, pois essas células estdo envolvidas na angiogénese, que € um evento
essencial relacionado a entrega de oxigénio, nutrientes e células sanguineas no leito
da ferida (KANT et al., 2015).

Na fase de remodelamento, por sua vez, ocorre uma intensa renovacgédo do
tecido, que se torna mais acelular, uma vez que a maioria das células recrutadas
sao estimuladas a sofrer apoptose (GURTNER et al., 2008).

Diversos fatores locais e sistémicos, como idade, estresse, medicamentos,
nutricdo e infeccdo, podem afetar negativamente o processo de cicatrizagcado (GUO;
DIPIETRO, 2010). Entre esses fatores, a condicdo diabética é uma das causas mais
importantes e prevalentes na formacéo de feridas cronicas, o que pode levar ao
desenvolvimento de Ulceras do pé diabético (RAM et al., 2015, 2016).

O diabetes mellitus (DM) é caracterizado por uma hiperglicemia crénica e é
uma das doencas metabdlicas mais significativas, com prevaléncia mundial.
Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que 422 milhGes de
adultos sdo afetados com diabetes em todo o mundo, e que 1,6 milhdo de mortes
séo atribuidas diretamente ao diabetes a cada ano (OMS, 2014)

Esta patologia é um distarbio que envolve multiplos sistemas e suas
complicagBes induzem alteracdes fisiolégicas em tecidos que prejudicam o processo
normal de reparo tecidual. O atraso no processo de cicatrizacdo em pacientes com
diabetes estd associado a diversos fatores, incluindo a exacerbacdo e
prolongamento da resposta inflamatéria (FAHEY et al.,, 1991), um prejuizo na
neovascularizagao (MARTIN et al., 2003), bem como uma diminui¢cdo na producéo e
deposicdo de colagenos (GALEANO et al.,, 2004; GOODSON e HUNG, 1977,
SINGER e CLARK, 1999).

Embora vérias préticas clinicas tenham sido testadas com o intuito de evitar
atrasos no processo de cicatrizacao de feridas, as opg¢des para o tratamento de
feridas crénicas ainda s@o escassas (PEREIRA; BARTOLO, 2016). Desta forma,
torna-se necessaria a busca de alternativas terapéuticas para o tratamento de
feridas cronicas.

Vérios estudos in vitro e in vivo demonstraram que o0s produtos naturais
derivados de plantas tém a capacidade de acelerar o processo de cicatrizagdo
(KANT et al., 2015; KIM et al., 2013; SHARATH et al., 2010; SHUKLA et al., 1999;

YEH et al., 2017). Entre os produtos naturais, 0s triterpenos pentaciclicos consistem
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em metabdlitos secundarios presentes nos frutos, folhas e cascas de varias plantas
medicinais (HILL e CONNOLLY, 2013).

Indmeros estudos tém mostrado as multiplas propriedades farmacoldgicas
dos triterpenos, como por exemplo, efeito anticancerigeno (LASZCZYK, 2009; LU,
Mingxia et al., 2018), antioxidante (RAMACHANDRAN e PRASAD, 2008) e anti-
inflamatério (AGRA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2015; WANG, Xu-Tao et al., 2018).
Além disso, varios triterpenos foram caracterizados na literatura cientifica como
importantes agentes pro-cicatrizantes (AGRA et al., 2015).

Nesse contexto, a friedelina (FD), um triterpeno pentaciclico natural, tem sido
relatada na literatura como possuidora de diversas atividades biologicas, incluindo
efeitos gastroprotetores em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
(ANTONISAMY et al.,, 2015), atividade hipolipidémica (DURAIPANDIYAN et al.,
2016), efeitos antiinflamatorios, analgésicos e antipiréticos (ANTONISAMY et al.,
2011), efeitos antioxidante e protetor hepatico (SUNIL et al.,, 2013), bem como
atividade citotoxica em linhagens celulares de cancer in vitro (LU, Baiyi et al., 2010;
SUBASH-BABU et al., 2017).

Adicionalmente, estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa evidenciaram
gue a friedelina possui um efeito pré-cicatrizante em animais nao diabéticos, por
aumentar a taxa de contracdo da ferida destes animais, assim como aumentar a
deposicéo de colageno total no tecido cicatricial (FERRO et al, 2014).

Apesar de numerosos estudos terem mostrado diversas atividades biolégicas
da friedelina, os efeitos desse triterpeno sobre o processo de cicatrizagdo cutanea
na condicdo diabética ainda ndo foram descritos. Assim, neste estudo foi avaliado o
efeito da friedelina na cicatrizacdo de feridas cutaneas em camundongos tornados

diabéticos por aloxana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

A pele consiste no maior 6rgdo do corpo humano e é caracterizada por ser a
interface entre o organismo e o ambiente. Este 6rgdo possui um importante papel na
recepcao de estimulos, agindo como 6rgao sensorial, além de atuar como regulador
primario da temperatura do corpo, e apresentar funcdes enddcrinas e exdcrinas,
agindo na absorcdo e secrecdo de substancias. Além disso, a pele possui um
importante papel na imunidade inata, por atuar como a primeira linha de defesa dos
organismos, representando uma barreira fisica, quimica e microbiolégica contra
diversos patdégenos, além de prevenir a perda de componentes essenciais, como a
agua, e proteger o corpo de diversos agentes nocivos, incluindo produtos quimicos,
radiacdo UV e calor (KONDO e ISHIDA, 2010; MARTIN, Paul, 1997).

Classicamente, a pele € caracterizada por atuar como uma efetiva linha de
defesa externa contra fatores exogenos, e desta forma, possui um importante
impacto na manutencdo da homeostase corporal (LEE et al., 2012; TANG et al.,
2014).

A fisiologia da pele esta diretamente ligada a sua complexidade estrutural.
Histologicamente, a pele € constituida por duas camadas de tecidos distintos que
desempenham funcgdes fundamentais para a manutencdo da homeostasia: a
epiderme e a derme, originadas embriologicamente do ectoderma superficial e do
mesoderma, respectivamente (Figura 1, p. 22) (LEE, Jeong-Hyun et al.,, 2012;
MINUTTI et al., 2017).
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Figura 1 - Diagrama representativo da estrutura da pele.
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Diagrama ilustrando os componentes da pele. Histologicamente, a pele € constituida por duas
camadas de tecidos distintos: a epiderme, um tecido epitelial pavimentoso estratificado, e a derme,
um tecido conjuntivo propriamente dito. Este 6rgdo repousa sob uma camada de tecido subcutaneo
de espessura variavel nos organismos. Fonte: Adaptado (MINUTTI et al., 2017).

A epiderme consiste em um tecido epitelial avascular, classificado como
estratificado pavimentoso queratinizado, onde as células sdo justapostas e dispostas
em varias camadas, repousando em uma lamina basal. Este tecido € composto
principalmente por queratindcitos, células epiteliais capazes de produzir vastas
guantidades de queratinas, além de outros tipos celulares, tais como melandcitos e
células de Langerhans (KHAVKIN; ELLIS, 2011). A epiderme é subdividida ainda em
cinco camadas, de acordo com a morfologia e a localizacdo dos queratindcitos,
incluindo a camada basal, camada espinhosa, camada granular, camada llcida e

camada cornea, sendo esta Ultima a mais externa (Figura 2, p.23).
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Figura 2 - Camadas da epiderme.
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Corte histolégico da epiderme mostrando as cinco
camadas distintas, da camada mais superficial até
a camada mais profunda: camada cérnea,
camada Idcida, camada granular, camada
espinhosa e camada basal. Fonte: Adaptado |
(GANTWERKER; HOM, 2011).

A camada basal, também chamada de estrato germinativo, € composta por
gueratinécitos que repousam diretamente sob a lamina basal. Estas células
apresentam intensa atividade proliferativa e sdo responsaveis por originar as células
das camadas epidérmicas externas. A capacidade de autorrenovacao da epiderme é
devido, principalmente, a presenca de uma populacdo de células troncos
mitoticamente ativas nesta camada (Figura 2) (DEBEER et al., 2013).

A manutencao do numero de células na epiderme é dada pelo balanco entre
a proliferagdo e a morte celular dos queratindcitos. Desta maneira, a medida que 0s
gueratinécitos proliferam e migram para as camadas mais externas, formam as
demais camadas da epiderme, se diferenciam e entdo, sado estimuladas a entrar em
apoptose (GANTWERKER; HOM, 2011).

Além destas caracteristicas histologicas peculiares, a epiderme da origem a
alguns apéndices, que consistem em estruturas epiteliais especializadas localizadas
principalmente na derme e tecido subcutdneo, mas conectadas a epiderme
(MARTIN, 1997). Eles incluem foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas
sebaceas (KHAVKIN; ELLIS, 2011).
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Subjacente a epiderme, encontra-se uma camada de tecido conjuntivo
propriamente dito denominado de derme. A derme possui a funcdo de sustentar a
epiderme, tanto estruturalmente como nutricionalmente. Por ser um tecido avascular,
toda a suplementacdo de nutrientes e gases que ocorrem na epiderme € mediado
pelos vasos sanguineos presentes na derme (Figura 3) (DARBY; LAVERDET,
2014). Além de receber o maior suprimento de sangue, a derme contém a maioria

dos apéndices da pele.

Figura 3 - A derme sustenta a epiderme de maneira estrutural e nutricional.
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llustracdo demonstrando que apenas a derme € vascularizada, e desta forma, a epiderme obtém
todos os nutrientes através dos vasos sanguineos presentes na derme. FONTE: Adaptado (DARBY;
LAVERDET, 2014).

Esta camada pode ser dividida em duas camadas com propriedades e
composicdes discretamente distintas: uma derme superficial ou papilar e uma derme
reticular mais profunda. Enquanto que a derme papilar € composta por feixes de
colageno, fibras elasticas, fibrocitos, vasos sangiineos e terminacfes nervosas

fracamente organizados, a derme reticular contém fibras colagenas compactas e
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fibras elasticas mais grossas. Neste sentido, histologicamente, a derme papilar é
caracterizada por ser constituido por um tecido conjuntivo frouxo, enquanto que a
derme reticular €& formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado
(GANTWERKER; HOM, 2011).

A derme é caracterizada por possuir uma rica matriz extracelular composta
por diversas proteinas e glicoproteinas, incluindo colagenos, principalmente dos
tipos | e lll, que consiste em mais de 90% das fibras dérmicas, fibronectinas,
lamininas, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e fibras elasticas, que proporcionam
resisténcia a tracdo e resisténcia mecanica a pele (GANTWERKER; HOM, 2011;
MINUTTI et al., 2017).

Os fibroblastos consistem no principal tipo celular presente neste tecido,
sendo responsaveis pela producao das diversas proteinas e glicoproteinas da matriz
extracelular. Além disso, € possivel encontrar outros componentes celulares, como
mastocitos, células dendriticas e macréfagos (KHAVKIN; ELLIS, 2011).

2.2 Processo de cicatrizacao de feridas

Quando a barreira protetora da pele é quebrada por lesbes de diversas
naturezas, incluindo trauma, radiacéo, lesdo quimica ou queimaduras, 0 processo de
cicatrizacdo de feridas é imediatamente acionado, e uma série de eventos celulares
e moleculares € iniciado, visando reparar a estrutura da pele e restaurar a
homeostasia tecidual (HORNG et al., 2017; YEH et al.,, 2017). O processo de
cicatrizacdo envolve uma complexa rede de interacOes celulares que permitem a
restauracdo da integridade vascular, a ativagdo e recrutamento de células
inflamatérias, a diferenciacdo e a proliferacdo de células mesenquimais no leito
cicatricial, assim como a formacdo de novos vasos, que garantem O
desenvolvimento e o remodelamento de um novo tecido (DIPIETRO, 2016;
PONUGOTI et al., 2013; SINGER e CLARK, 1999).

A cicatrizacdo de feridas, comumente ocorre em trés fases: (1) inflamacao, (2)
formacéo do tecido de granulacdo e (3) remodelamento. E importante ressaltar que
essa divisdo € meramente didatica, ja que estas fases sdo interdependentes e se
sobrepfe no tempo, e com isso, devem ocorrer de maneira altamente regulada, na
sequéncia correta, no periodo especifico e na intensidade ideal (SINGER; CLARK,

1999). Sabe-se que a desregulacdo durante uma ou mais fases deste processo
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acarreta no comprometimento na cicatrizacdo, levando a formacdo de feridas

cronicas.

2.2.1 Fase inflamatdria

A resposta inflamatéria desempenha papéis importantes tanto na cicatrizacao
de feridas normais quanto em feridas cronicas. ApoOs a lesdo, eventos vasculares
séo iniciados, 0 que permite a restauracdo da homeostasia dos vasos sanguineos
através do processo de coagulacdo, e o sistema imunolégico inato é ativado,
instaurando uma resposta inflamatéria local que inclui o recrutamento de leucocitos
da circulacdo para o tecido lesado (Figura 4) (KOH; DIPIETRO, 2011; MARTIN;

LEIBOVICH, 2005).

Figura 4 - Diagrama representativo da fase inflamatoria durante o reparo tecidual.
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Durante esta fase ocorre a restauracdo da homeostase dos leitos vasculares pelo processo
de coagulacdo sanguinea, além do recrutamento de leucécitos da corrente sanguinea para
o leito da ferida. Os neutrdfilos e macréfagos atuam na fagocitose e na liberagdo de
citocinas e de fatores de crescimento importantes durante todo o processo de reparo.
FONTE: Adaptado (GURTNER et al., 2008)

Com a lesdo tecidual, a integridade estrutural dos vasos sanguineos é

rompida, o que acarreta na perda de constituintes sanguineos. Desta forma,
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imediatamente ap6s o ferimento, ocorre uma rapida constricdo vascular e a
formacdo de coagulos de fibrina. Durante esta fase, a exposicdo das plaguetas ao
colageno subendotelial induz a agregacéo plaquetaria e a formacédo de um coagulo,
gue atua como uma barreira temporaria, impedindo a perda dos constituintes
plasmaticos e protegendo os tecidos lesionados, além de fornecer uma matriz
provisoria, que sustenta a migracdo de células, importante durante o processo de
reparo (BROCKMANN et al., 2017; MINUTTI et al., 2017).

De fato, as plaguetas desempenham um importante papel, ndo somente por
facilitar a formagcdo de um tamp&o hemostatico, mas também por secretar uma gama
de citocinas e fatores de crescimento, incluindo o fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF, do inglés, Platelet-Derived Growth Factor) e o fator de
crescimento transformador (TGF do inglés, Tranforming Growth Fator), que atuam
no recrutamento de leucdcitos e fibroblastos para o leito da ferida (GURTNER et al.,
2008; KONDO; ISHIDA, 2010).

Posteriormente, em resposta aos agentes quimiotaticos, os neutrofilos sdo as
primeiras células a serem recrutadas para o sitio da injuria e atuam majoritariamente
liberando mediadores quimicos capazes de destruir agressores, permitindo que
residuos celulares sejam fagocitados por macréfagos posteriormente mobilizados
para a area da lesdo (KANT et al., 2014). Os neutrofilos mostram-se importantes
efetores da resposta imune inata, além de estimular eventos-chave durante o curso
cicatricial, como por exemplo a angiogénese, que ocorre mediante a liberacdo do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, do inglés, Vascular Endotelial
Growth Fator) (WANG, Jing, 2018). A medida que o recrutamento destas células é
diminuido, os macrofagos tornam-se a populacdo de células mais frequente no

tecido cicatricial (Figura 5, p. 28).
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Figura 5 - Recrutamento das diferentes popula¢cfes de células do sistema imune e

fibroblastos correlacionadas com as fases da cicatrizacdo de feridas.
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Esquema representativo do curso temporal e de nimero de células, do recrutamento das
diferentes células que surgem na ferida durante o processo de cicatrizacdo. Macréfagos e
neutréfilos sdo células predominantes durante a inflamacéo, enquanto que os fibroblastos
sdo predominantes durante a fase proliferativa. FONTE: Adaptado (PARK e BARBUL,
2004).

Os macroéfagos sédo agentes essenciais ap0s danos aos tecidos, e a deplecao
de macréfagos resulta em danos na cicatrizacdo de feridas (MIRZA et al., 2009).
Além de atuar na fagocitose de neutréfilos apoptéticos e corpos estranhos, estas
células possuem a importante funcdo de regular as fases subsequentes da
cicatrizacdo, mediante a liberacédo de fatores de crescimento, como TGF-$ e VEGF,
gue atuam no recrutamento, na ativacdo e na diferenciacdo de fibroblastos e de
células endoteliais, respectivamente (DELAVARY et al., 2011).

Como mostrado na figura 5, o recrutamento celular ocorre de uma maneira
altamente regulada, em termos temporal e de numero de células. Evidéncias na
literatura apontam que a desregulacdo no recrutamento destas células € um dos
motivos para a formacéo de feridas crénicas (PARK; BARBUL, 2004).

E possivel notar que os macréfagos sédo importantes reguladores da resposta

cicatricial e devido a sua plasticidade funcional, essas células atuam em todas as
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etapas do processo de reparo (Figura 5, p.28 e 6,). Esta bem estabelecido na
literatura que o fenotipo dos macréfagos evolui com os estagios da cicatrizacédo
(KOH; DIPIETRO, 2011). Inicialmente, os macroéfagos séo recrutados e ativados
com um fenétipo pro-inflamatdério, classicamente denominado como macrofagos M1.
No entanto, mediante a progressdo do processo cicatricial e a mudanca no
microambiente da ferida, estas células adquirem um fendtipo anti-
inflamatério/regulador M2, que medeia a migracdo e a ativacao de células, como
queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais (DELAVARY et al.,, 2011; KOH,;
DIPIETRO, 2011; MANTOVANI et al., 2002). Desta maneira, os macrofagos séo
células envolvidas tanto na instauracdo quanto na resolucdo da resposta inflamatoria

durante a cicatrizacéo das feridas.

Figura 6 - Os macrofagos possuem plasticidade fenotipica.
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Esquema diferenciando a polarizacdo M1 e M2 de macrofagos. Os mondcitos podem ser
classicamente ou alternativamente ativados para formar macréfagos M1 e M2,
respectivamente. Os macréfagos M1 também podem se diferenciar em macréfagos M2
mediante a interagcdo com fatores do microambiente. O fenétipo M1 é pré-inflamatério,
fagocitico e bactericida, enquanto os macréfagos M2 atuam na resolucdo da inflamagéo e
induz a producdo de matriz extracelular, angiogénese e o fechamento da ferida. FONTE:
Adaptado (HESKETH et al., 2017)
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A desregulacdo nesse processo parece contribuir para 0 prejuizo na
reparacao tecidual (JETTEN et al., 2014; KHANNA et al., 2010). Em suma, a fase

7

inflamatoria é essencial para a limpeza do tecido lesado, assim como para a
producdo e para a liberagédo de citocinas e de fatores de crescimento que atuam

estimulando células importantes durante o processo de reparo.

2.2.2 Fase proliferativa (formacéo do tecido de granulacao)

A medida que a fase inflamatoria é atenuada, ocorre uma intensa ativagéo de
diversos tipos celulares, como queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, que
sao responsaveis por desempenhar papeis importantes na reepitelizacdo, producao
de matriz extracelular e angiogénese, respectivamente, eventos essenciais durante
a formacao do tecido de granulagdo (GURTNER et al., 2008; LEE, Jeong-Hyun et
al., 2012).

Figura 7 - Diagrama representativo da fase proliferativa durante o reparo tecidual.
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Durante a fase proliferativa ocorre a intensa ativacdo de diversos tipos celulares, incluindo
gueratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, que desempenham funces importantes
durante a restauracédo do epitélio, a produ¢do da nova matriz extracelular e a formagéo de
NOVosS vasos sanguineos, respectivamente. FONTE: Adaptado (GURTNER et al., 2008).
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Nesta fase, intensifica-se o0 processo de reepitelizacdo. Fatores de
crescimento, incluindo o fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglés Epidermal
Growth Fator), TGF-f e fator de crescimento de fibroblastos (FGF, do inglés
Fibroblast Growth Fator), produzidos, principalmente por macrofagos, estimulam a
ativacao dos queratindcitos, o que permite a restauragdo da integridade estrutural e
funcional do epitélio (Figura 7, p.30) (KONDO; ISHIDA, 2010; MARTIN, Paul, 1997).
A reepitelizacdo auxilia no fechamento da ferida e depende de mudancas
morfofuncionais dos queratinécitos, que se diferenciam de um fendtipo epitelial, com
pouca motilidade celular, para um fenétipo proliferativo e migratério (KANT et al.,
2014; LEE, JEONG-HYUN et al., 2012). Estas mudancas morfofuncionais englobam
a dissolucdo dos contatos célula-célula e célula-matriz, seguida pelo aumento da
migracao de queratindcitos sobre a matriz extracelular provisoria.

Neste sentido, evidéncias cientificas indicam que o processo de transicao
epitélio mesenquimal (EMT, do inglés, Epithelial-mesenchymal transition) é
fundamental durante a restauracdo do epitélio. Diversos fatores de crescimento,
especialmente o TGF-B1, estimulam os queratinécitos a entrar em processo de
transicdo epitélio mesenquimal, tornando estas células com caracteristicas
mesenquimais, com maior capacidade motora, favorecendo a migracdo dos
gueratinécitos da borda para o centro da ferida, o que promove a reepitelizagdo (HO
et al., 2014). Uma vez alcancada a completa reepitelizacéo, os queratindcitos sofrem
estratificacdo, se diferenciam e produzem a nova lamina basal, o que restaura a
barreira protetora funcional deste tecido (LEE, et al., 2018; PONUGOT]I et al., 2013).

2.2.2.1 Ativacao dos fibroblastos

Além da restauracao epitelial, a ativacdo dos fibroblastos € um evento chave
durante a fase proliferativa, visto que a proliferacdo e a migracdo destas células
possuem implicacdes importantes para a formacéo do tecido de granulagéo, sintese
de colageno e contracédo da ferida (LEE et al., 2010). Os fibroblastos infiltram para
area da ferida e degradam o coagulo de fibrina recém-formado mediante a producéo
e liberacdo de metaloproteinases de matriz (MMPs), o que favorece a substituicao
da matriz de fibrina por tecido de granulagdo, formando um novo substrato para

migracdo de queratinOcitos em estagios posteriores do processo reparo.
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De fato, os fibroblastos desempenham um importante papel na formacéo do
tecido de granulacdo. Diversos fatores presentes no microambiente da ferida,
incluindo moléculas soluveis, matriz extracelular e forcas mecéanicas, podem levar a
ativacao dos fibroblastos, que passam a expressar a-actina de musculo liso (a-SMA,
do inglés, a-Smooth Muscle Actin) e tornam-se miofibroblastos (Figura 8). Dentre os
fatores soluveis, o fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-1) é um
importante modulador da funcao fibroblastica, levando a ativacdo e diferenciacao
destas células (DARBY; LAVERDET, 2014).

Figura 8 - Diagrama mostrando a diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos.

Fatores soluveis,
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(a-smooth muscle actin)
Matriz extracelular
Deposicao de
matriz extracelular
Contragao

_—

Estresse mecanico

Diversos fatores, como moléculas sollveis, matriz extracelular e forcas mecénicas, induzem
a diferenciacéo dos fibroblastos em miofibroblastos. FONTE: (DARBY e LAVERDET, 2014)

Uma vez diferenciadas em miofibroblastos, estas células apresentam

atividade contrétil, que auxilia a contracéo da ferida, e produzem altas quantidades
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de proteinas de matriz extracelular, incluindo colagenos, fibronectinas,
proteoglicanos, lamininas, glicosaminoglicanos (GAGSs) e acido hialurénico, que além
de formar a nova matriz, medeiam eventos migratérios e proliferativos de outros
tipos celulares (DARBY e LAVERDET, 2014; KANAZAWA et al., 2010).

Os processos de migragdo e de producdo de matriz extracelular podem ser
regulados por diversas vias de sinalizacdo intracelulares. Algumas evidéncias
cientificas vém demostrando o papel da via PKA/CREB em mediar diversos eventos
celulares em fibroblastos. Esta via é caracterizada por regular a resposta dos
fibroblastos a estimulos extracelulares, assim como por mediar o processo de
migracao, principalmente por induzir a transcricdo génica de fatores de crescimento
e de componentes da matriz extracelular, além de regular mudancas no
citoesqueleto das células (Figura 9) (EDIN et al., 2001; DELGHANDI et al., 2005).

Figura 9 - Diagrama representando a via de sinalizacdo PKA/CREB.
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A via PKA/CREB consiste em uma via importante durante a ativacdo dos fibroblastos.
Diversos fatores externos podem ativar receptores acoplado a proteina G e deflagram uma
cascata de sinalizacao intracelular, o que acarreta na ativa¢do da enzima adenilato ciclase,
que converte ATP em cAMP, que por sua vez ativa PKA. Uma vez ativada, PKA induz a
fosforilagdo de CREB, que medeia a transcricdo de genes envolvidos na migracdo e
producdo de matriz extracelular. FONTE: Adaptado (LI et al., 2017)
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2.2.2.2 Processo de angiogénese

Outro evento importante que acontece durante esta fase, € o processo de
angiogénese, que conceitualmente, consiste na formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes. A angiogénese ocorre na matriz
extracelular recém-formada, mediante a migracdo e a estimulacdo mitogénica das
células endoteliais, e € responsavel por restaurar a densidade vascular do tecido em
reparacao (DIPIETRO, 2016).

A angiogénese é caracterizada por alguns eventos celulares importantes.
Para iniciar a formacéo de novos capilares, as células endoteliais devem degradar a
lamina basal subjacente e invadir o estroma do tecido circundante. Desta forma,
fatores angiogénicos, como o VEGF, por exemplo, estimulam as células endoteliais
a produzir e secretar MMPs, que atuam degradando a lamina basal e a matriz
extracelular perivascular, permitindo a migracdo e a invasao das células.
Posteriormente, as células endoteliais migram de acordo com um gradiente
guimiotatico, e se estabelecem na area perivascular, diferenciando-se em novos
vasos (LIEKENS et al., 2001). Todo este processo € essencial durante a formacao
do tecido de granulacdo, tendo em vista que o tecido cicatricial possui uma taxa
metabdlica alta, sendo requerido uma alta vascularizacdo, o que permite um
fornecimento adequado de nutrientes e oxigénio, assim como de células

imunocompetentes, ao tecido (KANT et al., 2015).

2.2.3 Fase de remodelamento

Durante este estagio, todos os processos celulares e moleculares que foram
ativados nas fases anteriores sédo atenuados. Desta forma, a maioria das células
recrutadas, incluindo macrofagos, células endoteliais, e miofibroblastos sofrem
apoptose, 0 que torna o tecido mais acelular, contendo poucas células e uma alta
guantidade de proteinas de matriz extracelular, principalmente colagenos (Figura 10,
p. 35) (GURTNER et al., 2008).
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Figura 10 - Diagrama representativo da fase de remodelamento durante o reparo

tecidual.

Durante a fase de remodelamento, a maioria das células que foram recrutadas no tecido de
granulacéo sofrem apoptose, 0 que torna o tecido mais acelular, com uma abundante matriz
extracelular, que se torna remodelada ao longo do tempo. FONTE: Adaptado (GURTNER et
al., 2008)

O remodelamento da matriz de colageno depende da sintese e degradacédo
continuada desta proteina. A degradacdo do colageno na ferida é controlada por
diversas enzimas proteoliticas da classe das MMPs, que sdo secretadas pelos
macroéfagos, células endoteliais, e principalmente, fibroblastos. O processo de
remodelamento é essencial para proporcionar um aumento na resisténcia a tragdo
ao tecido lesionado. No entanto, € importante ressaltar que o tecido nunca recupera
as propriedades de uma pele néo lesionada (SINGER; CLARK, 1999).

2.3 Fatores que afetam a cicatrizag&o de feridas cutaneas

Uma série de fatores, locais e sistémicos, possuem a capacidade de afetar,
negativamente, o processo normal de cicatrizacédo, interferindo em uma ou mais
fases desse processo, 0 que pode acarretar na formagcao de feridas cronicas que
néo cicatrizam (GUO; DIPIETRO, 2010).
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Os fatores capazes de interferir no curso normal da cicatrizacdo podem ser
agrupados em duas categorias distintas: os fatores locais e os sistémicos (Tabela 1).
Enquanto que os fatores locais sdo condigbes que ocorrem localmente e
exclusivamente no microambiente da ferida, como por exemplo, uma baixa na
oxigenacgao e a presenca de infeccdo, os fatores sistémicos sao aqueles que afetam
o0 metabolismo de forma geral, incluindo algumas patologias, como o diabetes, por
exemplo (GUO e DIPIETRO, 2010).

Tabela 1 - Fatores que afetam a cicatrizagao de feridas.

Fatores Locais Fatores Sistémicos
Oxigenacao Idade
Infeccao Hormonios sexuais
Corpos estranhos Estresse
Isquemia

Doengas: diabetes, fibrose, desordens
hereditarias

Obesidade

Medicacdo: Glicocorticoides, farmacos anti-
inflamatorios, quimioterapia

Alcoolismo e tabagismo

Condicdes imunodepressoras: cancer, terapia
radioativa, AIDS

Nutricao

Uma série de fatores, locais e sistémicos, podem afetar, negativamente, o processo normal
de cicatrizacao de feridas cutaneas. FONTE: Adaptado (GUO e DIPIETRO, 2010).
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2.3.1 Diabetes e cicatrizacao de feridas

O diabetes mellitus € em um distdrbio multissistémico, caracterizado por um
guadro de hiperglicemia crénica, que induz uma série de alteracfes fisiologicas em
tecidos e células que comprometem o estado homeostatico do individuo, levando ao
comprometimento de diversos processos biologicos essenciais, incluindo o processo
de reparo tecidual (SINGER; CLARK, 1999).

O retardo no processo de cicatrizagdo em pacientes com diabetes esta
associado a diversas alteracdes celulares e moleculares nos tecidos. Dentre as
alteracbes, pode-se citar um quadro inflamatério prolongado, neovascularizacao
prejudicada, sintese diminuida de colageno, aumento dos niveis de proteinases
(MMPs) e fungéo defeituosa de células, como macrofagos e fibroblastos (FAHEY et
al.,, 1991; GALEANO et al., 2004; GOODSON e HUNG, 1977; GUO e DIPIETRO,
2010; MARTIN, ALEXANDRA et al., 2003).

2.4 Tratamento de feridas cronicas

Feridas crénicas causam grandes complicacdes na pratica clinica, incluindo
um alto nimero de hospitalizagcdes prolongadas e a necessidade do uso de produtos
especificos, que levam a custos consideraveis. Embora diversas abordagens
tenham sido testadas com o intuito de evitar atrasos no processo de cicatrizacao de
feridas, as opclOes para o tratamento de feridas crbnicas ainda sdo escassas
(PEREIRA; BARTOLO, 2016).

O cuidado com feridas tem se tornado cada vez mais importante devido ao
aumento de feridas crénicas e a morbidade associada a elas. Dentre os tratamentos
disponiveis, encontra-se o desbridamento, que consiste na remocao de material de
tecido ndo viavel. Adicionalmente, o uso de alguns curativos também é utilizado para
tentar proteger a ferida da infeccdo e também ajudar a promover o proprio processo
de cicatrizacdo de feridas. De fato, tem sido desenvolvido mais recentemente,
curativos associados com compostos antimicrobianos. Estes materiais combinam
curativos tradicionais para feridas, tais como espumas de poliuretano ou hidrogéis,
com compostos com propriedades antimicrobianas, incluindo quitina e
polihexametileno biguanida (HAN; CEILLEY, 2017).
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Apesar das abordagens terapéuticas disponiveis, um farmaco eficaz
direcionado para o tratamento de feridas que n&o cicatrizam, ainda nao foi
desenvolvido. Tendo em vista que as feridas cronicas representam um Sério
problema de salude publica, a busca por alternativas terapéuticas para o tratamento
desta complicagdo torna-se necessaria.

Neste contexto, um grande numero de plantas e produtos derivados de
vegetais tém sido usados em praticas medicinais tradicionais em todo 0 mundo para
o tratamento de lesbes, feridas e queimaduras (AGRA et al., 2015). Assim, a
prospeccado de produtos de origem vegetal com potenciais para favorecer a
cicatrizacdo mostra-se como uma alternativa interessante para o desenvolvimento

de novos farmacos.

2.5 Produtos naturais

Os produtos naturais e seus derivados sao utilizados durante muito tempo
como a base para o tratamento de diversas patologias. Os produtos de origem
vegetal sdo fontes de substancias potencialmente aplicaveis com propriedades
biolégicas, farmacoldgicas ou terapéuticas (CALIXTO, 2005). Estima-se que cerca
de 25% dos farmacos utilizados sdo de origem vegetal, enquanto 50% sao de
origem sintética, mas relacionados aos principios isolados de plantas medicinais
(SILVA; CECHINEL, 2002).

Dentre os produtos naturais, os triterpenos sdo abundantes no reino vegetal e
estdo presentes nos frutos, folhas e cascas de plantas medicinais (HILL e
CONNOLLY, 2013). Inameros trabalhos in vitro e in vivo tem mostrado as multiplas
propriedades farmacolégicas dos triterpenos, como por exemplo efeito
anticancerigeno (LASZCZYK, 2009; LU, MINGXIA et al., 2018), antioxidante
(RAMACHANDRAN; PRASAD, 2008), anti-inflamatorio (AGRA et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2015; WANG et al., 2018) e pro-cicatrizante (AGRA et al., 2015).
Desta forma, considerando a ampla gama de atividades biol6gicas dos triterpenos,
torna-se interessante utiliza-los em estudos farmacolégicos com o objetivo de
desenvolver novas alternativas terapéuticas para diferentes condicdes patologicas

Dentre as diversas atividades farmacolégicas dos triterpenos, o efeito pro-
cicatrizante destas moléculas tem sido bem documentado. Recentemente, foi

mostrado que diversos triterpenos naturais, incluindo asiaticoside, astragaloside 1V,
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bacoside A, cicloastragenol, cicloocantésido E, ginsenosideo Rd, lupeol,
madecosideo, acido oleandlico e acido ursdlico, tém efeitos benéficos durante o
processo de cicatrizacdo, acelerando a reepitelizacdo, e/ou aumentando a

deposicao de colageno no tecido da ferida (AGRA et al., 2015).

2.6 Friedelina

Dentre os triterpenos, destaca-se o triterpeno pentaciclico natural friedelina,
por ser possuidor de diversos efeitos bioldégicos importantes. Esta molécula pode ser
encontrada em diversas fontes vegetais, incluindo plantas do género Vismia, Azima
e Clusia. Algumas espécies destes géneros possuem atividade farmacolégicas,
como por exemplo a espécie Clusia nemorosa (FERRO et al, 2013).

Este triterpeno possui uma estrutura molecular caracteristica dos terpenos,
sendo constituido por trés unidades isoprénicas em cinco anéis carbonicos formados
por ligacbes saturadas. Além disso, avaliando a estrutura quimica do composto,
pode-se observar a presenca de oito grupamentos CHs e um grupamento metil no

esqueleto da molécula (Figura 11).

Figura 11— Estrutura molecular do triterpeno pentaciclico friedelina.

H3C_ CHs

Friedelina consiste em um metabdlito secundario vegetal da classe dos terpenos. FONTE:
Sigma Aldrich
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A friedelina é caracterizada por possuir diversas propriedades farmacolégicas,
incluindo efeitos gastroprotetores em ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
(ANTONISAMY et al.,, 2015), atividade hipolipidémica (DURAIPANDIYAN et al.,
2016), efeitos antiinflamatoérios, analgésicos e antipiréticos (ANTONISAMY et al.,
2011), efeitos antioxidante e protetor hepatico (SUNIL et al.,, 2013), bem como
atividade citotoxica em linhagens celulares de cancer in vitro (LU, BAIYI et al., 2010;
SUBASH-BABU et al., 2017). Adicionalmente, estudos do nosso grupo de pesquisa
evidenciaram que este triterpeno possui um efeito pro-cicatrizante em feridas de
animais ndo diabéticos, por aumentar a taxa de contracdo da ferida destes animais,
assim como aumentar a deposicéo de colageno total no tecido cicatricial (FERRO et
al, 2014).

No entanto, o efeito da friedelina sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas na

condicao diabética ainda néo foi descrito.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade cicatrizante do triterpeno pentaciclico natural friedelina
sobre feridas cutdneas em camundongos diabéticos, assim como o efeito deste

triterpeno sobre a ativacao de fibroblastos in vitro.

3.2 Objetivos especificos

De maneira mais especifica, objetivou-se:
e Avaliar, nas lesbes cutaneas de animais diabéticos, o efeito da friedelina
sobre:
a. A contracédo da ferida
b. O padréo histopatoldgico tecidual;
c. A producao de colageno total,
d. A expressdo de MMP-9/TIMP-1;
e. A formagéo de novos vasos (angiogénese).
e Avaliar in vitro, o efeito da friedelina sobre a:
a. A viabilidade de fibroblastos
b. A migracéo de fibroblastos;
c. A producédo de matriz extracelular e TGF-B1 por fibroblastos.
¢ Identificar possiveis vias de sinaliza¢cdes envolvidas durante o processo de

migragao dos fibroblastos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

A friedelina (PubChem CID: 91472) (sigma, 855022), aloxana, PBS, meio de
cultura DMEM, MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio]), os
anticorpos anti-fibronectina (sigma, F3648), anti-laminina (sigma, L9393) e Goat anti-
habbit IgG -FITC (sigma F0382), assim como os inibidores farmacoldgicos, Protein
Kinase A Inhibitor Fragment 6-22 amide (sigma, P6062) e KG-501 (70485) foram
obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich, MO, USA). O soro fetal

bovino e gentamicina foram adquiridos da Gibco (Invitrogen, Carslbad, CA, USA).

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25-40 gramas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (BioCen-
UFAL). Os animais tiveram livre acesso a agua e racdo durante todos os
experimentos e foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos 0s
experimentos foram realizados apds aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso
Animal da UFAL (CEUA/UFAL, protocolo nimero 16/2014).

4.3 Inducao do diabetes mellitus

A inducéo do diabetes mellitus tipo 1 foi realizada mediante a administracéo
de aloxana. A aloxana (C4H2N204) é um derivado da pirimidina amplamente utilizado
para induzir, em animais de experimentacdo, o estado diabético semelhante a
diabetes humana tipo 1. Seu mecanismo de acdo resulta da necrose seletiva das
células beta pancreéticas decorrente do acumulo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (IGHODARO et al., 2018).

Neste estudo, para a indugcéo do estado diabético os animais foram mantidos
em jejum durante 12 horas, e em seguida, foram submetidos a uma unica injecéo
por via intravenosa de aloxana (65 mg/kg, intravenosa no plexo orbital). No 21° dia

apos a inducédo do diabetes, o indice glicémico dos animais foi mensurado utilizando
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um glucosimetro (TRUEread®), e os animais com a glicemia = 300 mg/dL foram

considerados diabéticos e selecionados para o experimento.

4.4 Indugdao da les&o excisional

Para a realizagcdo dos procedimentos cirargicos foram confeccionados
campos cirargicos fenestrados e todo instrumental cirdrgico e as compressas de
gaze foram esterilizados sob calor umido (autoclave). As seringas, agulhas, luvas e
laminas de bisturi foram de uso descartavel e todas as técnicas de assepsia foram
observadas durante todo o protocolo experimental O dorso foi escolhido para
confeccionar as feridas por ser um local com o melhor sitio para incisdo, pois evita
irritacdo por contato e auto-canibalismo. Apos 22 dias da indug¢do do diabetes, os
camundongos foram anestesiados com xilazina (5 mg/kg) e cetamina (35 mg/kg) por
via intraperitoneal (i.p) e submetidos ao resseccionamento de um fragmento cutaneo
circular de aproximadamente 1 cm de diametro, até a exposi¢do da fascia muscular

na regido dorsal de animais diabéticos e ndo-diabético (AGRA et al., 2013).

4.5 Diviséo dos grupos e regime de tratamento

Apés 24 h da inducdo da lesédo, os animais foram separados nos grupos
experimentais descritos abaixo e tratados topicamente com salina ou friedelina uma
vez ao dia por 11 dias consecutivos:

Grupo NDB: Animais ndo diabéticos e tratados diariamente com salina;
Grupo DB: Animais diabéticos e tratados diariamente com salina;
Grupo DB-FD 0,1%: Animais diabéticos e tratados diariamente com FD 0,1%;

Grupo DB-FD 1%: Animais diabéticos e tratados diariamente com FD 1%.

4.6 Analise macroscopica

Para a andlise macroscoépica e a andlise da taxa de contracdo da ferida ao
longo do tempo, foi realizada aquisi¢do de fotografias das lesdes com camera digital,
nos dias 0, 3, 7 e 12. Em seqguida, as fotografias foram analisadas no software
ImageJ, onde foi possivel mensurar a area do ferimento, e o célculo da contracéo da

ferida foi realizado através da seguinte formula:
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Areado dia 0 — Area do dia n)
X

— 100
Areadodia 0

Contracio da ferida (%) =

4.7 Andlise histopatoldgica da ferida

Para avaliar o microambiente da ferida, os animais foram eutanasiados com
aprofundamento anestésico (tiopental, 200 mg/Kg) no sétimo dia ap6s a inducdo da
ferida, e as amostras de tecido, incluindo a ferida e a pele normal adjacente, foram
coletadas. Em seguida, as amostras de pele foram fixadas em formalina por 24
horas, embebidas em parafina e cortadas em sec¢fes de 5 um de espessura em um
micrétomo. Posteriormente, os espécimes foram corados com hematoxilina e eosina
(H&E). As laminas foram visualizadas sob um microscépio de luz (Olympus BX51)
na ampliagdo 40X. Adicionalmente, as laminas coradas foram utilizadas para realizar
a contagem diferencial de células no tecido da ferida. Para tanto, dez campos
aleatorios foram avaliados no aumento de 1000X. Neutréfilos e fibroblastos foram

diferenciados pela morfologia dos nucleos.

4.8 Avaliacdo da deposicado de colageno

A deposicdo de colageno total foi avaliada mediante a coloracdo Tricrobmio de
Masson. Resumidamente, os tecidos de pele fixados em formalina foram cortados
em secc¢Oes de 5 um de espessura em um microtomo e os espécimes foram corados
com tricromico de Masson. As sec¢Bes foram visualizadas em microscépio de luz
(Olympus BX51) e a quantificagdo do colageno total foi realizada utilizando o

software ImageJ.

4.9 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e RT-PCR

A expressdo génica de MMP-9 e TIMP-1 no tecido cicatricial foi avaliada
mediante ao método de RT-PCR semi-quantitativo. Para isso, as amostras de pele
foram coletadas, trituradas, e em seguida o RNA total foi extraido utilizando Trizol
(Invitrogen). Posteriormente, o RNA total foi quantificado por espectrofotometria nos

comprimentos de 260 e 280 nm utlizando o leitor NanoDrop (NanoDrop
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Technologies, Wilmington, DE), e a qualidade do RNA total foi avaliada por
eletroforese em gel.

A sintese do cDNA foi realizado utilizando o Kit RT M-MLV (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase). Resumidamente, 2000 ng de RNA total foi
tratado com DNase | (Invitrogen) para remover tragos de contaminacéo de DNA e os
cDNAs foram sintetizados usando a enzima transcriptase reversa (StrataScript®), de
acordo com os protocolos do fabricante.

A RT-PCR foi realizada utilizando oligonucleotideos especificos para MMP-9
e TIMP-1 (Tabela 2). Para isso, as amostras de cDNAs obtidas foram incubadas
com tampdo PCR buffer 1x, 1,25 mM de MgClz, 200 mM de dNTPs, 0,5 U de
TagPolimerase, 20 pM de oligonucleotideos e agua DEPC, no volume final de 25 pL.
A reacao de amplificagdo foi realizada utilizando um termociclador (TECHNE, TC-
5000), com condi¢des especificas mostradas na tabela 2. Posteriormente, 10 uL de
cada amostra foram submetidas a eletroforese em gel de agarose com corante
intercalante (brometo de etidio), e visualizadas utilizando um transluminador
(Loccus, L-Pix EX 20x20). As analises semiquantitativas foram realizadas por meio
do software Imaged, onde foi possivel mensurar a intensidade das bandas, e a
expressao do mRNA foi quantificada pela razéo entre o gene alvo (MMP-9 ou TIMP-

1) e 0 gene enddgeno (B-actina).

Tabela 2 — Oligonucleotideos

. . At . . Sequéncia
Genes Oligonucleotideos (5---3 Ciclos Amplicon
'gonu ! ( ) Anelamento ! Pl GenBank
B- Forward ACACAGTGCTGTCTGGTGGT NM 00739
s 56 °C 31 125 bp —3 5
actina  peverse GTACTTGCGCTCAGGAGGAG SR}
Forward TCGCGTGGATAAGGAGTTCT
MMP-9 56 °C 31 104 bp NM 01359
Reverse TCACACGCCAGAAGAATTTG 9.4
Forward GACCTATAGTGCTGGCTGTGG
TIMP-1 56 °C 31 121 bp NM_01159
Reverse GTAGTCCTCAGAGCCCACGA 3.2

Oligonucleotideos utilizados neste estudo. $-actina foi utilizado como gene constitutivo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=987996596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=987996596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=987996596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=987996596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=113205064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=113205064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=113205064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=113205064
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4.10 Imunohistoquimica para a proteina CD31

Cortes congelados das feridas foram utilizados para a analise
imunohistoquimica através do método padrdo de estreptavidina-biotina-peroxidase
(BD Biosciences). Este ensaio foi realizado para evidenciar a molécula de adeséo
celular endotélio-plaquetaria 1 (PECAM-1, do inglés, Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule) (CD31), presente nas células endoteliais no tecido cicatricial. Os
cortes foram fixados em acetona, e posteriormente hidratados com PBS e expostos
a uma solucao a 0,3% de peréxido de hidrogénio a temperatura ambiente durante 10
minutos para o bloqueio da peroxidase endbégena. Posteriormente, os cortes foram
expostos a uma solucdo, contendo 10% de soro fetal bovino em PBS, para o
bloqueio das ligacbes nédo especificas durante 40 minutos. Em seguida, foi feita a
incubag@o com o anticorpo primario monoclonal anti-CD31 (1:100) por 60 minutos,
seguido da exposi¢cdo ao anticorpo secundario biotinilado, na concentracdo de 10
pMg/mL por 30 minutos. Foi utilizado diaminobenzidina (DAB), para a revelagcéo da
marcacao, e os cortes foram contra corados com hematoxilina.

Os vasos sanguineos foram evidenciados pela cor acastanhada em contraste
com um fundo discretamente azulado, e analisadas utilizando o software ImageJ
para a obtencdo dos graficos, onde a quantificacdo em pixels das areas que
sofreram reatividade com o anticorpo € diretamente proporcional a porcentagem de

vasos.

4.11 Cultura celular

Fibroblastos embrionarios da linhagem NIH/3T3 provenientes de
camundongos swiss foram semeados em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 2 uM de L-glutamina e
40 pg/mL de gentamicina. As células foram mantidas em estufa com atmosfera
umida de CO2 a 5% a 37 °C.

4.12 Avaliacao da viabilidade celular

O efeito da friedelina (Sigma-Aldrich - EUA) sobre a viabilidade de fibroblastos

foi avaliado mediante ao ensaio de MTT. Este ensaio consiste em um método
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colorimétrico que avalia, de forma indireta, a viabilidade celular por mensurar a
atividade mitocondrial das células (MOSMAM, 1983). Para este ensaio, 0S
fibroblastos (7x10° células/poco) foram semeados em microplacas de 96 pocos e
mantidas overnight em estufa de CO: para adesao celular. Posteriormente, as
células foram submetidas ao tratamento com diferentes concentraces de friedelina
(1, 10, 50 e 100 pM) ou apenas meio DMEM 2% SBF (controle). ApGs a incubacéo
com o tratamento por 24 h, foi adicionado 22,5 yL/pogo de MTT ([brometo de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio]) (5 mg/mL em PBS). Seguido o periodo de
incubacédo por 4 h com MTT, foi adicionado 150 pL de dimetilsuféxido (DMSO), para
solubilizar o formazan produzido. A absorbancia de cada poco foi mensurada
usando um espectrofotdmetro de microplacas e a densidade 6ptica (DO) foi medida

a 540 nm. A porcentagem de célula viaveis foi calculada a partir da seguinte formula:

o Densidade 6ptica das células tratadas
% Viabilidade = - — v — x 100
Densidade o6ptica das células nao tratadas

4.13 Contagem celular

Para confirmar o ensaio de MTT, foi realizada a contagem celular utilizando a
camara de Neubauer. As células (5x10* células/pogo) foram semeadas em placas
de 6 pocos, overnight. Em seguida, as células foram tratadas com 100 uM de
friedelina ou apenas com meio DMEM 2% SBF (controle) por 24 h. Apds o periodo
de incubacdo com o tratamento, as células foram tratadas com tripsina para
desadeséo e contadas, pelo método de exclusdo com tripan, utilizando a camara de

Neubauer.

4.14 Ensaio de migracao celular

A capacidade da friedelina em induzir a migracéo em fibroblastos foi avaliada
pelo ensaio de migragcao horizontal (scratch-wound healing). Para este experimento,
os fibroblastos (7x10* células/poco) foram semeados em placas de 24 pocos e
mantidos overnight em estufa para a adesdo celular e formacdo de uma
monocamada com aproximadamente 90% de confluéncia. Apdés este periodo, as

células foram incubadas por 2 h com 5 pg/mL de mitomicina C para inibir a



proliferacéo celular. Posteriormente, foi realizado um risco linear na monocamada de
células, utilizando uma ponteira p200 e, em seguida, o meio foi desprezado. Os
pocos foram lavados com PBS e as células tratadas com friedelina (1 e 100 uM) ou
apenas meio DMEM 2% SBF (controle).

Com o objetivo de avaliar as possiveis vias moleculares envolvidas na
migracao celular induzida pela friedelina, as células foram pré-tratadas, por 2 h antes
do risco, com os inibidores de algumas quinases importantes (Tabela 3) durante o

processo de migragao e producéo de matriz extracelular.

Tabela 3 - Inibidores farmacoldgicos

Alvo Inibidor farmacologico Concentracéao

utilizada (UM)

PKA Proteina quinase A fra(lﬁjarr&ir;to inibidor 6-22 amida 10

CREB KG-501 (iCREB) 25

Inibidores farmacoldgicos utilizados neste estudo a fim de avaliar as possiveis vias
moleculares envolvidas nos efeitos induzidos pela friedelina sobre a migracao celular.

A migracao celular foi documentada mediante a aquisicdo de fotomicrografias
nos tempos 0 e 24 h apds o risco, que foram analisadas utilizando o software
ImageJ, de modo que foi determinada quantitativamente a porcentagem de
fechamento da é&rea inicial formada. O valor da migracdo das células em

porcentagem foi obtido mediante o seguinte calculo:

(Area do tempo Oh — Area do tempo 24h)
X

% Migracao = 100

Area do tempo Oh

4.15 Imunofluorescéncia

O efeito da friedelina sobre a producao de fibronectina, laminina e TGF-1 foi
avaliado através da técnica de imunofluorescéncia indireta. Para isso, as células

(7x103) foram semeadas em laminas LabTeks e mantidas overnight em atmosfera
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umida de COz a 37 °C. Apoés a adeséo, as células foram tratadas com 100 uM de
friedelina ou meio DMEM 2% SBF (controle) por 24 h. Em seguida, as células foram
fixadas com metanol por 10 minutos. Para o bloqueio dos sitios de ligacdes
inespecificos foi utilizado PBS/BSA (1%). As células foram incubadas em
temperatura ambiente e em camara escura e Uumida com anticorpo primario anti-
fibronectina, anti-laminina ou anti-TGF-B1 (1:50) por 1 hora. Posteriormente, as
células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo secundario conjugado
ao fluorocromo GAR-FITC por 45 minutos. Os nucleos foram contra-corados com
DAPI. Para a montagem das laminas utilizou-se uma solucdo de PBS/glicerina e
laminulas de vidro.

As fotomicrografias foram obtidas por microscopia de fluorescéncia e
avaliadas utilizando o software ImageJ. A intensidade de fluorescéncia em pixels das
areas que sofreram reatividade com o anticorpo € diretamente proporcional a
producdo da molécula analisada. As marcacfes em verde indicam a marcacao
especifica da fibronectina, laminina ou TGF-B1 e as marcagbes em azul evidenciam

0s nucleos celulares.

4.16 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da media
(EPM), realizados em triplicata e analisados estatisticamente empregando-se o teste
t ou a analise de variancia (ANOVA), seguida de poés-teste de Newman Keuls. Os
resultados foram considerados significantes quando p < 0,05. Todos os resultados
foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism® versdo 5.01
(GraphPad Software Inc, San Diego CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 O tratamento topico com a friedelina restaura o fechamento da ferida em

animais diabéticos

Durante o curso da cicatrizacdo, o fechamento da ferida consiste em um
evento importante para a restauracdo da homeostasia tecidual, o que torna este
parametro um importante indicador do reparo tecidual.

Como evidenciado na figura 12 (p. 51), apés 7 dias da inducédo da lesdo os
animais diabéticos (DB) apresentaram um retardo significativo na contracdo da
ferida quando comparados com 0s animais ndo-diabéticos (NDB), caracteristica que
persistiu ao longo dos demais dias de analise. No dia 12 pés ferida, os animais néo
diabéticos apresentaram uma contracdo da ferida de 94,7 £ 1,5% enquanto 0s
diabéticos apresentaram uma taxa de contracdo de 69,6 = 4,1%, o que reproduz o
comprometimento do processo cicatricial associado a condicao diabética.

Animais diabéticos tratados topicamente com friedelina (DB-FD),
independentemente das concentracdes utilizadas, mostraram um aumento na
contracdo da ferida em comparacdo com os camundongos diabéticos. Conforme
apresentado na figura 12B (p. 51), no sétimo dia de andlise, foram observadas
diferencas estatisticas significativas no perfil de contracédo da ferida entre os grupos

DB e DB-FD e essa diferenca foi mantida até o dia 12 pds-ferimento.
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Figura 12 — O tratamento topico com friedelina restaura o processo de cicatrizacdo em animais diabéticos
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(A) Fotografias representativas da analise macroscépica e (B) Contracdo da ferida (%) dos grupos controle ndo diabéticos (NDB), diabéticos (DB) e
diabéticos tratados com friedelina (DB-FD) nas doses de 0,1% e 1%. As colunas e as barras verticais representam a média + EPM, respectivamente. A
andlise estatistica foi realizada mediante ao teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de Newman-Keuls (n=7), *p < 0,01, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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5.2 Friedelina melhora a formagédo do tecido de granulacdo em feridas
diabéticas

Considerando que o tratamento topico com a friedelina nas concentra¢ées de
0,1% e 1% exibiram o mesmo perfil de fechamento de ferida, decidiu-se seguir com
as analises utilizando apenas a menor concentragdo testada (0,1%) de friedelina.

A figura 13 (p.53) é referente as fotomicrografias representativas de cortes
histopatolégicos corados por HE de feridas cutédneas proveniente de animais néo-
diabéticos (NDB), diabéticos (DB) e diabéticos tratados com friedelina a 0,1% (DB-
FD 0,1%) no sétimo dia de analise.

No sétimo dia pos-ferimento, foi observado a presenca de uma crosta acima
do epitélio em todos os grupos analisados. Nos camundongos nao-diabéticos notou-
se ainda uma intensa &rea de reepitelizacdo, com uma evidente quantidade de
gueratinécitos (Figura 13A, p.53), caracteristica que ndo foi observada nos animais
diabéticos (Figura 13B, p.53). Entretanto, a aplicacdo tépica de friedelina
proporcionou a reepitelizacdo nas feridas de animais diabéticos (Figura 13C, p.53).
Além disso, os camundongos diabéticos apresentaram um tecido de granulagcdo com
alto infiltrado inflamatério, com um elevado ndmero de neutréfilos e limitada
proliferacdo de fibroblastos. Quando as feridas destes animais diabéticos foram
tratadas com friedelina (DB-FD) observou-se uma diminuicdo no infiltrado de
neutrofilos e um aumento no numero de fibroblastos em comparacdo com os

animais diabéticos.
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Figura 13 — Efeito da aplicacdo tépica de friedelina no perfil histopatolégico das

feridas.
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(A-F) Fotomicrografias representativas de sec¢bes histopatologicas coradas por H&E de feridas
cutaneas de animais nao-diabéticos (NDB), diabéticos (DB) e diabéticos tratados topicamente com
friedelina a 0,1% (DB-FD 0,1%) no sétimo dia de analise. § presenca de crosta; * queratindcitos em
atividade; # Organizacdo do epitélio recém-formado. (G) Quantificacdo do ndmero de neutréfilos e
fibroblastos na area da ferida. As colunas e as barras verticais representam a média + EPM,
respectivamente. A andlise estatistica foi realizada mediante ao teste ANOVA one-way seguido do
pos-teste de Newman-Keuls, ***p < 0,001 (NDB vs. DB), **p < 0,01 e ***p < 0,001 (DB vs. DB-FD
0,1%).
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5.3 A aplicacéo topica com friedelina aumenta a deposi¢cdo de colageno total

em feridas de animais diabéticos.

Conforme apresentado na figura 14 (p. 55), no sétimo dia ap6s a inducdo da
ferida, os camundongos diabéticos (DB) apresentaram uma diminuicdo acentuada
na deposicdo de colageno em comparacao aos animais nao-diabéticos (NDB). Tal
reducdo na deposicdo de colageno foi completamente revertida apds aplicacao
topica de friedelina nas feridas de animais diabéticos, o que indica uma provavel
acao da friedelina sobre as fungdes dos fibroblastos.
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Figure 14 — Friedelina aumenta a deposicéo de colageno total em camundongos diabéticos.
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(A-C) Fotomicrografias representativas das laminas de pele coradas com tricromico de Masson provenientes de animais nédo-diabéticos (NDB), diabéticos
(DB) e diabéticos tratados topicamente com friedelina (DB-FD 0,1%) no sétimo dia apés a inducdo da ferida. (D) A quantificacdo da deposicdo de colageno,
representado pela coloragdo azul, foi realizada utilizando o software ImageJ. As colunas e as barras verticais representam a média + EPM, respectivamente.

A andlise estatistica foi realizada mediante ao teste ANOVA one-way seguido do po6s-teste de Newman-Keuls, **p < 0,01 (NDB vs. DB), **p < 0,001 (DB vs.
DB-FD 0,1%).
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5.4 Tratamento topico com friedelina afeta a expressdo génica de MMP-9 e

TIMP-1 nas feridas de camundongos diabéticos

Como apresentado na figura 15, os camundongos diabéticos (DB)
apresentaram um aumento na expressao do mRNA para MMP-9 no sétimo dia apds
a inducao da ferida, quando comparados com os animais do grupo controle (NDB).
Ao mesmo tempo, o tratamento topico com friedelina em animais diabéticos foi
capaz de diminuir a expressdao do mRNA desta proteina. Além disso, 0os animais
diabéticos apresentaram diminuigcdo na expressao de TIMP-1 quando comparados
ao grupo controle, enquanto que o0s animais diabéticos tratados com friedelina
mostraram um aumento na expressao de TIMP-1. Estes dados indicam o potencial

da friedelina em induzir a regulacéo da expressao destes genes.

Figure 15 — Friedelina regula a expressdo de MMP-9 e TIMP-1.
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(A) Quantificag8o por densitometria das bandas de expressédo de MMP-9 e TIMP-1 normalizada pela
expressado de B-actin. (B) Expressdao de mRNA para MMP-9, TIMP-1 e B-actina. As colunas e as
barras verticais representam a média + EPM, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada
mediante ao teste ANOVA one-way seguido do pés-teste de Newman-Keuls, *p < 0,05 e **p < 0,01
(NDB vs. DB), ***p < 0,05 (DB vs. DB-FD 0,1%).
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5.5 Friedelina favorece o processo de angiogénese na ferida de camundongos

diabéticos

No tecido de granulacdo a identificacdo da presenca da proteina CD31
mostra-se como uma abordagem amplamente utilizadas para identificar o processo
de angiogénese. Esta proteina CD31, que € uma molécula de adeséo presente nas
células endoteliais, determina o nivel de vascularizacdo no tecido cicatricial (VINAY
et al., 2014). Logo, decidiu-se utilizar a identificacdo por imuno-histoquimica da
proteina CD31 nos tecidos para avaliar o efeito da friedelina sobre a angiogénese.

A figura 16A (p. 58) apresenta as fotomicrografias representativas dos cortes
congelados obtidos das feridas de animais ndo diabéticos (NDB), diabéticos (DB) e
diabéticos tratados com friedelina (DB-FD 0,1%) submetidos a analise
imunohistoquimica para a proteina CD31. Foi evidenciado que, no sétimo dia apés a
inducdo da ferida, os camundongos diabéticos mostraram uma diminuicdo na
imunomarcacao para a proteina CD31, o que reflete em uma reducao na densidade
de vasos sanguineos quando comparados com os camundongos nao diabéticos. No
entanto, quando os camundongos diabéticos foram tratados topicamente com
friedelina (DB-FD 0.1%) ocorreu um aumento na imunomarcagao para CD31,
revelando um incremento no processo de angiogénese no tecido cicatricial. A

guantificacdo da imunomarcacao para CD31 é representada na figura 16B (p.58).
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Figura 16 — O tratamento topico com friedelina favorece a angiogénese em feridas cutaneas de animais diabéticos.
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A formacdo de novos vasos sanguineos foi avaliada mediante a imunomarcacéo para a proteina CD31. (A) Fotomicrografias representativas da marcagéo
imunohistoquimica para CD31 no dia 7 poés-ferida. (B) A quantificacdo foi realizada utilizando o software ImageJ. As colunas e as barras verticais
representam a média + EPM, respectivamente. A analise estatistica foi realizada mediante ao teste ANOVA one-way seguido do pés-teste de Newman-
Keuls, **p < 0,001 (NDB vs. DB), ***p < 0,001 (DB vs. DB-FD 0,1%).



59

5.6 Efeito da friedelina sobre a viabilidade de fibroblastos

Considerando o resultado anterior onde o tratamento topico com a friedelina
foi capaz de induzir a producdo de coldgeno no tecido de granulacdo, decidiu-se
avaliar se este triterpeno apresenta algum efeito direto sobre as funcdes de
fibroblastos. Para isso, inicialmente foi avaliado o efeito da friedelina sobre a
viabilidade de uma linhagem de fibroblastos murino utilizando o ensaio de MTT.
Como evidenciado na figura 17, o tratamento por 24 horas com friedelina, em todas
as concentracgdes utilizadas (1, 10, 50 e 100 uM), nédo foi capaz de afetar o perfil da
viabilidade dos fibroblastos. Além disso, o tratamento com a maior concentracao
(100 pM) de friedelina ndo alterou o namero de fibroblastos (Figura 17B). Em
conjunto, estes resultados demonstram que a friedelina ndo apresenta atividade

citotdxica sobre este tipo celular.

Figura 17 — Friedelina nado altera a viabilidade de fibroblastos in vitro
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(A) A viabilidade celular foi avaliada mediante ao ensaio de MTT. A linha tracejada
representa o grupo controle (células tratadas com veiculo DMSO), enquanto que as colunas
e as barras verticais representam a média + SEM de trés experimentos independentes. (B)
O numero absoluto de células viaveis foi obtido mediante ao ensaio de contagem celular por
Neubauer.

5.7 Friedelina aumenta a migracéao de fibroblastos in vitro

Tendo em vista que a migracao dos fibroblastos consiste em um importante
evento durante o processo de cicatrizacao, avaliou-se os efeitos da friedelina sobre

a migracdo horizontal utilizando o modelo de scratch assay. Considerando que as
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concentracdes testadas de friedelina ndo comprometeram a viabilidade das células,
decidiu-se seguir com o proximo experimento utilizando a menor (1 pM) e a maior
(100 pM) concentracao deste triterpeno utilizado no ensaio de viabilidade.

Como mostrado na figura 18 (p.62), foi evidenciado que os fibroblastos
tratados com 1 pyM de friedelina ndo apresentaram alteragdo na taxa de migragao
guando comparados ao controle (células mantidas apenas com meio de cultivo).
Entretanto, o tratamento com 100 yM de friedelina foi capaz de induzir um aumento
significativo na migracéo celular no tempo de 24 horas. Este resultado sugere que a
friedelina possui um efeito estimulador direto sobre os fibroblastos, por aumentar a

taxa de migracdo dessas células, um evento essencial durante o curso cicatricial.
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Figura 18 — Friedelina acelera a migracao de fibroblastos in vitro.
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Os fibroblastos foram semeados em placas de 24 pogos e mantidas overnight para adesdo. Em seguida, foi feito um risco na monocamada de células
utilizando uma ponteira amarela (p200). Em seguida, as células foram tratadas com friedelina (1 ou 100 pM) ou meio de cultura DMEM. (A) Fotomicrografias
representativas das células nos tempos 0 e 24 h apés o risco. (B) A andlise da taxa de migracdo foi realizada utilizando o software ImageJ. As colunas e as
barras verticais representam a média = EPM, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada mediante ao teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de
Newman-Keuls, *p < 0,05 (Friedelina vs. controle).
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5.8 Friedelina induz a producéo de fibronectina e laminina em fibroblastos

A producdo de matriz extracelular (MEC) é um evento-chave durante o
processo de cicatrizagdo, uma vez que as proteinas de MEC, como fibronectina,
laminina e colagenos, atuam na formacgéo do tecido de granulacdo, além de auxiliar
eventos migratérios no leito da ferida. Por conta disso, decidiu-se avaliar se a
friedelina poderia influenciar a producéo de MEC em fibroblastos. Considerando que
apenas a concentragcdo de 100 pM foi capaz de induzir efeitos diretos sobre a
migracdo dos fibroblastos, escolheu-se esta concentracdo para seguir com 0S
experimentos.

Andlise das fotomicrografias, referentes a imunomarcacao para fibronectina e
laminina, evidenciaram que as células tratadas com 100 uM de friedelina
apresentaram uma maior intensidade de fluorescéncia, quando comparada com as
células do grupo controle, tratadas apenas com meio de cultura (Figura 19, p.63 e
20, p.64). Esses resultados indicam que o tratamento com friedelina é capaz de

induzir um aumento na producéo de fibronectina e laminina em fibroblastos.
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Figura 19 — Friedelina estimula a producéo de fibronectina em fibroblastos in vitro

A Fibronectina DAPI

B

— 31
@ x x
[} = I
| - ©
= 2

c
8 i

(]

S

=

(]

T

$ "

3
m ——
£
r £

0- T

3 - 100
E El Control [] Friedelina (uM)

Os fibroblastos foram semeados em laminas LabTeks, mantidos overnight e posteriormente tratados com 100 uM friedelina ou meio de cultura DMEM por 24
horas. Fotomicrografias representativas da marcacédo para fibronectina. (A) A marcagédo em verde representa a imunomarcacao para fibronectina intracelular,
enguanto que a marcacao em azul indica o nucleo das células. (B) A intensidade de fluorescéncia foi quantificada utilizando o software ImageJ.
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Figura 20 — Friedelina estimula a producao de laminina em fibroblastos in vitro
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Os fibroblastos foram semeados em laminas LabTeks, mantidos overnight e posteriormente tratados com 100 pM friedelina ou meio de cultura DMEM por 24
horas. Fotomicrografias representativas da marcagdo para laminina. (A) A marcacdo em verde representa a imunomarcacéo para laminina intracelular,
enguanto que a marcac¢ao em azul indica o nucleo das células. (B) A intensidade de fluorescéncia foi quantificada utilizando o software ImageJ.
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5.9 Friedelinainduz producéo de TGF-B1 em fibroblastos in vitro

Considerando a importancia do TGF-B1 para a indugdo da produgédo de
componentes da matriz extracelular, decidiu-se avaliar se a friedelina teria algum
efeito sobre a producdo deste fator em fibroblastos. A andlise por
imunofluorescéncia revelou que as células tratadas com 100 pM de friedelina
apresentaram uma maior intensidade de fluorescéncia quando comparada com as
células do grupo controle, tratadas apenas com meio de cultura, indicando que o
tratamento com a friedelina aumentou a producéo de TGF-B1 em fibroblastos (Figura
21, p.66).



66

Figura 21 — Friedelina estimula a producao de TGF-B1 em fibroblastos in vitro
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Os fibroblastos foram semeados em laminas LabTeks, mantidos overnight e posteriormente tratados com 100 pM friedelina ou meio de cultura DMEM por 24
horas. Fotomicrografias representativas da marcacao para TGF-B1. (A) A marcacdo em verde representa a imunomarcacgéo para TGF-B1, enquanto que a
marca¢do em azul indica o nucleo das células. (B) A intensidade de fluorescéncia foi quantificada utilizando o software ImageJ.
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5.10 Envolvimento da via de sinalizacdo PKA/CREB na migragcdo de

fibroblastos estimulada pela friedelina in vitro

Com o objetivo de avaliar as possiveis vias de sinalizacéo intracelulares que
estariam envolvidas nos efeitos da friedelina sobre a migracdo dos fibroblastos,
inibidores farmacoldgicos para algumas quinases envolvidas no processo de

migracao (Tabela 3, p. 48) foram utilizados.

Desta forma, foi avaliado se o aumento da migracdo dos fibroblastos
promovido pela friedelina envolveria a sinalizacéo pela via da PKA/CREB. Para isso,
foram utilizados os inibidores farmacolégicos da PKA (iPKA) e CREB (iCREB).
Como mostrado na figura 22 (p.68) e 23 (p.69), o tratamento com 100 pM de
friedelina foi capaz de acelerar a migracao dos fibroblastos quando comparado com
0 grupo controle. Entretanto, quando estas células foram tratadas com friedelina na
presenca dos inibidores iPKA (figura 22, p.68) ou iCREB (figura 23, p.69) o aumento
da migracdo promovido pela friedelina foi abolido. Estes resultados sugerem que o
aumento na migracao de fibroblastos induzido pela friedelina mostra-se dependente
da via de sinalizacao intracelular PKA/CREB.
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Figura 22 — Friedelina promove a migracao de fibroblastos de maneira dependente da sinalizacédo pela via PKA

A Controle iPKA Friedelina

= I e e e e®

delina

iPKA + Frie

Migragao (%)
8

3

0-
FD (100 uM) - - +
iPKA (10 pM) - + -

_24h_

Os fibroblastos foram semeados em placas de 24 pocos e mantidos overnight para permitir a adesdo. As células foram incubadas com o inibidor de PKA
(PKAi-amida(6-22), 10 uM) por 2 h antes do risco e tratamento com friedelina (100 uM) ou meio de cultura DMEM. (A) Fotomicrografias representativas das
células nos tempos 0 e 24 h apods o risco. (B) A andlise da taxa de migragéo foi realizada utilizando o software ImageJ. As colunas e as barras verticais

representam a média + EPM, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada mediante ao teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de Newman-
Keuls.
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Figura 23 — Friedelina promove a migracédo de fibroblastos de maneira dependente da atividade de CREB
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Os fibroblastos foram semeados em placas de 24 pocos e mantidos overnight para permitir a adesdo. As células foram incubadas com inibidor de CREB
(KG501, 25 puM) por 2 h antes do risco e tratadas com friedelina (100 pM) ou meio de cultura DMEM. (A) Fotomicrografias representativas das células nos
tempos 0 e 24 h apds o risco. (B) A andlise da taxa de migragédo foi realizada utilizando o software ImageJ. As colunas e as barras verticais representam a
média + EPM, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada mediante ao teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de Newman-Keuls.
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6 DISCUSSAO

A pele é um 6rgdo importante para a manutencdo da homeostase do
organismo, tanto que extensos danos na pele, ou ainda, falhas no processo de
cicatrizacdo, pdéem em risco a vida do organismo (KONDO; ISHIDA, 2010; MARTIN,
1997). Na condigdo diabética, o comprometimento da capacidade de cicatrizacao
cutanea acarreta diversos tipos de prejuizos para o paciente, incluindo a evolucao
para amputacdes de membros inferiores (PEMAYUN et al.,, 2015). Apesar dos
avancos no manejo/tratamento de feridas cutaneas na condi¢do diabética, ainda ha
uma caréncia de farmacos disponiveis que sejam eficazes em acelerar o
fechamento de feridas cutaneas em individuos diabéticos. Desta forma, optou-se por
avaliar o efeito cicatrizante da friedelina nas feridas cutaneas de animais diabéticos,
bem como seu efeito direto sobre fibroblastos in vitro. Os resultados revelaram que o
tratamento topico com a friedelina ndo apenas acelerou o fechamento da ferida
cutanea na condicao diabética, mas também, in vitro, induziu em fibroblastos a
producdo de elementos da matriz extracelular, e uma melhora na sua capacidade
migratoria por um mecanismo que parece envolver a via de sinalizacdo PKA/CREB.

O diabetes mellitus consiste em disturbio enddcrino caracterizado por causar
prejuizos em diversos aspectos da homeostase do organismo, incluindo o processo
de cicatrizacdo de feridas cutaneas (LEE et al., 2012). Pacientes portadores de
diabetes geralmente apresentam um comprometimento no processo de cicatrizagao,
0 que resulta na formacao de Ulceras do pé diabético (DFU, do inglés Diabetic Foot
Ulcer), acarretando em uma alta taxa de amputagcdes dos membros inferiores, assim
como em um alto namero de hospitalizacdes prolongadas (PEMAYUN et al., 2015).

DFU é uma das complicacdes mais significativas e devastadoras do diabetes
e representa um seério problema de saude publica. Bommer e colaboradores (2017)
evidenciaram que o custo global estimado para o diabetes em 2015 foi
aproximadamente 1,3 trilhdo de délares, sendo que até um terco deste valor esta
relacionado a problemas nos membros inferiores (BOMMER et al., 2017). Além
disso, projecdes indicam que este custo pode chegar a 2,2 trilhbes em 2030
(BOMMER et al., 2018).

Desta forma, a busca por alternativas terapéuticas para o tratamento de
feridas diabéticas crbnicas torna-se necessaria, visto que, apesar de alguns

avancos, um regime de tratamento eficaz em acelerar o processo cicatricial e
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melhorar a qualidade de vida dos pacientes portadores de diabetes ainda né&o foi
encontrado.

Neste contexto, os produtos de origem natural tém recebido destaque por
suas atividades estimuladoras da cicatrizacdo. Recentemente, foi evidenciado que
triterpenos naturais ou sintéticos, como asiaticoside, astragaloside IV, bacoside A,
cicloastragenol, cicloocantésido E, ginsenosideo Rd, lupeol, madecosideo, acido
oleandlico e acido ursdlico, tém efeitos benéficos durante o processo de
cicatrizacdo, acelerando a reepitelizagcdo, e/ou aumentando a deposicdo de
coldgeno no tecido da ferida (AGRA et al., 2015).

No presente trabalho, foi demonstrado que a aplicacdo tépica de friedelina,
um triterpeno pentaciclico natural, mostrou-se capaz de acelerar a cicatrizacdo de
feridas cutdneas em camundongos diabéticos, por regular a deposicao de colageno
e 0 processo de angiogénese, proporcionando uma melhor formacéo do tecido de
granulacao.

O estado diabético causa diversas alteracdes celulares e moleculares que
levam a um retardo no processo cicatricial. Dentre essas alteragbes, 0
comprometimento na resposta inflamatéria, associado com a diminuigdo da sintese
de colagenos e da formagéo de novos vasos sanguineos, prejudicam a formacéo do
tecido de granulacdo, o que acarreta na falha da contracdo do ferimento
proporcionando o surgimento de feridas cronicas (FAHEY et al., 1991; GALEANO et
al., 2004; MARTIN, Alexandra et al., 2003).

Durante o curso da cicatrizagéo, a contracdo da ferida consiste em um evento
importante para a restauracdo da homeostasia tecidual. Desta a forma, este
parametro € caracterizado como indicador do reparo tecidual. Evidéncias cientificas
indicam que animais diabéticos apresentam um evidente retardo na contracédo de
feridas cutaneas (KANT et al., 2015; LEE, Yen-Hsien et al., 2012).

Com o objetivo de avaliar o efeito da friedelina sobre a contragdo das feridas
em animais diabéticos, foi utilizado o modelo de ferida excisional, onde a
cicatrizacdo ocorre a partir das margens da ferida para o centro. Este modelo
permite a avaliagdo mais ampla dos diversos mecanismos envolvidos na
cicatrizacdo de feridas, incluindo a reepitelizacdo, a formacdo do tecido de
granulacdo, a angiogénese e a contracdo da ferida. Além disso, as feridas séo
facilmente coletadas e podem ser submetidas a analises posteriores, como analises

histopatoldgicas, imunohistoquimica e métodos moleculares (GALIANO et al., 2004).
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Os resultados da analise macroscépica das feridas mostraram que 0s animais
tornados diabéticos apresentam um retardo consideravel na contracdo das feridas
guando comparados com os animais nao diabéticos. Por outro lado, o tratamento
com a friedelina foi capaz de acelerar a contragdo da ferida em camundongos
diabéticos (Figura 12, p.51). Para confirmar o efeito cicatrizante da friedelina,
analises histopatoldgicas foram realizadas. A avaliacdo microscopica dos cortes da
ferida corados por H&E revelaram uma melhor formacao do tecido de granulacao,
com um menor recrutamento inflamatério e uma maior presenca de fibroblastos nas
feridas do grupo tratado com friedelina em comparacdo com os animais diabéticos
tratados com salina (Figura 13, p.53).

Estudos demonstram que embora os neutrofilos possam fornecer protecao
contra a infecgéo, eles podem retardar fechamento de ferida. Dovi e colaboradores
(2003), por exemplo, evidenciaram que a deplecdo de neutrofilos acelera a
contracdo da ferida tanto em animais normais como em animais diabéticos (DOVI et
al., 2003). Interessantemente, a contagem diferencial de células no tecido da ferida
revelou que animais diabéticos apresentam um maior recrutamento de neutréfilos no
tecido cicatricial quando comparado com o grupo controle, e que o tratamento com
friedelina foi capaz de diminuir o niamero destas células (Figura 13, p.53).

Em conjunto, estes resultados sugerem que o tratamento tOpico com a
friedelina mostra-se promissor para o tratamento de feridas cutdneas diabéticas,
tendo em vista que este triterpeno acelerou o processo de contracdo de feridas e
levou a uma melhor formacéo do tecido de granulacdo, parametros importantes
durante a reparo tecidual.

A formacao do tecido de granulacdo € um passo importante durante o curso
cicatricial. Nessa fase, a producdo de matriz extracelular, sintetizada principalmente
por fibroblastos, é essencial para suportar a migracdo de varios tipos celulares e
auxiliar na formacéao de novos vasos (KANT et al., 2014).

Dentre as proteinas de matriz extracelular, o colageno € o principal
componente do tecido de granulagdo, no entanto, a producdo desta proteina esta
comprometida na pele diabética. Black e colaboradores (2003) demostraram, por
exemplo, que pacientes com diabetes tipo | apresentam uma diminuicdo na
deposicdo de colagenos (BLACK et al., 2003). Neste trabalho, as andlises
histopatoldgicas das feridas evidenciaram que animais diabéticos apresentam uma

reducdo consideravel na deposicdo de colageno total no tecido da ferida, quando
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comparado com 0s animais normais ndo diabéticos (Figura 14, p.55), o que
corrobora com a literatura cientifica. De forma interessante, os resultados mostraram
gue o tratamento topico com a friedelina tem a capacidade de aumentar a deposicao
de colageno total em feridas de animais diabéticos.

Diversos produtos naturais tém sido caracterizados como importantes
alternativas para o tratamento de feridas cutaneas diabéticas. De maneira
semelhante aos efeitos deflagrados pela friedelina, Kant e colaboradores (2014),
evidenciaram que, o tratamento topico com curcumina, um fitopolifenol natural, foi
capaz de acelerar a taxa de contracdo de feridas de animais tornados diabéticos,
levando uma melhora na formacdo do tecido de granulacdo, assim como um
aumento na sintese e deposicao de colageno (KANT et al., 2014).

Além da producdo e deposicdo de MEC, as metaloproteinases de matriz
(MMPs, do inglés Matrix Metalloproteinases) desempenham um papel importante no
processo de cicatrizacdo de feridas, uma vez que estas proteinas atuam degradando
a matriz extracelular, o que é essencial para o remodelamento do tecido. No entanto,
na condi¢cdo diabética, h4a um excesso de MMPs e uma diminuicdo dos inibidores
teciduais de MMPs (TIMPs, do inglés Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), que
podem ser uma das causas da formacéo de feridas crbénicas no diabetes (MULLER
et al., 2008). Reiss e colaboradores (2010) mostraram que a administracdo de MMP-
9 exdgena retarda a contracdo da ferida em camundongos C57/BL6, por reduzir a
area de reepitelizagdo da ferida, assim como por diminuir a deposicao de colageno
no tecido cicatricial (REISS et al., 2010). Também foi relatado que o tratamento com
inibidores seletivos da MMP-9 revela efeitos benéficos na cicatrizacdo de feridas
diabéticas, por restaurar o processo de reepitelizacdo (GOOYIT et al., 2014). Além
disso, foi observado que pacientes com altas concentracbes de MMP-9 no fluido da
ferida predizem uma cicatrizacdo deficiente em Ulceras do pé diabético (LIU et al.,
2009). Em conjunto, estes dados indicam que o aumento de MMP-9 parece retardar
diretamente a cicatrizacdo de feridas.

Como esperado, os resultados demonstraram que, no 7° dia apos a inducao
da ferida, os camundongos diabéticos apresentaram um aumento na expressdo do
MRNA de MMP-9 quando comparados com o grupo controle. Por outro lado, o nivel
de expressdao de mRNA de TIMP-1 foi diminuido em camundongos diabéticos em

comparagcdo com O grupo nao-diabético (Figura 15, p.56). Curiosamente, 0s
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resultados indicam que a friedelina parece regular a propor¢cao de expressdo de
MMP-9 e TIMP-1 em camundongos diabéticos.

Além da producéo e remodelagéo da matriz extracelular, a formagdo de novos
vasos pelo processo de angiogénese € essencial no decorrer do processo cicatricial.
No inicio, hA um aumento consideravel no numero de capilares, que atuam na
entrega de nutrientes necessarios, células do sistema imune e oxigénio no tecido
cicatricial (DIPIETRO, 2016; KANT et al., 2015). No entanto, diversas evidéncias
cientificas apontam que este processo se encontra comprometido na condi¢cdo
diabética (DIPIETRO, 2016; KANT et al., 2015; RAM et al., 2016). Andlises imuno-
histoquimicas para a proteina CD31 mostraram que no 7° dia ap6s a inducdo da
ferida, os camundongos diabéticos apresentaram uma menor quantidade de vasos
sanguineos na ferida quando comparados com o0s animais nao diabéticos.
Curiosamente, o tratamento tépico com friedelina foi capaz de aumentar o niumero
de vasos na ferida de camundongos diabéticos, tornando o padrdo de
vascularizacdo desses animais semelhante ao padrdo encontrado nos animais néo
diabéticos (Figura 16, p.58). Dessa forma, pode-se inferir que a friedelina apresenta
uma atividade moduladora da angiogénese na cicatrizacdo de feridas em animais
diabéticos.

A formacdo de novos vasos sanguineos mediante o processo angiogénese
parecer ser um parametro importante a ser modulado durante a cicatrizacado de
feridas cutaneas. Diversos produtos naturais com atividades pro-cicatrizantes
apresentam efeitos estimuladores neste processo. Chen e colaboradores (2012),
evidenciaram que, em animais ndo diabéticos, o tratamento tdpico com
astragaloside 1V, um triterpeno pentaciclico natural, foi capaz de acelerar a
cicatrizacdo por promover uma maior formacdo de vaso no tecido da ferida.
Adicionalmente, de forma semelhante aos resultados obtidos neste trabalho, Kant e
colaboradores (2015), evidenciaram que o tratamento tOpico com a curcumina, €
capaz de favorecer o processo de angiogénese no sétimo dia de feridas de animais
tornados diabéticos (KANT et al., 2015).

Em conjunto, os resultados obtidos evidenciam que a friedelina possui uma
acdo direta sobre a formacao do tecido de granulacdo em feridas diabéticas, tanto
por regular parametros inflamatorios, assim como por aumentar a deposicdo de
colageno total e a formacdo de novos vasos sanguineos no tecido da ferida,

aspectos essenciais durante o processo de reparo.
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O processo de cicatrizagdo de feridas requer a ativacdo de diversos tipos
celulares, incluindo queratinécitos, fibroblastos, células endoteliais e macréfagos,
gue juntos desempenham um papel importante na formacéao do tecido de granulacao
e levam a contracdo da ferida (KANAZAWA et al.,, 2010). A migracdo e a
diferenciacdo dessas células sdo etapas fundamentais durante o processo de
reparo. Em particular, a migracdo de fibroblastos acarreta no aumento do
recrutamento destas células para o leito da ferida, o que medeia a deposi¢cdo de
proteinas da matriz extracelular, que modulam o processo de angiogénese e apoiam
a migracdo e a proliferacdo de outras células importantes durante o processo
cicatricial (GURTNER et al., 2008).

Dada a importancia dos fibroblastos durante o processo de cicatrizacdo e o
efeito da friedelina no aumento da deposicdo de colageno total no tecido da ferida,
avaliou-se os efeitos diretos da friedelina sobre este tipo celular. Para isso, uma
série de ensaios in vitro foram realizados.

Inicialmente, foi avaliado o efeito da friedelina sobre a migracdo destas
células. Para tanto, foi realizado o ensaio de migracdo horizontal, que consiste em
um método facil, de baixo custo e amplamente utilizado para medir a migracéo
celular in vitro (LIANG et al., 2007). Os resultados mostraram que a friedelina possui
um efeito estimulador direto em fibroblastos, uma vez que o tratamento com este
triterpeno foi capaz de aumentar a migracao destas células (Figura 18, p.61), evento
primordial durante o reparo tecidual.

Alguns triterpenos tém sido mostrados na literatura como potentes ativadores
de células importantes durante o processo de cicatrizacdo. Bessera e colaboradores
(2018) demonstraram que o tratamento com lupeol, um triterpeno pentaciclico
natural, apresenta um efeito direto sobre queratindcitos e fibroblastos, aumentando a
migracdo e a atividade contratil dessas células, respectivamente (BESSERA et al.,
2018).

Além da migracao dos fibroblastos, a producdo e deposicdo de proteinas de
matriz extracelular, incluindo colagenos, fibronectinas e lamininas sdo eventos
necessarios durante o curso cicatricial. E mostrado na literatura, por exemplo, que
os fibroblastos e a fibronectina compartilham uma relacdo dindmica e reciproca.
Enquanto o citoesqueleto dos fibroblastos influencia na orientacéo e deposicao da
fibronectina extracelular, a fibronectina modula eventos intracelulares, como por

exemplo, a migragdo (TRACY et al.,, 2016). Estudos in vivo demonstraram que a
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aplicacdo topica de fibronectina acelera o processo de cicatrizacdo em ratos, por
acelerar o fechamento da ferida, e promover a migracdo de um maior nimero de
fibroblastos para o leito cicatricial (KWON, QIU, HIRAO, 2007), corroborando com o
papel essencial desta proteina durante o processo de cicatrizacdo. Além disso,
alguns estudos vém demonstrando que a condicdo diabética causa um
comprometimento na producdo de matriz extracelular em diversos 6rgaos, tanto em
relacdo a quantidade quanto em relacdo a sua composicao (LAW et al., 2012). Neste
sentido, decidiu-se avaliar o efeito da friedelina sobre a producéo de glicoproteinas
de matriz extracelular em fibroblastos. Interessantemente, os resultados indicam que
o tratamento com este triterpeno foi capaz de aumentar a producéo de fibronectina e
laminina (Figura 19, p.63 e Figura 20, p.64)., duas glicoproteinas de matriz
extracelular importantes durante a formacéo do tecido de granulagéo.

Diversos fatores de crescimento atuam sobre os fibroblastos, induzindo a sua
proliferacdo, migracdo e sintese de matriz extracelular (MARTIN, Paul e
LEIBOVICH, 2005). Em especial, o TGF-B1 tem sido mostrado como um importante
indutor da migracdo e da sintese de colageno e fibronectinas em fibroblastos
(BETTINGER et al., 1996; HOCEVAR; BROWN; HOWE, 1999). Com isso, decidiu-
se avaliar se o tratamento com a friedelina estaria modulando a producéo de TGF-
B1. A analise por imunofluorescéncia evidenciou que a friedelina foi capaz de
aumentar a producéao intracelular deste fator de crescimento em fibroblastos (Figura
21, p.66).

Com base nesses resultados, pode-se sugerir que friedelina possui um efeito
estimulador direto sobre os fibroblastos, aumentando sua migracéo e a producao de
TGF-B1 e glicoproteinas de matriz, como fibronectina e laminina.

Sabe-se que a migracdo e a producdo de matriz extracelular dependem de
diversas vias de sinalizagdo. Em especial, estudos tém demostrado o papel de
diversas quinases durante a migragao celular (HUANG et al., 2004). Essas proteinas
podem mediar rearranjos no citoesqueleto das células, assim como a producao de
proteinas de matriz extracelular e fatores de crescimento, favorecendo a motilidade
celular.

Estudos na literatura vém descrevendo o papel da via PKA/CREB em mediar
diversos processos biologicos em fibroblastos. Edin e colaboradores (2001), por
exemplo, evidenciaram que PKA atua como um importante regulador da migracéo

nos fibroblastos (EDIN et al., 2001). Foi mostrado que migracdo de fibroblastos
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estimulada por fatores de crescimento é diminuida quando PKA é inibido, sugerindo
gque PKA possui um importante papel na resposta dos fibroblastos a estimulos
extracelulares e na migracao celular. Além disso, Delghandi e colaboradores (2005)
demonstraram que a fosforilagdo e ativacdo de CREB induzida por forskolin em
fibroblastos é mediada diretamente ou indiretamente por PKA (DELGHANDI et al.,
2005). Em conjunto, esses dados sugerem que PKA/CREB consiste em uma
importante via de sinalizacdo em fibroblastos, principalmente por mediar a migracéo

destas células.

Tendo em vista o efeito direto da friedelina sobre a migracdo dos fibroblastos
e o papel da via PKA/CREB sobre estas células, decidiu-se avaliar se a via
PKA/CREB estaria envolvida no aumento da migracao induzida pela friedelina. Para
tanto, inibidores farmacolégicos para estas proteinas intracelulares requeridas
durante o processo de migracdo foram utilizados. Foi observado que quando os
inibidores para PKA e CREB foram utilizados, em experimentos independentes, o
efeito promotor da migracédo apresentado pela friedelina foi abolido (Figura 22, p.68
e Figura 23, p.69), mostrando que o aumento da migragéo dos fibroblastos induzido
pela friedelina parece ser dependente da via PKA/CREB.

Portanto, este trabalho demonstra, pela primeira vez, que a aplicacdo topica
de friedelina acelera o processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em
camundongos diabéticos, por aumentar a deposicédo de colageno total, assim como
por regular o processo de angiogénese. Além disso, foi evidenciado que a friedelina
possui um efeito direto sobre a ativacao dos fibroblastos, aumentando a migragéo e
a producdo de fibronectina e laminina nessas células, sendo estes efeitos
dependente da via PKA/CREB. Em conjunto, estes resultados indicam que a
friedelina pode ser uma alternativa terapéutica importante no tratamento da

cicatrizacéo de feridas cutédneas na condigdo diabética.
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7 CONCLUSAO

Estes resultados permitem concluir que o tratamento com friedelina acelera o
processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em camundongos diabéticos e induz a

ativacao de fibroblastos in vitro, uma vez que este triterpeno:

e Acelerou a contracao de ferida cutaneas de animais diabéticos;

¢ Aumentou a deposicdo de colageno total na ferida;

e Regulou a expressdo de moléculas envolvidas na remodelacédo tecidual,
reduzindo a expressao de MMP-9 e aumentando a expresséo de TIMP-1;

e Estimulou o processo de angiogénese na ferida por aumentar a formacao de
NOVOS vasos sanguineos;

¢ Acelerou a migracao de fibroblastos in vitro de maneira dependente da via de
sinalizacao intracelular envolvendo PKA/CREB;

e Estimulou in vitro a producdo de glicoproteinas de matriz extracelular em
fibroblastos, como fibronectina e laminina;

e Aumentou in vitro a producéao de TGF-B1 em fibroblastos;

Com base nesses resultados, a friedelina mostra-se como uma alternativa
terapéutica promissora para o tratamento de feridas cutaneas na condi¢do diabética

por estimular fenbmenos favoraveis a cicatrizacao.
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Figura 24 — Esquema representando as consequéncias do tratamento tépico com friedelina em feridas cutdneas de animais
diabéticos

Aplicagao tdpica de friedelina
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O tratamento tépico com a friedelina é capaz de aumentar a deposicéo de colageno total, de regular os niveis de MMP-9 e induzir a formacgéo
de vasos sanguineos no leito cicatricial de animais diabéticos, o que acarreta em uma evidente melhora na formacédo do tecido de granulacédo
e no aumento da contragdo da ferida. Adicionalmente, foi observado que este triterpeno apresenta um efeito estimulador direto em fibroblastos,
induzindo a migracao e a produgéo de glicoproteinas de matriz e TGF-B1 in vitro.
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