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RESUMO

As lesbes cronicas acometem uma grande parcela da sociedade, o tratamento para
esses pacientes possui custos financeiros elevados e ndo se obtém um resultado tao satisfatorio.
Entdo, o objetivo desse trabalho foi investigar se os extratos etandlicos do caule, peciolo e folha
da Montrichardia linifera (Arruda) Schott possuem atividade cicatrizante in vitro. Para isso, foi
realizado a identificacdo de classes de substancia dos extratos por HPTLC, também foi
realizado as analises de: citotoxicidade, cicatrizagdo in vitro, morfologia por hematoxilina e
eosina e imunomarcdo para BrdU. Com isso foi demonstrado a atividade antioxidante e a
presenca de terpenos nos trés extratos e a presenca de flavonoides e fendis no extrato da folha.
Também foi realizado uma curva seriada com concentra¢des de 100 a 0,19ug/ml dos extratos
do caule, peciolo e folha, nos tempos de 24, 48 e 72h, e ndo apresentaram citotoxicidade. A
partir do teste de citotoxicidade foi escolhido para os proximos testes as concentra¢des de 0,78;
0,39; 0,19 pg/ml dos trés extratos. Assim, 0 grupo controle no tempo de 6, 12 e 24h demonstrou
area de lesdo de 82,08+12,13, 56,14+15,75, 34,34+10,12%, respectivamente, enquanto que o
extrato do caule apresentou area de lesdo, no tempo de 6h, de 66,108+23,85, 66,10+13,13,
64,81+20,42%, respectivamente; no tempo de 12h, 38,86 + 20,66, 40,45 £14,64, 32,29+16,62,
respectivamente; no tempo de 24h, 13,48+11,20, 10,67+7,94, 10,15+7,35%, respectivamente.
O extrato do peciolo apresentou area de lesdo, no tempo de 6h, 74,02+15,16%, 80,32+22,50%,
75,56+ 20,09%, respectivamente; no tempo de 12h, 38,86+20,66, 46,79+12,46, 40,98+5,45%,
respectivamente; no tempo 24h, 13,48+11,21, 27,33 + 13,86, 12,40+7,72%, respectivamente.
Ja o extrato da folha apresentou area de lesdo, no tempo de 6h, 73,08+21,35, 72,91+18,19,
67,84+17,89%, respectivamente; no tempo de 12h, 48,76+21,17, 48,02+17,30, 44,54+18,70%,
respectivamente, no tempo de 24h, 2459 + 14,58, 26,07 + 16,73, 23,75 + 15,76%,
respectivamente. Na coloracdo por hematoxilina e eosina ndo houve mudanga morfoldgica
significativa. Na quantificacdo de células BrdU positivas, 0 grupo controle demonstrou uma
média de 19,778 * 3,80, enquanto 0s grupos tratados com 0s extratos nas concentracdes de
0,78, 0,39, 0,19 pg/ml demonstraram, para o extrato do caule, média de 20,222+1,855,
37,889+7,407, 29,778+4,521 células BrdU positivas, respectivamente, para extrato do peciolo,
média de 20,222+2,587, 20,444+5,077, 24,889+3,551 células BrdU positivas, respectivamente;
para o extrato da folha, média de 20,556+3,504, 23,778+5,974, 22,889+3,1798 células BrdU
positivas, respectivamente. Portanto, o extrato do caule e peciolo da Montrichardia linifera, em

pequenas concentracfes, demonstraram atividade cicatrizante in vitro.

Palavras- Chaves: Cicatrizacdo, Lesdo cutanea, Montrichardia linifera.



ABSTRACT

Chronic injuries affect a large portion of society, treatment for these patients has high
financial costs and a result that is not satisfactory. Thus, the objective of this work was to
investigate whether ethanolic extracts from the stem, petiole and leaf of Montrichardia linifera
(Arruda) Schott have healing activity in vitro. For that, the identification of substance classes
of the extracts was carried out by HPTLC, the analyzes of: cytotoxicity, in vitro healing,
hematoxylin and eosin morphology and immunomarking for BrdU was also performed. This
demonstrated the antioxidant activity and the presence of terpenes in the three extracts, and the
presence of flavonoids and phenols in the leaf extract. A serial curve was performed with
concentrations of 100 to 0.19 pg / ml of the extracts of the stem, petiole and leaf, in times of
24, 48 and 72h, and it did'n present cytotoxicity. From the cytotoxicity test, the concentrations
of 0.78, 0.39; 0.19 pg/ml of the three extracts were chosen for the next tests. Thus, the control
group in 6, 12 and 24 hours showed a lesion area of 82.08 + 12.13, 56.14 + 15.75, 34.34 +
10.12%, respectively; while the extract of the stem showed lesion area, in the time of 6h, of
66.108 + 23.85, 66.10 + 13.13, 64.81 * 20.42%, respectively; in 12h, 38.86 + 20.66, 40.45 +
14.64, 32.29 = 16.62, respectively; in 24h, 13.48 + 11.20, 10.67 + 7.94, 10.15 = 7.35%,
respectively. The petiole extract showed a lesion area, in 6h, 74.02 + 15.16%, 80.32 + 22.50%,
75.56 + 20.09%, respectively; at 12h, 38.86 + 20.66, 46.79 + 12.46, 40.98 + 5.45%,
respectively; in24h, 13.48 £ 11.21,27.33 £ 13.86, 12.40 £ 7.72%, respectively. The leaf extract,
on the other hand, showed a lesion area, in the time of 6h, 73.08 + 21.35, 72.91 + 18.19, 67.84
+ 17.89%, respectively; in 12h, 48.76 + 21.17, 48.02 + 17.30, 44.54 + 18.70%, respectively, in
24h, 24.59 + 14,58, 26.07 + 16, 73, 23.75 £ 15.76%, respectively. There was no significant
morphological change in hematoxylin and eosin staining. In the quantification of positive BrdU
cells, the control group showed an average of 19.778 + 3.80, while the groups treated with the
extracts at concentrations of 0.78, 0.39, 0.19 pg/ml, for the extract of stem, demonstrated mean
of 20.222 + 1.855, 37.889 + 7.407, 29.778 + 4.521 positive BrdU cells, respectively, for petiole
extract, mean of 20.222 + 2.587, 20.444 + 5.077, 24.889 + 3.551 positive BrdU cells,
respectively; for leaf extract, mean of 20,556 + 3,504, 23,778 + 5,974, 22,889 + 3,1798 positive
BrdU cells, respectively. Therefore, Montrichardia linifera stem and petiole extract, in sman
concentrations, demonstrated wound healing activity in vitro.

Keywords: Healing, Skin lesion, Montrichardia linifera.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e possui fungbes importantes para a
homeostase do organismo, como protecdo mecanica, quimica, bioldgica, além de promover a
regulacdo de temperatura e funcionar como barreira hidrica. A pele é dividida em 2 camadas
principais: epiderme e derme; sendo a epiderme a camada mais externa ao corpo, derme a
camada mais interna ao corpo (ZAIDI, LANIGAN, 2010).

Diversos processos patoldgicos podem prejudicar a homeostase da pele, podendo
acarretar consequéncias graves para o individuo e sociedade. No Global Burden of Disease
2013, foi demonstrado um padrdo de métrica para quantificar a incapacidade e mortalidade da
populacdo para varias doencas atraves de alguns fatores de risco das mais diversas regides do
mundo, algumas dessas doencas sdo as de pele. Essas doencas cutaneas foram estimadas usando
a métrica do “Ano de Vida Ajustado a Incapacidade” (DALY - Disability Adjusted Life Year),
sendo calculado pelos Anos de Vida Perdidos por uma Doenca (YLLs - Years of Life Lost to a
Disease) mais Anos Vividos com Deficiéncia (YLDs - Years Lived with Disability). Cada
DALY corresponde a 1 ano de vida, e foi registrado 41 milhdes de DALY correspondentes a
doencas de pele, e as lesdes na pele fazem parte desse registro (KARIMKHANI et al., 2017).

As lesdes cuténeas ocorrem por diversos motivos, um dos tipos mais comuns sao as
feridas cronicas (BICKERS et al., 2006), que podem ocorrer ao longo da vida do individuo, no
entanto, pessoas em condicdes de comorbidade e idosos sdo mais suscetiveis ha essas lesdes
(ESCANDON et al., 2011; SERRA et al., 2017). A presenca e 0 grau das lesdes podem trazer
complicagdes para os pacientes, como aumento da morbidade, baixa autoestima, infecgoes,
amputacéo e, em alguns casos, 6bito (SALOME et al., 2016; CEFALU et al., 2016; KIM et al.,
2018; WALSH et al., 2016).

A desregulacdo da cascata de cicatrizacdo viabiliza a evolugdo do quadro de lesdo
aguda para a cronica ou gera cicatrizes anormais (KORTING et al., 2011). Essa cascata de
cicatrizagdo ocorre de forma natural no individuo e é didaticamente dividida em 3 fases:
inflamac&o, proliferacdo e remodelacdo. E necessario modular essas fases, assim acelerando de
forma organizada e controlada o processo de reparo tecidual (GURTNER et al., 2008).

Para isso, sdo utilizados métodos para prevenir e tratar as lesdes cutaneas, como o
reposicionamento dos pacientes acamados, assepsia da leséo, uso de anti-inflamatdrio, técnicas
como desbridamento e uso de curativos e cicatrizantes locais (COWELL, 2013). Porém, o custo
do tratamento dessas lesdes € alto, prolongado e, dependendo do tipo e grau da lesdo, é pouco

eficiente (LINDHOLM, SEARLE, 2016). Por isso, novos estudos sdo de suma importancia para
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descricdo de novos compostos que sejam mais eficientes e de baixo custo em relagdo aos que
sdo utilizados comercialmente para o tratamento de lesdes cutaneas.

A especie Montrichardia linifera (M.linifera) é utilizada para tratamento de feridas e
como antirreumatico (PLOWMAN, 1969). Esta espécie é conhecida popularmente como
aninga, e é encontrada em paises tropicais, principalmente em lugares alagados (PLOWMAN,
1969; MACEDO, 2005; MAYO et al., 1997). Assim, investigamos o potencial cicatrizante dos
extratos da folha, caule e peciolo da M. linifera. Com o intuito de comparar e analisar as
diferentes porcGes da referida espécie que possam ser eficazes para o tratamento de leses na

pele.

1.1 PELE

A pele é um 6rgdo dindmico com fungBes importantes para o bom funcionamento do
organismo auxiliando na homeostase do corpo e possuindo a fungéo de barreira mecanica e para
patogenos. E termorreguladora; auxilia na regulacio de agua e traduz estimulos gerando
sensacOes como prazer e dor, entre outros (BELKAID, SEGRE, 2014; GOULD, 2018;
ZIMMERMAN et al., 2014). Além disso, pode-se perceber atraves da pele algumas alteracdes
fisiologicas (rubor, secrecdo, ressecamento cuténeo etc.) (NIEMANN, HORSLEY, 2012,
SAWKA et al., 2015) e patologicas (hepatite icterica, herpes, psoriase, desregulacao no sistema
imune, entre outros) (BERETTA-PICCOLI et al., 2017; DONIGAN et al., 2015).

A pele é dividida em 2 camadas, a epiderme (primeira camada) e derme (segunda
camada), além dessas duas regifes existe a regido subcutanea, a hipoderme, que controla a
temperatura corporal e conecta a derme com a camada muscular. Alguns autores consideram a
hipoderme como uma terceira camada da pele (Figura 1) (GOULD, 2018).

A epiderme é constituida de varias subcamadas, também conhecidas como estratos,
esses sdo diferenciados pela morfologia, tipo de maturagdo e profundidade que se encontram
no tecido, 0 mais interno € o basal, que une os demais estratos da epiderme com a derme, além
de ser responsavel pela proliferacdo das células suprabasais. Nessa subcamada é encontrada um
grande numero de células germinativas, elas se diferenciam de acordo com a sua migracao
horizontal ou vertical pela epiderme, assim formando os estratos espinhosos, granulosos e
cdorneos, 0s mesmos sao renovados constantemente (Figura 2) (BLANPAIN, FUCHS, 2009).

Os queratindcitos, melandcitos e células de Langerhans sdo os principais tipos celulares
encontrados nos estratos espinhoso, granuloso e corneo; os queratindcitos sdo encontrados

nessas regides em maior quantidade em relagdo as demais células (HOATH, LEAHY, 2003).
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Figura 1: Estrutura da pele dividida em camadas, epiderme, derme e hipoderme.
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Fonte: Adaptado da plataforma BioRender (versdo livre - https://biorender.com)
Assim 0s queratindcitos se originam da camada basal e grande parte migram até a camada
cdrnea e produzem queratina, formando assim uma barreira hidrica e para microrganismos, essa
protecdo é formada por queratina e células escamosas anucleadas, tendo espessura variada
(MENON et al., 2012). Além das celulas citadas a epiderme é formada por glandulas, foliculos,
enzimas, fatores de crescimentos, entre outros (ZAIDI, LANIGAN, 2010).

Figura 2: Epiderme. Divisdo da epiderme em estratos corneo, granuloso, espinhoso e a camada basal, além da
ilustracdo das células germinativas, melandcitos e queratinécitos. A seta vermelha indica a direcdo da migracgao
das células germinativas pela epiderme.
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Fonte: Adaptado da plataforma Mind the Graph (vers&o livre - https://mindthegraph.com/)
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A derme fica abaixo da epiderme, localizada entre a camada basal e a hipoderme, e é
dividida em duas subcamadas, a papilar e a reticular. A subcamada papilar € mais proxima da
epiderme, possui papilas dérmicas, corplsculos de Meissner encapsulados e € altamente
vascularizada, principalmente proxima as células epiteliais, assim nutrindo e sustentando as
mesmas. Ja a subcamada reticular possui fibras elasticas espessas, além de glandulas, vasos
sanguineos, foliculos e receptores sensoriais. As principais células da derme sao fibroblastos,
assim produzindo e depositando fibras de coldgeno na matriz dérmica (Figura 3) (ARDDA et
al., 2014).

Figura 3: Derme. Divisdo da derme em camada papilar e reticular, além da ilustracdo das células de fibroblastos,
hipoderme e alguns anexos da derme.
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Fonte: Adaptado da plataforma Mind the Graph (vers&o livre - https://mindthegraph.com/)

1.2 LESOES CUTANEAS

As lesOes cutaneas representam alteragdes da fisiologia normal da pele. A homeostasia
dos tecidos é mantida quando todos os componentes da pele estdo em sintonia e funcionando
adequadamente, uma das formas de perda da homeostasia é a ocorréncia de lesdes cutaneas.

Existem varios tipos de lesbes cutaneas, aquelas que causam a perda da continuidade
do tecido epidermal e/ou dermal sdo conhecidas como feridas, as mesmas podem ser causadas

por diversos motivos e possuem caracteristicas diferentes. A sua classificacdo da-se a partir da
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duracéo da lesdo, contaminacéo, profundidade e o agente causador (TAZIMA et al., 2008). Um
exemplo sdo as lesBes ou feridas crénicas, elas ndo avangam de forma ordenada e em velocidade
adequada pelo processo de reparo tecidual, geralmente estdo infeccionadas, possuem um
exacerbado processo inflamatorio, além de haver morte celular anormal no local lesionado
(MORTON, PHILLIPS, 2016).

As feridas crbnicas mais comuns sdo causadas por pressdo dos vasos (decubito) e
disfuncdo diabética (MARTINENGO et al., 2018). Esses tipos de lesbes causam prejuizos
financeiras para o Estado e para o paciente, além dos individuos estarem propicios a infeccdes,
perda parcial ou total da mobilidade, a perda de membros ou até mesmo levando ao falecimento
em casos mais graves (KAPP, SANTAMARIA, 2017; GBD, 2018; SERRA et al., 2015).
Segundo o estudo Global Burden of Diseases 2017 (dados obtidos de 2007 até 2017), realizado
pelo The Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME), o nimero de mortes devido
doencas na pele aumentou nos ultimos anos. Entre as patologias citadas esta a Ulcera de
decubito, também conhecida como Ulcera ou lesdo por pressdo (GBD, 2018). Por isso, é
importante mecanismos para estabelecer uma cicatrizacdo normal e/ou mais eficiente da ferida,

assim revertendo o quadro da leséo e restabelecendo a homeostasia da pele.

1.3 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo de uma ferida se inicia no momento que o dano tecidual ocorre, com o
intuito de reverter o processo lesivo do tecido. Esse reparo tecidual é dividido em trés etapas,
inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo, respectivamente (Figura 4); esses eventos Sao
complexos, dindmicos e organizados, tendo participacdo de fenémenos fisiologicos e
bioquimicos.

Quando essas etapas conseguem promover um feedback positivo, e hd o
restabelecimento da integridade tecidual, com o passar dos dias as fases da cascata de
cicatrizacdo sao finalizadas e tanto o processo de cura, quanto o de dano da pele sdo encerrados
(CHILDS, MURTHY, 2017).



20

Figura 4: Pele em processo de cicatrizagdo apos lesdo, dividida em 3 fases. A) Fase de Inflamagdo. B) Fase de
Proliferacdo. C) Fase de Remodelacéo.

A B

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado da plataforma BioRender (versdo livre - https://biorender.com)

1.3.1 Inflamacéo

A inflamacdo é a primeira fase da cicatrizagdo e se inicia logo ap6s o dano tecidual,
nessa fase ocorre a ativacdo da cascata de coagulacdo, devido ao extravasamento sanguinea,
além da ativacdo do sistema imunoldgico (Figura 5). Logo, € uma etapa importante para a
prevencdo e combate de infeccdes no leito da ferida, porém deve ser de forma equilibrada, caso
seja de maneira exacerbada e/ou prolongada pode torna-se cronica (OPNEJA et al.,2019).

O processo inflamatério realiza algumas alteracdes na fisiologia normal da pele, como
na estrutura e calibre vascular, migracao de leucdcitos da microvasculatura, acimulo e ativacao
dos mesmos na lesdo. Assim, o local podera apresentar rubor, mudanca de temperatura, edema,
dor e perde de fungdo (ROBBINS, COTRAN, 2010)

Quando o dano no tecido causa perda de sangue, ha a formacédo de coagulo, para ser
uma barreira provisoria, evitando a saida de sangue do vaso. Esse codgulo é formado por

plaquetas junto com uma rede de fibras de fibrina, fibronectina plasmatica, vitronectina e
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trombospondina. Por outro lado, o coagulo libera por meio de plaquetas ativadas, as citocinas
e fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator
de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento transformador B (TGF-B), cluster de
diferenciacdo 184 (CD184), entre outras. Todas essas substancias possuem participacdo
importante em algum estagio do reparo tecidual (Figura 5) (OPNEJA et al.,2019).

Poucos instantes apds o inicio desse processo ha o recrutamento de células
inflamatorias, principalmente neutréfilos, mondcitos e, posteriormente, macréfagos. Essas
células interagem com os produtos das plaquetas e das células endoteliais. Uma das suas
funcdes é fazer a limpeza do leito da ferida, eliminado microrganismos, restos de células e da
rede de fibrina, aléem de que os macrofagos fazem liberacdo de citocinas e fatores de
crescimentos (TGF-B, TGF- a, VEGF, FGF etc) que sinalizam a ativagdo dos fibroblastos e
queratindcitos e o inicio da proxima fase (Figura 5) (REINKE, SORG, 2012).

Figura 5: Processo inflamatorio, primeira fase da cascata de cicatrizacéo.
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado da plataforma BioRender (versdo livre - https://biorender.com)
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1.3.2 Proliferagéo

A segunda fase da cicatrizacdo é a proliferacdo, onde ocorre principalmente a
reepitelizagdo, a formacdo de matriz extracelular (MEC) e de novos vasos proximos ao local
com dano. Esses eventos ocorrem em sincronia e simultaneamente (GURTNER et al., 2008).

Nessa fase existe a migragdo de varios tipos celulares, devido a ativagdo de celulas-
tronco do foliculo piloso, glandulas e queratindcitos presentes na borda da ferida, com isso, 0s
queratindcitos migram sobre a derme lesionada, e essa migracao € de acordo com o gradiente
quimiotatico que é mediado por Interleucinas- 1 (IL-1) e por meio da rede de fibronectina que
foi anteriormente formada no centro da lesdo. A quimiotaxia das células epiteliais da-se pela
polimerizagéo das fibras de actina do citoesqueleto celular. Primeiramente as fibras passam por
uma nucleacdo e comegcam a se organizar gerando uma polaridade, entdo sdo adicionados
mondmeros no filamento de actina tanto na extremidade positiva, quanto na negativa, porém
na extremidade positiva a velocidade de adi¢do é maior. Assim as células se movimentam
através do substrato (a derme), e esse mecanismo se encerra quando as células das duas margens
opostas da lesdo se tocam, consequentemente o tecido epitelial é formado (REINKE, SORG,
2012).

Na derme os fibroblastos migram e se diferenciam, afim de restabelecer essa camada,
que serve de substrato para epiderme e proporciona firmeza a pele. Diversos fatores de
crescimento, principalmente PDGF-BB, FGF-2 e TGF-B, interagindo com componentes da
cascata de coagulacdo, como fibronectina, trombina e fibrinogénio induzem a migragédo e
proliferacdo dos fibroblastos pela MEC danificada. Uma vez presentes nessa matriz, essas
células comegcam a formar uma nova MEC, sintetizando e depositando fibras de colégeno,
deixando assim o tecido mais elastico e resistente. Quando parte dos fibroblastos se diferenciam
em miofibroblastos, esse novo tipo celular faz com que a pele em cicatrizacdo adquira mais
tensdo e as bordas da ferida contraiam (Figura 6), promovendo juntamente com a migragéo
celular o fechamento da leséo (GREAVES et al. 2013).

Para que a MEC passe por todas essas modificacdes é necessaria a formacdo de novos
vasos adjacente a lesdo (angiogénese), que sao mantidos total ou parcialmente por tempo e
espaco determinado. Esses vasos nutrem a lesdo, assim, promovendo a migracao celular e
reconstituicdo do tecido (Figura 6). Algumas substancias como VEGF, colageno, fibrinogénio,
induz a migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células endoteliais. Apds o periodo de cura
da ferida, essas células entram em apoptose e 0S vasoS remanescentes se reorganizam
(REINKE, SORG, 2012).
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Figura 6: Processo de proliferacdo, segunda fase da cascara de cicatrizacao.
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1.3.3 Remodelagao

A terceira e ultima fase da cicatrizacdo € a remodelacgéo, ela é a etapa que tem papel
fundamental no resultado final da cicatriz. Qualquer desequilibrio podera formar uma cicatriz
esteticamente desagradavel ou até mesmo patolégica (GANTWERKER, HOM, 2012). A
principal funcdo dessa fase é do remodelamento das fibras de colageno, com o passar do tempo
as fibras de colageno tipo 111 sdo degradadas e reabsorvidas e sdo substituidas pelas do tipo I,
que em uma pele saudavel é presente em maior quantidade (SMITH et al., 2012; GURTNER et
al., 2008).

Essa degradacdo da matriz antiga, para substituicdo por uma matriz nova mais
resistente e com maior tracéo é feita por algumas enzimas como colagenase e metaloproteinase
de matriz (MPP). Também ha apoptose dos varios tipos celulares da fase inflamatoria e
proliferativa, por exemplo, os miofibroblastos que sintetizam e depositavam intensamente
fibras de col&geno tipo Il na matriz sdo substituidos por fibroblastos que ndo possuem a mesma
intensidade de sintese e deposito; uma parcela das células endoteliais entram em morte celular,
logo a quantidade de vasos sanguineo que proliferaram anteriormente diminui e sdo
reorganizados (Figura 7) (SMITH et al., 2012). Assim, a cascata de cicatrizacdo € finalizada
sem percalgos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31068825
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Figura 7: Processo de remodelagdo, segunda fase da cascara de cicatrizacdo.
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado da plataforma BioRender (versdo livre - https://biorender.com)

1.4 TRATAMENTO

A cicatrizacdo ocorre naturalmente, porém em algumas lesdes existem complicagdes
nesse processo, entdo para que o reparo se desenvolva de forma acelerada, organizada e sem
uma evolucdo desfavoravel é necessario fazer uso de farmacos e técnicas para ndo comprometer
de forma drastica o bem-estar do individuo, pois dependendo do tipo de ferida podera se tornar
crénica. Também é necessario observar se existem problemas sisttmicos que prejudiquem a
lesdo, como doengas hormonais, diabetes, obesidade e influéncia ambiental como pressao,
cesalhamento e aumento de temperatura, logo é importante associar o tratamento local,
sistémico e fazer o manejo adequado do individuo (HAN, CEILLEY, 2017).

O U.S. Department of Health and Human Services Food junto com o Food and Drug
Administration (FDA), o Center for Drug Evaluation and Research (CDER), o Center for
Biologics Evaluation and Research (CBER) e o Center for Devices and Radiological Health
(CDRH), em 2006, propuseram um guia de diretrizes para avaliar e testar a qualidade de drogas,
produtos bioldgicos e dispositivos para promover o processo de fechamento de feridas cronicas.
Em testes clinicos, além da administracdo do produto, sdo adotados alguns procedimentos para
o0 cuidado da lcera crénica, como: desbridamento, reestabelecimento do fluxo sanguineo de

forma adequada, cuidado com infecgdes, auxilio nutricional, controle de glicemia (em pacientes



25

diabéticos), compressdo para Ulceras venosas, entre outros (ESTADOS UNIDOS DA
AMERICA, 2006).

Esses métodos sdo comumente usados nos cuidados de pessoas com a patologia
estudada nesse trabalho. Além desses sdo utilizados curativos, antibiéticos (para caso de
infeccdes), anti-inflamatdrios, antissépticos, substancias para promocéo da restauracdo da MEC
(colageno, elastina, gelatina e algumas enzimas) (GUPTA et a., 2017; HAN, CEILLEY, 2017;
ZIELINS et al., 2015).

A utilizacdo de todos esses recursos acaba se tornando muito dispendioso e
dependendo do estagio da Ulcera e o quadro clinico do individuo, o tratamento ndo consegue
reverter os danos do tecido, algumas vezes precisando amputar o0 membro (ZAYAN et al.,
2019). OLSSON e colaboradores, verificaram que pacientes diabéticos hospitalizados que
sofreram amputacdo tem um custo de aproximadamente UUS$ 12,8 dblares, sendo que as ulceras
diabéticas sdo apenas um dos grupos de lesbes cutaneas (OLSSON, 2018).

Ent&o, para o tratamento de pessoas que sofrem com as lesdes na pele, principalmente
Ulceras cronicas, sdo realizadas pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos, técnicas
e dispositivos para promover a cicatrizacdo de forma mais eficiente e rapida. Estudos recentes
demonstram o desenvolvimento de materiais sintéticos e biomateriais que induzem a
restauracdo do tecido (SUN et al., 2018; GASPAR-PINTILIESCU et al., 2019; PATIL et al.,
2019; BALLESTEROS-CILLERO et al., 2019)

A investigacdo de produtos naturais é difundida pelo mundo, atraves do estudo da
farmacologia das mais diversas plantas, houve o desenvolvimento de drogas conhecidas
comercialmente como a aspirina, que foi desenvolvida utilizando o Salgueiro (LE’VESQUE,
LAFONT, 2000). Além disso, grande parte de espécies vegetais possuem potencial
farmacologico, podendo ser mais eficiente que os tratamentos ja utilizados, além de ter a
preferéncia de uma parcela da populacdo (MSOMI, SIMELANE, 2018). A descoberta de novas
biomoléculas com atividade cicatrizante proporciona o desenvolvimento de tratamentos mais
rapidos, eficazes e com grande aceitacdo no mercado. Assim, é de fundamental importancia a

pesquisa para elucidar a acdo farmacoldgica de novas substancias.

1.5 MONTRICHARDIA LINIFERA (ARRUDA) SCHOTT

A M. linifera, de nome popular aninga (Figura 8), da familia da Areacea é comumente
encontrada em lugares alagados, proximo de rios, igarapés e lagos; podendo chegar até 6 metros
de altura (MAYO et al., 1997; FREITAS et al., 2015). Essa espécie é predominante em lugares
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de climas tropicais, devido sua localizagdo em &rea de varzeas, ricas em matéria organica, a
mesma serve de abrigo para alguns peixes e pequenos animais aquaticos, a também para a
desova de jacarés (PANTOJA, 2011). Também €é capaz de formar grandes populagdes,
chamadas de aningais, que evitam o processo erosivo das margens dos rios, e assim ajudam a
preservar a mata ciliar e manter a biodiversidade do local (TEXEIRA et al., 2014).

Em estudos anteriores foi demonstrado que a M. linifera apresenta altas concentragdes
de magnésio e manganés, se considerado toxica, e inapropriada para ingestdo por animais
(AMARANTE et al., 2010). Também foram encontrados teores consideraveis de minerais
nessa planta, como célcio, ferro, cobre e zinco (AMARANTE et al., 2009; AMARANTE et al.,
2017). Ha relatos de comunidades ribeirinhas amazénicas de que a seiva desse vegetal causa
gueimaduras e danos oculares, quando em contato com a pele e os olhos, respectivamente
(AMARANTE et al., 2009).

Mas apesar dessa toxicidade é descrito na literatura que a populacdo utiliza a M.
linifera para fins medicinais (SARQUIS et al., 2019). As folhas sdo utilizadas como
antirreumaticos e para tratamento de Ulceras cutaneas, também sdo usadas as raizes como
diuréetica, apesar de serem toxicas (PLOWMAN, 1969). COSTA e colaboradores (2008)
demonstraram que o extrato etanoico da folha de M. linifera possui baixa toxicidade em contato
com Artemia Salina, porém no trabalho de AMARANTE et al., (2011a) demonstrou-se que
fracdes do extrato diclorometano da folha da mesma espécie possui alta toxicidade quando em
contato com Artemia Salina.

Foi descrito que o extrato hexano da folha da M. linifera possui baixa acdo antimalarica
(SILVA et al, 2011), entretanto o extrato metandlico e etanolico da folha possui atividade
antibacteriana (MIRANDA et al., 2015), j& a fracdo diclorometénica e metandlica do extrato
etanolico do caule desse vegetal possui atividade antiplasmédica (AMARANTE et al., 2011b),
além dos extratos da folha e caule apresentarem atividade antioxidante e inseticida (SANTOS
et al., 2014). Também foram encontrados compostos fendlicos, como os flavonoides nas folhas
da M.linifera, assim demonstrando potencial farmacolégico (AMARANTE et al., 2015).

Porém, muito pouco se sabe sobre a atividade farmacoldgica da M. linifera, e ndo
foram encontrados trabalhos na literatura que demonstrem a acdo cicatrizante dessa espécie,
mesmo se sabendo que a populacdo utiliza a mesma para tratar lesdes na pele e que possui
compostos biologicamente ativos. Entdo, iniciamos a investigacdo das propriedades
cicatrizantes da M. linifera, utilizando extrato do caule, peciolo e folha dessa espécie.
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Figura 8: Populagdo de M. linifera (Arruda) Schott, conhecida como aningal.

Fonte: Acervo do Autor.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade cicatrizante dos extratos etanolicos do caule, peciolo e

folhas da Montrichardia linifera (Arruda) Schott in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar a classe de substancia presente nos extratos etanolicos do caule, peciolo
e folhas da M. linifera

o Avaliar a citotoxicidade dos extratos etanolicos do caule, peciolo e folhas da M.
linifera

o Analisar a cicatrizacao in vitro induzida pelos extratos etandlicos do caule, peciolo
e folhas da M. linifera

o Avaliar a proliferacdo celular induzida pelos extratos etan6licos do caule, peciolo e
folhas da M. linifera

o Comparar qual extrato testado sera mais eficaz no reparo tecidual.



29

3. METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos etandlicos do caule, peciolo e folhas foram doados gentilmente para
realizacdo dos testes, pela professora Dra. Cristine Bastos do Amarante, coordenadora do
Laboratério de Andlises Quimicas do Museu Paraense Emilio Goeldi (LAQGoeldi), do grupo
de pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi.

3.2 ANALISE FITOQUIMICA POR HPTLC

Foi realizado no LAQGoeldi, através da colabora¢do com a professora Dra. Cristine
Bastos do Amarante, a cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC) nos
extratos etanodlicos da folha, caule e peciolo da M. linifera, para identificacdo de classes de
substancias e atividade antioxidante pressentes nos mesmos. Foi utilizado uma substancia
padrdo com comparacao das classes esperadas para serem encontradas (terpenos, flavonoides,
alcaloides, cumarinas e fenois).

A classe de substancia, a substancia padrdo, a concentracdo e o revelador utilizado
estdo representados no quadro 1.

Com o teste de seletividade dos solventes, foi possivel determinar o melhor sistema de
eluicdo para os extratos. Os solventes testados foram: hexano, tolueno, acetato de etila,
diclorometano, éter etilico, etanol, acetona e metanol. Os testes foram feitos com o extrato
etanolico da folha da M. linifera.

O sistema de eluicdo selecionado foi diclorometano:metanol:acido formico
(DCM/MeOH/HFo0) a 2% (97:2:1) para o teste para identificagdo de terpenos e 15% (84:15:1)
para 0s demais testes.

Apos o teste de seletividade dos solventes no extrato etanol das folhas de M. linifera
(E), foi escolhido o perfil cromatografico do sistema de eluicdo (Figura 9). Também foi
demonstrado o desenvolvimento do perfil quimico do sistema de eluicdo (DCM/MeOH/HFo) a
2 % e 15 % sob luz UV 254 nm e UV 366 nm, VAS e NP/PEG no etanol das folhas de M.
linifera (E) (Figura 10).

O método DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil) foi utilizado para verificar atividade

antioxidante dos extratos, sera utilizado o padréo rutina como comparacao.
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Quadro 1: Parametros utilizados para HPTLC

Classe de | Padréo Concentragdo | Volume Massa Revelador
Substancias aplicado Inoculo
Terpenos B-Amirina 20 ng pLt 5,0 uL 0,1 ug VAS
(roxa)
Flavonoides Rutina 200 ng pL? 5,0 uL 1,0 ug NP/PEG
(Amerela)
Composto Rutina 200 ng pL*? 5,0uL 1,0 ug FBS
Fenolico

(Avermelhada)

Alcalbides Brucina 200 ng pL? 5,0 uL 1,0 ug Dragendorff
(Laranja
Cumarinas Esculina 200 ng pL* 5,0 uL 1,0 ug KOH
(Azul)

Figura 9: Teste de seletividade dos solventes A) Diclorometano e B) Metanol dos extratos etandlicos das folhas
de M. linifera.

A Diclorometano B Metanol
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Figura 10: Desenvolvimento do perfil quimico do sistema de eluigdo (DCM/MeOH/HFo0). Sistema a: A) 2 % sob
luz UV 254 e 366, VAS; B)15 % sob luz UV 254 e 366 e NP/PEG, no extrato etanélico das folhas da M. linifera.

AL 2%

O procedimento cromatogréafico foi realizado de acordo com a metodologia descrida por
Wagner & Bladt (2001). Foi utilizado 0,01 g dos extratos da folha, caule e peciolo da M.
linifera, os mesmos foram diluidos em 2 ml de etanol. Cada solugéo dos extratos foi aplicada
em uma concentragdo de 25 pg/indculo com o aplicador automatico Modulo ATS4 — CAMAG
em cromatoplacas de silica gel TLC aluminio F254 60A — Silicycle e ap0s cada teste, as placas
foram registradas em fotodocumentador Médulo TLC Visualizer sob luz UV 254 nm e UV 366
nm.

Foi utilizado para a revelacdo das placas cromatograficas as metodologias descritas

abaixo para cada revelador:

3.2.1. Revelador VAS (Vanilina em Acido Sulfurico)

Foi adicionado 5ml de acido sulfurico (H2SO4) concentrado em 100ml de etanol gelado
(0° C), em seguida foi acrescentado 1 g de vanilina e a solucdo foi homogeneizada. Apds a
solucdo foi aplicada na placa cromatografica, e foi aquecido em chapa e visualizado em luz

visivel. O teste positivo foi para o aparecimento de bandas roxas.
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3.2.2. Revelador NP/PEG (Difenilboriloxietilamina/ Polietilenoglicol)

Foi adicionado 1g de difenilboriloxietilamina em 100 ml de metanol fazendo a solucéo
NP, separadamente adicionar 5,0 g de polietilenoglicol em 100 ml de metanol, assim fazendo a
solucdo PEG. Aplicar primeiro a solucdo NP sobre a placa e em seguida a solucdo de PEG.

Visualizar em luz UV 366 nm. O teste positivo para o aparecimento de bandas amareladas.

3.2.3. Revelador KOH (Hidroxido de Potéassio)

Foi adicionado 5,0 g de KOH em 100 ml de etanol gelado (0° C) e homogeneizado. Em
seguida, foi aplicado sobre a placa cromatografica e visualizado em luz UV 366 nm. O teste

positivo para o aparecimento de bandas azul fluorescente.

3.2.4. Revelador FBS (Fast Blue Salt)

Foi solubilizado 0,5 g de FBS em 100 ml de agua deionizada. Adicionalmente, foi
preparado uma solucéo a 10 % em etanol de hidroxido de sodio (NaOH). Apds aplicacdo da
solucdo de FBS na placa cromatografica, foi aplicado a solucdo de NaOH e visualizada em luz

visivel. O teste positivo para o aparecimento de bandas avermelhadas.

3.2.5. Revelador Dragendorff

Foi preparado a solucdo A, dissolvendo 0,85 g de nitrato de bismuto basico em 10 ml
de &cido aceético glacial e 40 ml de agua deionizada. E separadamente foi preparado a solucéo
B, dissolvendo 16 g de iodeto de potassio em 60 ml de 4gua deionizada. Também foi preparado
uma solucdo a 10 % de H2SO4 em etanol. Foi misturado as solugbes A e B na proporcao 1:1
(2 ml de cada) e diluido esta mistura em 4 ml de acido acético glacial e 20 ml se 4gua deionizada
para o preparo do spray.

Logo apos foi aplicado este spray na placa cromatogréfica e em seguida a solugdo a 10%
de H2SO4. A placa foi aquecida sutilmente e visualizada na luz visivel. O teste positivo para o

aparecimento de bandas alaranjadas.
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3.2.6. DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil)

Foi dissolvido 45 mg de DPPH em 50 ml de metanol. Essa solucdo foi aplicada na placa
cromatografica e protegida da luz por 30 minutos e, apds esse periodo, foi visualizada na luz
visivel. O teste positivo para o aparecimento de bandas amareladas.

3.3 CULTURA CELULAR

Foi utilizada as células de L929 (fibroblastos de tecido adiposo de camundongo). As
celulas serdo cultivadas em DMEM alta glicose, suplementado com soro bovino fetal (FBS)
10%, HEPES 10 mM, L-Glutamina 2mM, 1% Aminoacidos ndo essenciais MEM,
estreptomicina 100 U / mL e penicilina 100 U / mL, amphotericina B 1 ml/L. As células serdo
mantidas a 37°C com 5 % de CO2 em uma estufa humidificada, a passagem para 0s

experimentos sera feito quando as células atingiram 80% de confluéncia.

3.4 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

As células foram plaqueadas separadamente sobre placas de 96 pogos concentracéo de
2,5x10%, apds serem contadas com azul de tripan em camera de Newbauer.

A viabilidade celular foi estimada pelo ensaio baseado no método proposto por TIM
MOSMANN (1983) com modificacdes, que consiste na conversdao do cromdgeno sollvel,
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), pela acdo de
desidrogenasses presentes em células vidveis, em formazan pouco soltvel em H20O, o qual
forma precipitado escuro no interior das células.

Os grupos foram: (1) controle, sem a presenca dos extratos, (2) caule, (3) peciolo, (4)
folha. Sera realizado uma curva de concentracdo seriada (100 pg/ml até 0,19 pg/ml) de cada
extrato e a partir dos resultados obtido nesse teste foram escolhidas 3 concentracdes de cada
extrato para realizagdo dos testes posteriores. O teste foi feito em triplicata (n=8) em placa de
96 po¢os em um periodo de incubacdo de 24h, 48h e 72h. Para a solubilizacdo do formazan foi
utilizado Dimetilsulfoxido (DMSO) que foi adicionado apdés a retirada do meio de cultura do
poco para fazer a leitura em uma leitora de microplascas digital modelo Polaris - Celer

Biotecnologia S.A. em comprimento de onda de A = 570 nm.
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3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE CICATRIZACAO - SCRATCH

As linhagens de células cresceram na placa de 12 pocgos, foi utilizado 29x10*
células/pogo, obtendo uma confluéncia de aproximadamente 90%, formando uma
monocamada, apds foi feito uma "ferida" com a ponteira de 10pl atravessando o pogo. Em
seguida, foi feito o tratamento com os extratos e retirado microfotografias nos tempos Oh, 12h,
24h, 48h, utilizando o software STEREOLOGER (Stereology Resource Center, Inc., version
11.0) acoplado ao microscopio invertido medilux - TCM400. O grupo sem tratamento foi usado
como controle. Foi utilizado o programa ImageJ® para a analise quantitativa das
microfotografias. A area de lesdo foi calculada em porcentagem, considerando que 0s grupos
do tempo Oh obtiveram area lesionada de 100%, as areas de lesdo dos demais tempo foram

calculadas da seguinte forma:

Area de lesdo grupo y no tx (%) = (100%) area de lesdo do grupo y tO(pixel)
Area de lesdo do grupo y no tx (pixel)

3.5 ANALISE MORFOLOGICA

Apos tratadas, as células foram fixadas com paraformaldeido 4%, em seguida foram
lavadas com PBS e corados com Hematoxilina, novamente foram lavados os po¢os e adicionado
eosina, depois da Ultima lavagem com PBS foram fotografados todos 0s pocos para a analise
qualitativa, utilizando o software STEREOLOGER (Stereology Resource Center, Inc., version
11.0) acoplado ao microscopio invertido medilux - TCM400. Nos tempos Oh e 24h do ensaio
de cicatrizacdo foi realizado a coloragdo de Hematoxilina e Eosina (H&E) das células, afim de
verificar se houve modificagdo morfoldgica nas células e observar com mais clareza a area de

lesdo no tempo de 24 horas.

3.6 AVALIACAO DE PROLIFERACAO CELULAR

Para realizar a imunofluorescéncia foram plaqueadas as células em placa de 24 poco
com confluéncia de 50-70%, usando 8x10* células/pogo. Todos os grupos foram incubados com
BrdU (Bromodeoxyuridine) a 10uM por 2horas, ap0s o tratamento de 24 horas. Em seguida, as
células foram fixadas paraformaldeido 4%, em seguida foram permeabilizadas com 2N HCI por
15 min a 37°C, e lavado com &cido bérico 0,15M por 15 min, depois incubado por 2 horas em
solucdo bloqueio (PBS-donkey e Triton-X 100), em seguida incubado overnight com anti-BrdU

mouse (1:1000, Sigma Aldrich®). Depois foi removido a solu¢do com anticorpo primario e
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adicionado o anticorpo Cy3 donkey anti-mouse (1:500) por 2 horas, apds lavado os po¢os com
PBS foi adicionado DAPI (1:100 000), em seguida os po¢os foram lavados com PBS e as
laminulas com as células coradas foram montadas, mantendo-as protegidas da luz. As imagens
florescentes foram obtidas em um microscopio fluorescente Axio Imager.M2 (ZEISS). O
numero de células positivas para BrdU foram quantificadas pelo programa ImageJ®.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA One-Way e como post-
test Bonferroni para o ensaio de citotoxicidade; o teste ANOV A Two-Way com post-test Turkey
para a analise de cicatrizacdo in vitro; e para a avaliacdo de proliferacdo celular foi utilizado
ANOVA One-Way e como post-test Turkey. Todas as analises estatisticas foram realizadas
através do software Graphpad Prism. O valor considerado significativo foi de p<0,05 nos testes

aplicados.



36

4. RESULTADOS

4.1. CLASSES DE SUBSTANCIAS PRESENTES NOS EXTRATOS

A prospeccdo fitoquimica foi realizada nos extratos brutos etanolicos do caule, peciolo
e folha de M. linifera com o intuito de identificacdo da atividade antioxidante e classes de
substancias presentes nos extratos, para posteriormente identificar possiveis substancias
responsaveis pela atividade bioldgica que os extratos possam ter.

Entdo, o extrato da folha demonstrou a atividade antioxidante e a presenca de terpenos,
flavonoides, fendis; ja o extrato do peciolo demonstrou a presenca de terpenos e o extrato do
caule demonstrou atividade antioxidante e a presenca de terpenos (Quadro 2). Onde pode ser
demonstrado através dos perfis cromatograficos especificos para cada classe de substancias
(Figura 11)

Quadro 2: Prospecgdo fitoquimica nos extratos da folha, peciolo e caule de M. linifera, para presenca de atividade
antioxidante e as classes de substancias: terpenos, flavonoides, fendis, alcaloides e cumatina.

Classe de substancias | Folha | Peciolo | Caule
Terpenos + + +
Flavonoides + - -
Fendis + - -
Alcaldides - - -
Cumarina - - -
Atividade antioxidante + - +

O perfil cromatografico para os extratos etanolicos da folha, peciolo e caule, para
identificacdo de terpenos, foi revelado com VAS e utilizado p-Amirina como padréo de
referéncia, demonstrou resultado positivo para os trés extratos, sendo que o extrato da folha

pode-se observar bandas roxas mais acentuadas que 0s demais extratos (Figura 11A).
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O sistema de eluigéo utilizado no teste de terpenos foi DCM/MeOH/HFo a 2 % para a
visualizacdo dos compostos de baixa polaridade, no qual os resultados demostraram que a

planta é rica nestes compostos.

Figura 11: Perfil cromatogréafico por HPTLC dos extratos etandlicos da folha (F), peciolo (P) e caule (C) da M.
linifera.. A) Para identificacdo de terpenos por VAS (2%); B) para identificacdo de flavonoides por NP/PEG; C)

para identificacdo de compostos fendlicos por FBS; D) para identificacdo por atividade antioxidante por DPPH.

A Etanol

| 4
: \‘_‘ .'-,:
e
| =
o
s,
]
B
b
Y

Rutina

@
=
pe
B
a4

Foi demonstrado a presenca de flavonoides apenas no extrato da folha, banda amarela,
ausente nos demais extratos (Figura 11B). Para o perfil cromatografico para flavonoides foi
utilizado o sistema de eluigho com DCM/MeOH/HFo a 15 % e o padréo rutina como referéncia.

O perfil cromatogréafico para compostos fenolicos utilizando o sistema de eluigdo
utilizado foi DCM/MeOH/HFo a 15 % e o padréo rutina como referéncia, detectou a presenca
de compostos no extrato da folha, banda avermelhada (Figura 11C).

Para o teste fitoquimico para determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH
foi utilizado o sistema de eluicdo com DCM/MeOH/HFo a 15 % e padrdo rutina como
referéncia. E foi demonstrado a presenca de antioxidantes nos extratos da folha e caule, bandas

amareladas (Figura 11D).
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4.2. CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS DA M.linifera

Apoés a avaliacdo fitoquimica dos extratos etandlicos do caule, peciolo e folha da
M.linifera foi verificado a citotoxicidade dos mesmos, através do ensaio de MTT, quando
colocados em contato por diferentes intervalos de tempo e concentracdo com as células L929.

Foi demonstrado que nenhuma concentracdo da curva seriada feita com os trés extratos
usados nesse trabalho foi citotdxica nos tempos de 24, 48 e 72 horas, pois todos 0s grupos
quando expostos as diferentes concentracdes dos extratos e diferente intervalo de tempo
demonstraram viabilidade celular maior que 80% em relagdo ao controle. Foi considerado o
grupo controle com 100% de viabilidade celular (Figura 12,13 e 14).

Para o tempo de 24horas, foi possivel observar que as concentracdes de 100 pg/ml, 50
pug/mi, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25ug/mi, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pg/mi, 0,39 pg/ml,
0,19 pg/ml do extrato do caule, demonstraram uma viabilidade celular de 102 + 7,819 %, 100,80
+ 9,462 %, 101,50 £ 9,076 %, 106,90 + 9,938 %, 107,30 + 8,016%, 109,60 + 8,223%, 111,60
+ 9,517 %, 111,80 £+ 10,64 %, 114,50 + 12,11%, 120,50 + 12,79%, respectivamente. Com
aumento significativo na viabilidade celular nas concentragdes de 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml,
0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml em relagédo ao controle (Figura 12A).

Para o tempo de 24horas, as concentragfes de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5
ug/ml, 6,25ug/ml, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/mi, 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml do extrato do
peciolo foi demonstrado viabilidade celular de 91,39 + 6,111%, 96, 21 + 88,336%, 98,49 *
7,091%, 99,70 + 7,755%, 100,40 + 8,536%, 102,4 + 9,197%, 103,90 + 10,76%, 106 +9,512%,
104,90 + 12,22%, respectivamente (Figura 12B).

Para o tempo de 24horas, as concentracdes de 100 pug/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5
pg/ml, 6,25ug/mi, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml do extrato da
folha foi demonstrado viabilidade celular de 99,79 + 5,160%, 98,31 + 7,828%, 99,45 + 5,557%,
99,20 + 6,811%, 105,70 + 3,248%, 104,40 + 6,562%, 103,20 + 7,254%, 106,80 + 6,485%,
108,80 + 6,485%, 109,20 + 5,921%, respectivamente. Sendo que as concentracdes de 0,78
pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml apresentaram um aumento significativo na viabilidade celular
em relagéo ao controle (Figura 12C).

Enquanto para o tempo de 48 horas, as concentragdes de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml,
12,5 pg/ml, 6,25ug/ml, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pg/mi, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml do extrato
do caule, apresentaram uma viabilidade celular de 93,14 + 5,412%, 96,43 + 5,733%, 99,29 *
7,532%, 98,47 + 5,337%, 99,79 £ 6,675%, 100,90 + 8,154%, 100,30 + 6,284%, 100,60 +
6,745%, 102 £ 7,192%, 107,40 + 7,862%, respectivamente. Sendo que a concentracao de 0,19
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pg/ml apresentou um aumento significativo na viabilidade celular em relacdo ao controle
(Figura 13A).

Figura 12: Viabilidade celular em porcentagem depois de 24 horas, em diferentes concentracGes dos extratos
etanélicos da M. linifera, avaliado pelo ensaio de MTT. A) Extrato do caule; B) extrato do peciolo; C) extrato da
folha. Com significancia de *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 vs. controle, representados sobre as barras de erro

dos grupos. Esses resultados séo representativos de trés experimentos independentes e sdo apresentados como
média + desvio padréo.
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As concentragdes de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25ug/mi, 3,125
pug/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pug/ml, 0,39 pug/mi, 0,19 pug/ml do extrato do peciolo, no tempo de 48
horas, apresentaram uma viabilidade celular de 96,43 + 10,16%, 96,19 + 9,931%, 100,20 £
8,583%, 101,10 + 8,021%, 99,86 + 10,11%, 99,91 + 8,230%, 100,80 + 9,185%, 100,60 +
9,465%, 105 £ 9,239%, 111,70 £ 8,011%, respectivamente. Sendo que a concentragao de 0,19
pug/ml, , do extrato do caule nesse tempo, apresentou um aumento significativo na viabilidade
celular em relacdo ao controle (Figura 13B).

No tempo de 48 horas, as concentra¢des de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml,
6,25ug/ml, 3,125 pug/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pug/mil, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml do extrato da folha,
apresentaram uma viabilidade celular de 100,4 + 14,77%, 101,1 + 14,57%, 105 + 9,021%, 113,7
+9,908%, 119,3 +12,32%, 127,8 + 15,13%, 126,6 + 15,55%, 130,7 + 14,71%, 136,3 + 14,85%,
111,70 £ 8,011%, respectivamente. E as concentracdes de 12,5 pg/ml, 6,25ug/ml, 3,125 pg/ml,
1,56 pg/ml, 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, do extrato da folha nesse tempo, apresentaram
um aumento significativo na viabilidade celular em relacéo ao controle (Figura 13C).

Ja para o tempo de 72 horas, as concentracdes de 100 pg/ml, 50 pug/ml, 25 pg/ml, 12,5
pg/ml, 6,25ug/ml, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pug/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml do extrato do
caule, apresentaram uma viabilidade celular de 84,81 + 11,83%, 81,74 + 14,33%, 89,6 +
11,37%, 91,66 * 9,854%, 96,36 + 11,69%, 96,83 + 9,006%, 98,68 + 7,81%, 98,94 + 9,099%,
106,8 *+ 6,054%, 113,6 + 6,053%, respectivamente. A concentracdo de 0,19 pg/ml, do extrato
do caule nesse tempo, demonstrou um aumento significativo na viabilidade celular em relacao
ao controle (Figura 14A).

As concentracfes de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25ug/ml, 3,125
ug/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pug/ml, 0,39 pug/mil, 0,19 pug/ml do extrato do peciolo, no tempo de 72
horas, apresentaram uma viabilidade celular de 89,87 + 9,279%, 94,69 + 13,04%, 95,18 +
12,18%, 98,72 + 14,28%, 98,73 + 13,89%, 95,41 + 15,24%, 98,03 £ 15,25%, 100,2 + 11,95%,
104,6 + 9,618%, 104 £ 9,367%, respectivamente (Figura 14B).

As concentragdes de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25ug/mi, 3,125
pug/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml do extrato da folha, no tempo de 72
horas, apresentaram uma viabilidade celular de 104,10 + 13,14%, 110,1 + 15,64%, 114,5 +
20,92%, 125,5 £ 20,35%, 127,7 + 25,69%, 131,1 + 25,07%, 132,6 + 22,74%, 134,8 + 24,84%,
137,8 £ 20,83%, 149,8 = 20,91%, respectivamente. E as concentracdes de 12,5 pg/ml,
6,25ug/ml, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml, 0,78 pg/mi, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml , do extrato do caule
nesse tempo, apresentaram um aumento significativo na viabilidade celular em relacdo ao

controle (Figura 14C).
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Figura 13: Viabilidade celular em porcentagem depois de 48 horas, em diferentes concentragdes dos extratos
etanolicos da M. linifera, avaliado pelo ensaio de MTT. A) Extrato do caule; B) extrato do peciolo; C) extrato da
folha. Com significancia de *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 vs. controle, representados sobre as barras de erro

dos grupos. Esses resultados séo representativos de trés experimentos independentes e sdo apresentados como
média + desvio padréo.
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Figura 14: Viabilidade celular em porcentagem depois de 72 horas, em diferentes concentracdes dos extratos
etanolicos da M. linifera, avaliado pelo ensaio de MTT. A) Extrato do caule; B) extrato do peciolo; C) extrato da
folha. Com significancia de *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 vs. controle, representados sobre as barras de erro
dos grupos. Esses resultados séo representativos de trés experimentos independentes e sdo apresentados como
média + desvio padrdo.
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A partir das curvas de concentracdo e tempo dos extratos testados nesse trabalho foi
escolhido as trés menores concentra¢des (0,78 pug/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml) de cada extrato
para realizar as proximas analises, devido as menores concentragGes apresentarem maior
viabilidade celular em relacdo ao controle, com excecdo da curva do extrato do peciolo nos
tempos de 24 horas e 72 horas.

4.3. AVALIACAO DA DIMINUICAO DA AREA DE LESAO IN VITRO

Foi realizado o teste scratch, onde foi feito uma lesdo (risco) com uma ponteira de 10ul
em uma monocamada de células, depois foi verificado se os tratamentos de até 24 horas apds a
lesdo promovem migracdo significativa das células, com as concentragdes escolhidas dos
extratos, assim diminuindo a area do risco significativamente.

Todos grupos do tempo 0 foram considerados 100%, pois foi 0 momento que ocorreu a
lesdo e ndo houve tempo habil para ocorrer migracéo celular. O grupo controle nos tempos de
6 horas, 12 horas e 24 horas demonstraram areas de lesdes de 82,08 + 12,13%, 56,14 + 15,75%,
34,34 +10,12%, respectivamente.

J& os grupos tratados com extrato do caule das concentragdes 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml,
0,19 pg/ml demonstraram as areas de lesdes, no tempo de 6 horas, de 66,108 + 23,85%, 66, 10
+ 13,13%, 64,81 = 20,42%, respectivamente. Ja no tempo de 12 horas, para as mesmas
concentracOes respectivas desse extrato as areas de lesdes foram de 38,86 + 20,66%, 40,45 +
14,64%, 32,29 + 16,62%, respectivamente. Para o tempo de 24horas, para as mesmas
concentracOes respectivas desse extrato as areas de lesdes foram de 13,48 + 11,20%, 10,67 +
7,94%, 10,15 + 7,35%, respectivamente. Sendo que na concentracdo de 0,39 pg/ml no tempo
de 24 horas demonstrou uma diminuicao da area significativa em relacdo ao grupo controle do
tempo de 24 horas; e a concentracdo de 0,19 pg/ml também demonstrou uma diminuigédo
significativa da area de lesdo nos tempos de 12 horas e 24 horas em relagdo ao grupo controle
dos respectivos tempos (Figura 15). Esses dados quantitativos sdo possiveis observar
qualitativamente através das microfotogréaficas de cada grupo e tempo (Figura 16)

Os grupos tratados com extrato do peciolo nas concentra¢des 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml,
0,19 pg/ml demonstraram areas de lesdo, no tempo de 6 horas, de 74,02 + 15,16%, 80,32 *
22,50%, 75,56 + 20,09%, respectivamente. JA4 no tempo de 12 horas, para as mesmas
concentracfes do mesmo extrato a areas de lesGes foram de 38,86 + 20,66%, 46,79 + 12,46%,
40,98 + 5,45%, respectivamente. Para o tempo de 24 horas, as respectivas concentracfes do
mesmo extrato a areas de lesdes foram de 13,48 + 11,21%, 27,33 + 13,86%, 12,40 + 7,72%,
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respectivamente. Sendo que na concentracdo de 0,19 pg/ml, no tempo de 24 horas, demonstrou
uma diminuicao significativa em relacdo ao grupo controle do mesmo tempo (Figura 17). Esses
dados quantitativos sdo possiveis observar qualitativamente através das microfotograficas de
cada grupo e tempo (Figura 18).

Os grupos tratados com extrato da folha nas concentracées 0,78 pg/ml, 0,39 pg/mi, 0,19
pug/ml demonstraram areas de lesdo, no tempo de 6 horas, de 73,08 + 21,35%, 72,91 + 18,19%,
67,84 + 17,89%, respectivamente. J& no tempo de 12horas, para as mesmas concentracdes desse
extrato as areas de lesdes foram de 48,76 + 21,17%, 48,02 + 17,30%, 44,54 + 18,70%,
respectivamente. Para o tempo de 24 horas, para as respectivas concentragdes desse extrato as
areas de lesbes foram de 24,59 + 14,58%, 26,07 + 16,73%, 23,75 + 15,76%, respectivamente
(Figura 19). Esses dados quantitativos sdo possiveis de se observar qualitativamente através das

microfotograficas de cada grupo e tempo (Figura 20).

Figura 15: Area da lesdo em monocamadas de células L929, do grupo controle e dos grupos tratados com o extrato
do caule nas concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, nos tempos Oh, 6h, 12h 24h apés a lesdo. Com
significancia de *P <0,05 vs. controle, representados sobre as barras de erro dos grupos. Esses resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes e sdo apresentados como média + desvio padréo.

150 A
Bl controle
< 0,78 pg/ml
100 4 B 0,39 pg/mil
I I 0,19 pg/ml

50 - l ’i

Area de lesdo

Oh 6h 12h 24h



45

Figura 16: Microfotografias das &reas da lesdéo em monocamadas de células L929. Do grupo controle e dos grupos
tratados com o extrato do caule nas concentrac6es de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, nos tempos Oh, 6h, 12h
24h apos a lesdo. Barra de escala = 500 pm.
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Figura 17: Area da lesdo em monocamadas de células L929, do grupo controle e dos grupos tratados com o extrato
do peciolo nas concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, nos tempos Oh, 6h, 12h 24h apos a lesdo.
Com significancia de *P <0,05 vs. controle, representados sobre as barras de erro dos grupos. Esses resultados séo

representativos de trés experimentos independentes e sdo apresentados como média + desvio padrao.
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Figura 18: Microfotografias das &reas da lesdéo em monocamadas de células L929. Do grupo controle e dos grupos
tratados com o extrato do peciolo nas concentragGes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, nos tempos Oh, 6h,
12h 24h apo6s a lesdo. Barra de escala = 500 pum.
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Figura 19: Area da lesdo em monocamadas de células L929, do grupo controle e dos grupos tratados com o extrato
das folhas nas concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, nos tempos Oh, 6h, 12h 24h ap6s a lesdo.
Com significancia de *P <0,05 vs. controle, representados sobre as barras de erro dos grupos. Esses resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes e sdo apresentados como média + desvio padréo.
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Figura 20: Microfotografias das areas da lesdo em monocamadas de células L929. Do grupo controle e dos
grupos tratados com o extrato do peciolo nas concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, nos tempos
Oh, 6h, 12h 24h apds a lesdo. Barra de escala = 500 pm.
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4.4, MORFOLOGIA E AREA DE LESAO

A partir da coloragdo de H&E realizada nas células que sofreram lesdo em sua
monocamada, no tempo 0 e 24 horas apos a lesdo, foi possivel demonstrar que ndo houve
mudanca morfolégicas em nenhum grupo, devido ao estresse causado com O risco na
monocamada celular e tratamento das células com o extrato, também é pode-se observar com
nitidez a diminuicdo da area de lesdo no tempo de 24 horas. Entdo, nos grupos tratados com
extrato do caule foi demonstrado uma diminuicdo significativa da area de lesdo nas
concentragdes 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml, no tempo de 24horas, em relagdo ao grupo controle do
mesmo tempo (Figura 21). J& nos grupos tratados com extrato do peciolo foi demonstrado uma
diminuigdo significativa da area de lesdo na concentracdo de 0,19 pg/ml, no tempo de 24horas,
em relagdo ao grupo controle do mesmo tempo (Figura 22). Os grupos tratados com extrato da
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folha ndo houve diminuicdo significativa em relacdo ao grupo controle, no tempo de 24 horas
(Figura 23).

Figura 21: Microfotografias das &reas da lesio em monocamadas de células L929 coradas com H&E dos grupos
do extrato do caule. A) grupo Oh apés a lesdo; B) grupo controle 24h apés a lesdo; C) grupo 24horas apés a lesdo
e tratamento com extrato de caule na concentragdo de 0,78 pg/ml; D) grupo 24horas apos a lesdo e tratamento com
extrato de caule na concentracdo de 0,39 pg/ml; E) grupo 24horas ap6s a lesdo e tratamento com extrato de caule
na concentracdo de 0,19 pg/ml. Barra de escala = 500 pum.
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Figura 22: Microfotografias das areas da lesio em monocamadas de células L929 coradas com H&E dos grupos
do extrato do peciolo. A) grupo Oh apés a lesdo; B) grupo controle 24h ap6s a lesdo; C) grupo 24horas apds a lesdo
e tratamento com extrato do peciolo na concentracao de 0,78 pg/ml; D) grupo 24horas apds a lesdo e tratamento
com extrato do peciolo na concentragdo de 0,39 pg/ml; E) grupo 24horas apds a lesdo e tratamento com extrato do
peciolo na concentracdo de 0,19 pg/ml. Barra de escala = 500 pum.
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Figura 23: Microfotografias das areas da lesdo em monocamadas de células L929 coradas com H&E dos grupos
do extrato da folha. A) grupo Oh apds a lesdo; B) grupo controle 24h ap6s a leséo; C) grupo 24horas ap0s a lesdo
e tratamento com extrato da folha na concentracéo de 0,78 pg/ml; D) grupo 24horas apds a leséo e tratamento com
extrato da folha na concentracdo de 0,39 pg/ml; E) grupo 24horas apo6s a lesdo e tratamento com extrato da folha
na concentracdo de 0,19 pg/ml. Barra de escala = 500 pum.
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4.5. PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA PELOS EXTRATOS DA M. linifera

Foi verificado se os extratos do caule, peciolo e caule da M. linifera induzem
maior proliferacdo celular em relacdo ao grupo ndo tratado, através da imunomarcacgdo para
BrdU. O grupo controle demonstrou uma média de 19,778 + 3,80 células positivas para BrdU,
enquanto os grupos tratados com o extrato do caule nas concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39
pg/ml, 0,19 pg/ml demonstraram 20,222 + 1,855, 37,889 + 7,407, 29,778 + 4,521 células
positivas para BrdU, respectivamente. Assim havendo diferenca significativa dos grupos
tratados com extrato do caule nas concentragdes de 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml em relagéo ao grupo
controle, e diferenca significativa entre os trés grupos tratados com esse extrato (Figura 24).
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J& os grupos tratados com o extrato do peciolo nas concentra¢des de 0,78 pg/ml, 0,39
pg/ml, 0,19 pg/ml demonstraram uma média de 20,222 + 2,587, 20,444 + 5,077, 24,889 + 3,551
células positivas para BrdU, respectivamente. Houve diferenca significativa do grupo tratado
com extrato do peciolo na concentracdo de 0,19 pg/ml em relagdo ao grupo controle (Figura
25).

Os grupos tratados com o extrato da folha nas concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml,
0,19 pg/ml demonstraram uma média de 20,556 + 3,504, 23,778 + 5,974, 22,889 * 3,1798
células positivas para BrdU, respectivamente. Ndo havendo diferenca significativa entre os

grupos (Figura 26).

Figura 24: Células BrdU positivas do grupo controle e dos grupos tratados com o extrato do caule nas
concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml. A) Anélise quantitativa, com significancia de ***P <0,001
vs. controle, ##P < 0,01 vs. 0,39 ug/ ml e 0,78 ug/ml, ###P < 0,001 vs. 0,78 ug/ml representados sobre as barras de
erro dos grupos. Esses resultados sdo representativos de trés experimentos independentes e sdo apresentados como
média + desvio padrdo. B) Microfotografias da imunofluorescéncia para BrdU, barra de escala = 50 um.
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Figura 25: Células BrdU positivas do grupo controle e dos grupos tratados com o extrato do peciolo nas
concentragdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml. A) Andlise quantitativa, com significAncia de *P <0,05 vs.
controle, representados sobre as barras de erro dos grupos. Esses resultados sdo representativos de trés
experimentos independentes e sdo apresentados como média + desvio padrdo. B) Microfotografias da
imunofluorescéncia para BrdU, barra de escala = 50 pm.
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Figura 26: Células positivas para BrdU do grupo controle e dos grupos tratados com o extrato da folha nas
concentracdes de 0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml. A) Analise quantitativa, com significancia de *P <0,05 vs.
controle, representados sobre as barras de erro dos grupos. Esses resultados sdo representativos de trés
experimentos independentes e sdo apresentados como média + desvio padrdo. B) Microfotografias da
imunofluorescéncia para BrdU, barra de escala = 50 um.
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5. DISCUSSAO

A busca por novos tratamentos para lesdes cronicas a partir de espécies vegetais € de
grande importancia, devido as mesmas possuirem Vvarios compostos bioativos (CRAGG,
NEWMAN, 2001; CRAGG, NEWMAN, 2016) e grande parte dessas plantas demonstram
atividades farmacoldgicas que ainda ndo foram elucidadas pela comunidade cientifica
(SKIRYCZ et al., 2016). A atividade farmacoldgica da M. linifera é pouco descrito na
literatura, entdo nosso grupo de pesquisa iniciou a investigacao dessa planta, para verificar se
realmente a mesma possui a¢cao na cascata de cicatrizacao.

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram que os extratos etanolicos das
folhas, peciolos e caules da M. linifera possuem substancias da classe dos terpenos (Quadro 2
e Figura 11A). Os terpenos sd@o uma das maiores classes de compostos organicos de origem
natural registrada (GERSHENZON, DUDAREVA, 2007), ja se sabe que substancias
classificadas como terpenos possuem atividade anti-inflamatoria, neuroprotetora, antioxidante,
antitumoral (CHO et al., 2017, LU et al., 2019; ISLAM et al., 2019), cicatrizantes (D'ALESSIO
et al.,, 2014), antidiarreica (NEGREIROS et al., 2019), antibacterianas, antifingicas
(ZACCHINOA et al.,, 2017), anti-hiperlipidemica, antinoceptiva, analgesica, ansiolitica,
antidepressiva (PEREIRA et al., 2018, HARADA et al., 2018). Dessa forma, possivelmente os
extratos M.linifera testados nesse trabalho possuem atividade bioldgica devido aos terpenos
presentes neles.

Segundo Quadro 2 e Figura 11B e 11C, os resultados demonstram que o extrato das
folhas da M.linifera possui flavondides e fendis . Os flavondides possuem diversas propriedades
bioldgicas como: anti-inflamatéria (PEI et al., 2020), anticancerigeno (ADEWOLE, 2020),
antioxidante, anti-hipertensivo (KURMA, PANDEY, 2013). Ja os fendis possuem atividade
antibacteriana (PINHEIRO et al., 2017), antioxidante (HOSSAIN et al., 2019), entre outras.
Além disso, os extratos da folha e caule apresentaram atividade antioxidante (Quadro 2 e Figura
11D), o que corrobora para com os resultados da andlise fitoquimica, pois as trés classes
identificadas (terpeno, flavonoides e fendis), geralmente possuem atividade antioxidante
(GONZALEZ-BURGOS, GOMEZ-SERRANILLOS, 2012; BUBOLS et al., 2013; DAI,
MUMPER, 2010). Mas como apenas os terpenos foram identificados nos trés extratos (caule,
peciolo e folha), possivelmente a atividade antioxidante se deve devido a presenca de
substancias pertencentes a classe dos terpenos.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) em niveis baixos possuem papel importante na

cicatrizacao de lesBes agudas, pois ajudam a combater processos infecciosos, participam na
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estimulagdo da angiogénese e proliferacdo de queratindcitos (DUNNILL et al., 2015). Porém,
as lesdes crénicas possuem altos niveis de espécies reativas de oxigénio, causando um estresse
oxidativo excessivos, 0 que contribui para que o processo inflamatorio seja duradouro e a lesdo
ndo consiga passar para a proxima fase da cascata de cicatrizagdo (SCHAFER, WERNER,
2008; LYONS et al., 2019). Estudo utilizando feridas crénicas em camundongos diabéticos
demonstrou que altos niveis de estresse oxidativo nas lesdes dificulta o processo de cicatrizacéo
e propicia um ambiente para infeccdes (KIM et al., 2019b). Entdo, substancias com atividade
antioxidante sdo importantes para combater o estresse oxidativo elevado nas feridas cronicas,
assim acelerar o processo de cicatrizacdo, devido a diminuicdo de espécies reativas de oxigénio
e por consequéncia os danos celulares causados pelas mesmas (KIM et al., 2019a; YADAYV et
al., 2018).

A Organizacao Internacional de Padronizacdo (ISO) preconiza que em extratos ou
dispositivos médicos sejam realizados testes de triagem, para averiguar a eficiéncia e qualidade
dos mesmos, entre os testes recomendados esté o de citotoxicidade, através do ensaio de MTT
(1ISSO 10993-5, 2009). Além da ISO, a Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Economico (OECD) também recomenda que se realize em novas drogas teste para verificar a
citotoxicidade e selecionar as melhores doses ou concentragfes para utilizar nas proximas
etapas da pesquisa (OECD, 2010).

Qualquer substancia ou material utilizado para fins terapéuticos devem exerce seu papel
no tratamento do paciente, sem causar efeito negativo local ou sistémico na pessoa tratada, logo
para pessoas em tratamento de lesGes crénicas, um dos pré-requisitos para isso, € que a droga
utilizada ndo deve ser toxica na dose ou concentracdo e intervalos de tempo administrados
(ANVISA, 2013)

Entdo seguindo os padrées internacionais foi verificado a citotoxicidade dos extratos do
caule, peciolo e folha da M. linifera e nenhuma das concentra¢Ges nos tempos testados foram
citotoxicos (todos os grupos com viabilidade acima de 80%), sendo que as menores
concentracOes dos extratos nos tempos de 24h, 48h e 72h demonstraram aumento significativo
na viabilidade em relacdo ao controle, com excecdo do extrato do peciolo nos tempos de 24h e
72h (Figura 12, 13 e 14). Esse aumento possivelmente ocorreu devido os extratos em pequenas
concentracOes pode estar induzindo a proliferacdo celular mais acelerada em relagéo ao grupo
sem tratamento, aumentando assim consideravelmente a quantidade de células nos grupos em
guestdo e consequentemente aumentando o metabolismo celular detectado no ensaio de MTT.

Realizado o ensaio de migracdo celular, para verificar o potencial cicatrizante dos

extratos de interesse desse trabalho, utilizando as concentragcfes escolhidas a partir do teste de
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citotoxicidade (0,78 pg/ml, 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml), foi demonstrado em nossos resultados que
0s grupos do extrato do caule nas concentracdes 0,39 pg/ml no tempo de 24h e 0,19 pg/ml nos
tempos de 12h e 24h, e o grupo do extrato do peciolo na concentracdo de 0,19 pg/ml no tempo
de 24 horas obtiveram uma diminuicdo da area de lesdo in vitro em relacdo ao grupo controle
respectivo a cada tempo (Figura 15, 16, 17 e 18). Assim o extrato do peciolo na concentracéo
de 0,19 pg/ml e caule nas concentragcbes 0,39 pg/ml e 0,19 pg/ml possuem potencial
cicatrizante, pois promovem maior migracao de fibroblastos, assim fechando a lesdo. Os grupos
tratados com o extrato da folha ndo demonstraram diferenga significativa (Figura 19 e 20).

A migracdo celular é um evento de grande importancia no processo de cicatrizagcdo
tecidual, ocorre principalmente na fase de proliferagdo, juntamente com outros eventos, como
a proliferacdo celular (GRADA et al., 2017). O ensaio de migracdo in vitro ou scratch é
amplamente utilizado para verificar o potencial cicatrizante de inUmeras substancias, moléculas
ou métodos biomédicos (D’AGOSTINO et al., 2020; HUMMITZSCH et al., 2020; PINTO et
al., 2018), devido esse ensaio ser de baixo custo, mantem interacfes célula-célula e célula-
MEC, além de se verificar se é viavel testar in vivo a droga de interesse (JONKMAN et al.,
2014; LIANG et al., 2007).

A migracao de células para o fechamento da leséo é realizada geralmente em grupos de
células, denominado migracéo por folha, e para que essa migracdo por folha ocorra é necessario
que se tenha sinalizacdo para interagdes célula-célula e célula-MEC; assim ativando fatores que
estimulam a migracdo coordenada, como ativacdo de moléculas como caderina e integrinas
(COLLINS, NELSON, 2015), logo os extratos do caule e peciolo podem estar participando
dessa sinalizacdo, para que ocorra a migragao mais eficiente.

Além disso, foi analisado a morfologia das células ap6s 24h da lesdo in vitro, e foi
demonstrado que ndo houve mudanca morfoldgica anormal nas células utilizadas devido ao
estresse causado ao tratamento dos grupos com lesdo depois de 24h (Figura 21,22 e 23). E
descrito na literatura que células que sofrem estresse de diferentes tipos, modulam a expresséo
de proteinas do citoesqueleto e as interacOes célula-célula e célula-MEC, assim sendo possivel
observar a mudanca morfologica significativa celular devido o estresse, podendo assim
prejudicar o fechamento da lesdo (BOCCAFOSCHI et al., 2009).

Outro evento crucial para o reparo tecidual é o processo de proliferacéo celular, nossos
resultados demonstram, através da imunomarcacao para BrdU, que o extrato do caule promoveu
maior proliferacdo celular significativa nas concentracgdes de 0,39 pg/ml, 0,19 pg/ml e o extrato
do peciolo promoveu maior proliferacdo celular na concentracdo de 0,19 pg/ml (Figura 24 e

25). Esses dados corroboram com os resultados anteriores, mostram que o0s extratos do caule e
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peciolo, nas menores concentragdes testadas, além de ndo ser citotdxico, promover a migragdo
celular e ndo causar estresse demasiado nas células, também promove a proliferacdo dos
fibroblastos. Assim, podendo promover o fechamento da lesdo de forma mais rapida e eficiente
tanto de lesdes pequenas, quanto de lesdes grandes que se faz necessario a ocorréncia da
migracdo e proliferacdo, para restabelecimento da MEC, logo que um dos principais
mecanismos de cicatrizacdo em humanos é a reepitelizacdo (SORG et al., 2017).

O BrdU é um anélogo da Timina e é incorporado pelo DNA de células replicantes, que
entraram na fase S do ciclo celular, enquanto o BrdU estava no meio de cultura, que estava em
contato direto com as mesmas. Assim, posteriormente foi possivel marcar essas células
replicadas com o anticorpo especifico para BrdU (CRANE, BHATTACHARYA, 2013).
Portanto, provavelmente os extratos do caule e peciolo alteram o ciclo celular, por isso ha o
aumento a proliferacdo das células tratadas com esses extratos.

A proliferacdo celular no processo de reparo tecidual é essencial para reepitelizacdo e a
formag&o da MEC que foi perdida com a lesdo, dessa forma o tecido lesionado é restabelecido
(GURTNER et al., 2008). LOUGHLIN, ARTLETT, 2011 demonstraram que feridas cronicas
de diabéticos, possuem o processo de reepitelizagdo prejudicado, devido a regulacdo negativa
de ERK1/2, AKT pela via p38 MAPK, assim causando deficiéncias na proliferacdo e migracao
celular, dificultando o fechamento da lesdo. Entdo, é importante se realizar o tratamento dessas
lesGes com substancias que atuem estimulando de forma positiva o ciclo celular.

Na literatura existem estudos que comprovam que alguns terpenos possuem atividade
cicatrizante e promovem a migracdo celular, proliferacdo e restabelecimento da integridade
parcial ou total do tecido que foi lesionado (SCHERERA et al., 2019; KESKIN et al., 2017;
PASDARANA, HAMEDI, 2017), esses dados corroboram com nossos resultados, pois foi
identificado terpenos nos extratos do caule, peciolo e folha da M.linifera. Os extratos do caule
e peciolo demonstraram resultados satisfatorios nas menores concentragcdes, aumento
significativo da viabilidade, migracdo e proliferacdo celular, o que demonstra que
possivelmente substancias terpendides presente nesses extratos podem estar influenciando de
forma positiva o processo de cicatrizacdo, porém esses extratos devem ser investigados com
mais detalhes para se elucidar qual substancia especifica ou molécula dentro dessa classe que
esta presente neles possui atividade de reparo tecidual.

Os trés extratos investigados nesse trabalho ndo apresentaram citotoxicidade, e 0s
extratos da folha e caule demonstraram atividade antioxidante, porém apenas o extrato do caule
e peciolo demonstraram atividade cicatrizante in vitro. Sendo que no extrato da folha foi

encontrado além de terpeno, também flavonoide e fendis, os dois ultimos ndo foram
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encontrados no extrato do caule e peciolo, possivelmente essas 3 substancias podem ser
antagonizando a acdo cicatrizante do extrato da folha, mas deve ser realizado outras analises
para confirmar que a folha da M.linifera ndo possui atividade de reparo tecidual. Logo, o extrato

do caule e peciolo da M.linifera sdo fortes candidatos para o tratamento de lesGes na pele.
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6. CONCLUSAO

A M. linifera possui poucos estudos farmacologicos e ndo possui nenhuma
comprovagao ou evidéncia anterior a este trabalho que descreve cientificamente a agdo dessa
espécie no processo de cicatrizacdo da pele. Este trabalho é pioneiro a demonstrar a atividade
cicatrizante in vitro dos extratos da M.linifera.

Os extratos etandlicos do caule e folha possuem atividade antioxidante. E os extratos do
caule, peciolo e folha sdo compostos por terpenos que possivelmente sdo responsaveis pela
atividade bioldgica dos mesmos. No extrato da folha também foram encontrados flavonoides e
fenois.

Entdo os extratos etanolicos do caule, peciolo e folha da M. linifera ndo demonstraram
citotoxicidade quando colocados em contato por 24h, 48h e 72h com a linhagem de células
L929, e apresentando maior viabilidade celular quando as células foram expostas as menores
concentragOes testas dos extratos.

O extrato etandlico do caule nas concentracdes 0,39 pg/ml e 0,19 pug/ml e do peciolo na
concentracdo 0,19 pg/ml induziram maior migracdo celular, assim promovendo o fechamento
da leséo, favorecendo o processo de reparo tecidual. O extrato da folha ndo apresentou resultado
significativo para a inducdo da migragéo celular.

Além disso, o extrato etanolico do caule nas concentra¢des 0,39 pg/ml e 0,19 pg/ml e
do peciolo na concentragdo 0,19 pg/ml também induziram uma maior proliferacdo dos
fibroblastos, além de possivelmente estarem atuando no ciclo celular dos mesmos. O extrato da
folha ndo apresentou resultado significativo para a inducdo da proliferacéo celular.

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho inicial, o extrato etandlico do caule e
peciolo em concentra¢des pequenas possuem um potencial cicatrizante, podendo ser utilizado
para o tratamento de lesbes crénicas, porém e necessario que se realize mais testes para elucidar

0 mecanismo de acdo dos extratos.
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