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RESUMO

Os fibroblastos sdo células que participam de diferentes processos no organismo sendo
indispensaveis no desenvolvimento e homeostase dos tecidos. Sdo importantes agentes no
processo de cicatrizacdo, estando presentes nas fases inflamatoria, proliferativa e de
remodelacdo. Essas células produzem biomoléculas que compbe a matriz extracelular, como
0 colageno, as quais ddo o suporte necessario para uma cicatrizacdo saudavel. Contudo a
cicatrizacdo é um processo complexo e esté sujeito a falhas, diante disto é importante investigar
alternativas terapéuticas para produzir tratamentos mais efetivos em casos onde 0 processo de
cicatrizacdo nao é eficaz. Produtos naturais oriundos de plantas sdo amplamente usados como
formas terapéuticas para a cicatrizacdo tendo em vista seus menores efeitos colaterais, baixo
custo, aliado ao conhecimento tradicional tornam-se atrativo a estudos que priorizam valorizar
a biodiversidade. O Caryocar villosum (Cv), fruto nativo da regido amazénica, ¢ uma fonte
notavel de compostos bioativose com potencial terapéutico que possuem aplicacGes cosméticas
e farmacéuticas. Neste trabalho foi investigado a acdo do 6leo de Cv (OCv) em células da
linhagem VERO (like fibroblastos). As células foram tratadas com 75, 125 e 250 pg/ml por
24h. Foram realizados os ensaios de citotoxicidade, microscopia Optica, proliferacdo celular,
analise morfoldgica e andlises de componentes da matriz extracelular, como marcacdo com
faloidina e imunofluorescéncia para anticorpo colageno tipo Ill. Nenhuma citotoxicidade foi
observada nas células ap6s o tratamento do OCv. O tratamento do OCv induziu alteracGes
morfologicas e fisiologicas nas celulas indicando ativacdo celular. A microscopia de
fluorescéncia revelou maior espalhamento celular, rearranjo de filamentos de actina e aumento
na exposicao da superficie celular em comparacdo com células ndo tratadas. Além disso, este
estudo sugere que as celulas tratadas com OCv sdo ativados atraveés do rearranjo do
citoesqueleto, aumento da superficie celular, proliferacdo e aumento da sintese de colageno.
Esses achados indicam que o OCv pode ser uma boa estratégia terapéutica para gerar produtos,

a partir da biodiversidade da amazonia, com o objetivo de atuar no processo de cicatrizagao.

PALAVRAS-CHAVES: Cicatrizagcdo, Fibroblastos, Caryocar villosum, Matriz

extracelular.



ABSTRACT

Fibroblasts are cells that participate in different processes in the body, being indispensable in
the development and homeostasis of tissues. They are important agents in the healing process,
being present in the inflammatory, proliferative and remodeling phases. These cells produce
biomolecules that constitute the extracellular matrix, such as collagen, which provide the
necessary support for healthy healing. However, healing is a complex process, and it is prone
to failure, so it’s important to investigate therapeutic alternatives to produce more effective
treatments in cases where natural healing is not effective. Natural products from plants are
widely used as therapeutic forms for healing considering their lower side effects, low cost, this
combined with traditional knowledge makes it attractive to studies that prioritize valuing
biodiversity. Caryocar villosum (Cv), a fruit native to the Amazon region, is a remarkable
source of bioactive compounds with therapeutic potential that has cosmetic and pharmaceutical
applications. In this work, the action of Cv oil (CvO) on VERO cell line (fibroblast-like cells)
was investigated. The cells were treated with 75, 125 and 250 pug/mL for 24 hours. Cytotoxicity
assays, optical microscopy, cell proliferation, morphological analysis, and analysis of
extracellular matrix components, such as phalloidin staining and immunofluorescence for type
I11 collagen antibody, were performed. Any cytotoxicity was observed in the cells after CvO
treatment. CvO treatment induced morphological and physiological changes in the cells
indicating cell activation. Fluorescence microscopy revealed greater cell spreading,
rearrangement of actin filaments and increased cell surface exposure compared to untreated
cells. Furthermore, this study suggests that fibroblasts treated with CvO are activated through
cytoskeletal rearrangement, increasing cell surface, proliferating, and increasing collagen
synthesis. These findings indicate that CvO may be a good therapeutic strategy from

biodiversity to stimulate the healing process.

KEYWORDS: Healing, Fibroblasts, Caryocar villosum, Extracellular matrix.
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1. INTRODUCAO

O processo de cicatrizagdo objetiva contornar uma injuria tecidual, visando o seu
reparo; esse processo é organizado em trés etapas sequenciais e sobrepostas: a fase
inflamatoria, a fase proliferativa e a fase de remodelacdo (Cafiedo-Dorantes, 2019). Este
processo é uma reacdo fisioldgica natural decorrente a uma leséo, contudo 0 mesmo néo é
um fendmeno simples, pois envolve uma interagdo complexa entre varios tipos de celulares,
citocinas, mediadores e o sistema vascular (Landén et al, 2016; Heather A. Wallace, 2020).

Os fibroblastos séo células importantes para o processo de cicatrizacéo, pois fornecem
0s componentes extracelulares necessarios que servirdo de suporte a este processo (Reinke
and Song, 2012; Heather A. Wallace, 2020). Ap0s a lesdo, essas células sdo recrutadas para
migrar a area lesionada, participando de todas as fases da cicatrizacdo; até que ocorra a
epitelizacdo completa da regido, essas células sdo essenciais para uma cicatrizagdo saudavel
(Tomasek, 2002; Kendall, 2014).

Substancias naturais aliadas ao conhecimento tradicional sdo atrativos para
pesquisas visando novos produtos que almejam aproveitar e empregar a biodiversidade
amazonica. Estes produtos sdo candidatos em potenciais a complementar ou melhorar
tratamentos ja utilizados. O Caryocar villosum (Cv), fruto conhecido popularmente como
piquid, nativo da regido amazdnica, € amplamente utilizado na alimentacdo da populacao
regional assim como no uso medicinal tradicional (Galuppo, 2004). Seu género, pertencente
a familia Caryocaraceae, possui inimeras aplicagdes como usos medicinais, cosméticos,
entre outros (Rigonato E Almeida, 2004; Miranda et al 2019).

Diante disto, este trabalho tem como objetivo analisar 0 mecanismo de acdo do 6leo
de Cv (OCv) em linhagem de células vero (like-fibroblastos) tendo em vista a analise dos
efeitos morfologicos na estrutura celular e outros mecanismos envolvidos na cicatrizagéo a

nivel celular.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACICATRIZACAO E SEU CONTEXTO CELULAR

A estrutura da pele é composta por duas camadas: a epiderme e a derme. A derme é o
tecido conjuntivo (TC) da pele, o TC é uma estrutura de ligagédo, suporte e organizacao para
tecidos e 0rgaos, e as suas células sdo os fibroblastos, macréfagos, mastécitos, plasmacitos e
outras células importantes do sistema imune (Kupper, 2004). Essas células estao distribuidas
na regido interna do TC, subendotelial e na parte externa, onde desempenham a funcéo do
armazenamento de metabolitos, respostas imunoldgicas e inflamatdrias, e na reconstituicdo
tecidual apds uma lesdo (Pasparakis, 2014; Rouselle, 2018, Cafiedo-Dorantes, 2019).

A matriz extracelular (MEC), presente na derme, exerce maltiplas influéncias sobre a
fisiologia dos tecidos; ela atua como suporte estrutural para as células, fornece um sistema de
transporte para nutrientes, suporte para conexdes celulares, para 0 movimento e migracao,
transducdo de estimulos quimicos e fisicos que regulam a atividade celular (processos de
sinalizacdo) e contribui com propriedades mecénicas e reatividade a mudancas ambientais
(Engler et al., 2006, Maarouf et al., 2019).

A composi¢do da MEC se da por uma variedade de componentes como proetoglicanos,
proteinas, dgua e colageno os quais determinam as propriedades fisicas e bioquimicas do
tecido conjuntivo (Tazima, 2008; Mckee et al., 2019).

As duas classes de moléculas principais da MEC sdo secretadas pelos fibroblastos e
células epidérmicas sendo, portanto, as proteinas estruturais fibrosas, como colageno,
elastina, laminina e os proteoglicanos. Dentre os componentes da MEC, o colageno é a
proteina mais abundante no corpo, e seus tipos mais comuns sdo o colageno do tipo | e o0 do
tipo 111; que formam as fibrilas estruturais e sdo responsaveis pela estrutura, estabilidade,
resisténcia e rigidez do tecido (Eyre, 1980; Gregory S. Schultz, 2005; Ricard-Blum, 2011;
Theocharidis & Connelly, 2017).

Embora as matrizes extracelulares possam parecer inertes, elas sao altamente dindmicas
e passam por alteracbes, como resultado da sintese e remodelamento de suas moléculas
mediadas por células; o que é essencial para preservar a homeostase do TC, na reparagédo
tecidual e em algumas patologias (Hinz, 2016; Hopps, 2012; Janmey, 2016). No contexto da
reparacdo e cicatrizacdo tecidual a deposicdo da MEC tem como objetivo promover

reconstituicdo da funcionalidade tecidual (Sotille et al. 2005).



2.2 O PAPEL DO FIBROBLASTO NA CICATRIZACAO

Ap0s a ocorréncia de uma lesdo tecidual, o processo de reparo do tecido se iniciam com
a finalidade de restaurar o dano. O processo de cicatrizacdo é uma reacao fisioldgica natural
a lesdes ou doengas teciduais. N&o é um fendbmeno simples, pois envolve uma interagdo
complexa entre varios tipos de células, citocinas, mediadores e sistema vascular (Rowan MP.,
2015; Wilkson, 2023).

Quando a pele é lesionada, os eventos sequenciais do processo de reparacdo sao
organizados em fases sobrepostas que ocorrem através da integracéo de processos dindmicos,
aos quais ocorrem de forma harmonica com a finalidade de garantir a reparagéo ao dano
ocorrido (Landén NX., 2016, Adiss R., 2020; Mandelbaum et al., 2003, Faleiro et al, 2009).

As etapas que ocorrem de forma sequencial e sobrepostas sdo a fase inflamatoria, a
fase proliferativa (formacdo tecido de granulagdo com depésito de matriz extracelular) e
a fase de remodelacéo tecidual (Clark, 1993; L. Cafedo et al., 2019). Uma extensa rede de
comunicacdo entre as células e a matriz extracelular € estabelecida e participa ativamente na
cicatrizacdo da ferida (Rititié L., 2016; Reinke JM., 2012; Gullamat Prats R., 2021).

Dentro deste contexto, os fibroblastos desempenham um papel essencial na cicatrizacao
de feridas. Essas células estdo envolvidas ativamente neste processo e sua acao € critica para
as fases inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo (Werner S., 2007; Guilamat Prats, 2021).

Os fibroblastos representam um grupo complexo e versatil de células que estdo
envolvidas em processos importantes na regulacdo da homeostase, indispensaveis no
desenvolvimento da pele, processos celulares no TC e em patologias (Werner et al., 2007;
Tracy et al., 2016; Moretti et al., 2022). Estas sdo células derivadas do mesoderma
embrionario e podem ser encontradas em quase todos os tecidos e érgaos do corpo e dispdem
de uma grande plasticidade, uma vez que sdo capazes de sofrer alteracdo em sua fungéo, na
sua morfologia ou até mesmo diferenciar-se em um outro fenétipo celular. Isto Ihes confere
papéis diferentes em camadas dérmicas distintas (Sorrell, 2009; Werner, 2007; Tracy, 2016,
Chitturi e Leask, 2024).

No processo de cicatrizacdo os fibroblastos estdo presentes desde o inicio até que ocorra
a completa epitelizacdo do tecido lesionado (Bainbridge, 2013; Moretti et al., 2022). Essas
células séo estimuladas a migrar para a area da les@o, onde elas passam a se proliferar para
desempenhar fungbes importantes para esse processo (Schultz et al., 2011; Tracy et al.,
2016). Estas células produzem elementos que compdem a matriz extracelular, e no contexto

de cicatrizagdo sdo responsaveis em sintetizar os componentes correspondentes a uma nova



MEC, como moléculas de colageno para apoiar as outras células associadas a uma
cicatrizacdo eficaz (Bainbridge, 2013; Tracy et al., 2016; Olazaba O. et al.,2024).

O processo de cicatrizacdo € concluido apds ocorrer o remodelamento da MEC na
regido da lesdo, onde o tecido lesionado é preenchido pelo TC jovem e o0s niveis de
fibroblastos da regido da lesdo voltam aos niveis basais. Diante do exposto é notavel a
importancia dos fibroblastos no processo de cicatrizagdo, onde se tornam essenciais para dar
suporte a uma cicatrizacdo saudavel (Desmouliere et al., 1995; Bainbridge, 2013; Jiang e
Rinkevich, 2021). Estudos recentes incluem a utilizacdo dessas células como modelos
importantes para estudos tanto in vivo como in vitro com énfase no processo de cicatrizagao
(Guilamat Prats 2021, Jiang D. 2021).



2.3 A ESPECIE VEGETAL Caryocar villosum

O Brasil, em especial a regido amazonica, possui uma grande variedade de espécies
silvestres e nativas considerando-se uma vasta biodiversidade. Estudos a cerca de produtos
naturais, sdo importantes para que haja o0 uso e 0 manejo correto dessa biodiversidade, que
tem como objetivo conectar o interesse e a busca de novos fitofarmacos visando
complementar tratamentos com farmacos existentes assim como valorizar o potencial bioativo
dessas espécies alianhados ao conhecimento tradicional (Payzar et al., 2014; EI-Hamoli et al.,
2019; Geidoni et al., 2019; Diniz, et al., 2019).

Podemos citar comunidades de dificil acesso a recursos, e a satde publica, e ttm como
opcao viavel e menos onerosa 0 uso de plantas medicinais associados com o conhecimento
tradicional para o tratamento de doencas.

Um exemplo bem prético acerca disto acontece quando ocorre lesdes na pele, como
ferimentos ou queimaduras. E por ser uma problemética amplamente existente e que
dependendo dos casos, de dificil tratamento somados ao seu alto custo; os produtos naturais
tém potencial a ser uma alternativa importante atuando como terapia de complementacao.

Alguns dos beneficios de fitofarmacos dentre as quais podemos citar sdo os efeitos
colaterais reduzidos, devido sua composicdo possuir substancias naturais; por serem uma
alternativa de baixo custo e ainda terem potencial em representar uma oportunidade para o uso
sustentavel e no desenvolvimento de novos tratamentos e aplicac@es de terapias mais eficazes.
(Pazyar N. Et al., Criollo-Mendoza MS. et al., 2023).

Na regido amazonica destacam-se algumas plantas podem ser utilizadas como fontes
de materiais para tratamentos de lesGes na pele, dentre elas, podemos destacar algumas
espécies pertencentes ao género Caryocar; que além de algumas destas serem empregadas em
tais tratamentos, estas plantas também sdo amplamente usadas por populagdes locais em
diversas aplicagdes com uso medicinal, aléem de alimenticio, artesanais e entre outros. E esta
riqueza de conhecimento popular tradicional podem auxiliar estudos cientificos na descoberta
de determinadas potencialidades dessas plantas (Rigonato, 2004; Barreto, GP., 2009).

Segundo Miranda (2019) esse género possui como caracteristica marcante, frutos
oleaginosos com grande importancia na alimentagdo humana e animal; abrange 16 espécies
as quais estdo amplamente distribuidas em paises tropicais.

Os componentes bioativos presentes em espécies do género Caryocar podem ter acoes
farmacologicas importantes, as quais incluem substancias fenolicas entre outros, e 0s

carotendides como principais. Sendo assim evidenciado a capacidade antioxidante e atividade



antigenotdxica dentre outras (Barreto Gp., 2009; Almeida Mr., 2012; Chiste Rc., 2012; De
Oliveira ML., 2010; De Flguereido Prl., 2016).

Os oleos dos frutos do género Caryocar sdo ricos em uma vasta variedade de acidos
graxos, indicando o potencial desses Oleos para a nutricio humana (Yamaguchi, 2017;
Miranda, et al., 2019). Estudos a cerca dos frutos da espécie do género Caryocar mostraram
efeitos importantes para o tratamento de varias patologias, como respiratdrias, musculares e
até acdo anti-inflamatdria (Costa, 2011; MirandaVilela, 2014).

Dentre as espécies do género Caryocar, podemos destacar Caryocar villosum (Cv)
conhecido popularmente como Piquia, pertencente a familia Caryocaraceae. E uma arvore
frutifera de grande porte (20-30m), comumente encontrada na Amazodnia, especialmente
abundante no Estado do Pard, localizado na regido Norte do Brasil, assim como na Guiana
Francesa e Venezuela (Loureiro et al, 1979; Martins, 2007; Barstrow, 2018).

O seu oleo utilizado na culinaria e pode ter finalidade tanto para preparar pratos
regionais quanto para substituto da manteiga; além de haver aplicacdes na literatura para a
producdo de sabonetes e aplicabilidade em cosméticos (Clement, 1993, Pianovski, 2008;
Barreto GP., 2009; Roxo M., 2020).

O Cv é utilizado por comunidades tradicionais para o tratamento de diversas doencas.
A casca da arvore normalmente € utilizada em infusdo e aplicada na medicina popular em
combate a febre e para um efeito diurético (Vastano, 1983; Loureiro et al, 1979). Derivados
do fruto sdo aplicados em tratamentos de doencas inflamatorias, respiratdrias e até mesmo
utilizados como analgésico (Rios, 2001; Galuppo, 2004). Também seu uso responde muito
bem a problemas articulares e por suas agdo cicatrizante (Marx, 1997, Barreto GP., 2009;
Roxo M., 2020).

Essa espécie nativa da regido amazonica € uma fonte notavel de compostos bioativos,
pois os frutos do Cv possuem altos teores de compostos fendlicos totais, flavondides com
atividade antioxidante (Barreto GP. 2009; Chisté, 2012; Almeida MR, 2012).
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Figura 1. Fruto piquia (Caryocar villosum Cv). 1- O fruto com a casca. 2- O fruto piquia com a parte
interna da casca e 0 seu mesocarpo. 3- O mesocarpo do fruto do piquia.
Fonte: Fotografia da autora.

Referente aos componentes bioativos presentes na espécie Cv que possuem potenciais
farmacoldgicos, pode-se destacar o acido galico e acido elagico, atuantes como substancias
fendlicas, e os carotenoides, como luteina e zeaxantina que, segundo Almeida et al., 2012, estes
compostos possuem capacidade antioxidante e ndo apresentaram atividade genotdxica. Esta
espécie apresenta grande quantidade de lipidios, principalmente os acidos graxos insaturados
que se encontram em maior quantidade, a exemplo dos acidos linoleico e oleico, e também &cido

graxo saturado, como o &cido estearico (Facioli, 1998; Mariano et al., 2009).

Os &cidos graxos tém a capacidade de modificar as reacdes inflamatérias e imunoldgicas
das funces leucocitarias, permitindo evolucao no processo de reparacao de lesdes, promovendo
quimiotaxia e mantendo o leito da ferida umido, favorecendo o processo de cicatrizacdo
(Yamaguchi, 2017; Baptista Silva, 2020; Roxo, 2020).

O nerolidol, um sesquiterpeno, presente em grandes quantidades nesta espécie aumenta a
penetracdo e a entrega transdérmica de medicamentos terapéuticos quando administrados
topicamente (Chan WK., 2016).

No contexto de cicatrizagdo os fitoesteroides esqualeno, estigmasterol e B-sitosterol estéo
presentes em quantidades relativamente grandes no Cv aparentemente oferecendo uma vantagem

sobre outras espécies de Caryocar para 0 processo de cicatrizacdo de feridas e no controle de
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complicagdes com infecgdes. A aplicabilidade do esqualeno estd relacionada a produtos
cosmeticos devido a sua capacidade de permear, hidratar e proteger a pele (Cardeno A., 2015;
Shanmugarajan TS, 2018).

Em um estudo no qual o avaliou o extrato do C. villosum comparado com o de outras
espécies do mesmo género, como o C. brasiliense e o C. coriaceum, provou que 0 primeiro
apresentou um efeito antioxidante maior que 0s demais extratos a partir de ensaios com deteccao
de espécies reativas de oxigénio denominado de EROS (Chisté et al., 2012) assim como uma
inibicdo da formacdo de Oxido nitrico, em ensaios in vivo, nas concentracdes entre 6,2 a 50
pg.mL-1 de extrato no estudo de (Yamaguchi et al., 2017).

Dentro deste contexto, o C. villosum contém diversos compostos que o apresentam como
uma importante fonte de moléculas para o processo de cicatrizacao de feridas cutaneas. Portanto,
se faz necessario testar as propriedades cicatrizantes do C. villosum e assim entender e descobrir
possiveis efeitos de seus mecanismos que possibilitariam ser aplicados ao processo de reparacdo
da pele em modelos in vitro e in vivo.

Importante ressaltar que a literatura ainda carece de informacdes referentes a espécie,
sendo necessario expandir o conhecimento sobre as atividades bioldgicas desta espécie visando
agregar valor a mesma, dando suporte cientifico e relevancia ao conhecimento hierarquico de

comunidades locais que ja fazem o uso medicinal do C. villosum.
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3. JUSTIFICATIVA

A cicatrizacdo € um processo que visa o reparo de uma injdria a nivel tecidual que
engloba eventos celulares coordenados com o objetivo de restabelecer o tecido danificado. Por
envolver muitos processos celulares o desenvolvimento da cicatrizacdo pode estd sujeita a
diferentes complica¢des que podem interferir no andamento e até prejudicar uma cicatrizagdo
saudavel, resultando em feridas cronicas, alteracdes no tecido cicatricial, infec¢es devido ao
tempo de exposicdo da lesdo entre outros. Tais problemas de saude afetam milhares de pessoas
no mundo, gera alto custo para a saude publica além de comprometer a qualidade de vida dos
pacientes fazendo necessaria a pesquisa em busca de novas possibilidades terapéuticas para o
complexo processo cicatrizagéo.

A biodiversidade do Brasil somada ao uso do conhecimento e da préatica tradicional
espécies nativas com potencial nutricional e compostos bioativos, apresentam um enorme
potencial para o desenvolvimento de novos produtos naturais. O C. villosum é um fruto que
apresenta um excelente potencial nutricional e de compostos ativos, tornando- se um candidato
promissor para se realizar pesquisas para novas possibilidades terapéuticas. Neste trabalho
pretendemos estudar a acdo do Oleo da espécie vegetal C. villosum aplicada em modelo de
celulas like-fibroblastos in vitro, utilizando as linhagens de células VERO, a fim de analisar 0s
efeitos intrinsecos na sua morfologia e ativacdo celular, correlacionando com eventos celulares
acerca da melhora do processo de cicatrizacao.

Somado a isso importante ressaltar que recentemente, 0 nosso Laboratdrio patenteou o
uso dessa planta para fins de uso em feridas com a “Formulagdo tdpica contendo base de
extrato liofilizado de Caryocar Villosum- Piquia” que tem por finalidade cicatrizante de
lesbes teciduais em uso em humanose veterinario! Br N°102019009990-9 A2 - Instituto

Nacional de propriedade intelectual (INPI).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar os mecanismos da acdo do Oléo Caryocar villosum (OCv) sobre as

células de linhagem Vero in vitro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

4.1.1 Awvaliar a citotoxidade do OCv sobre as células de linhagem
Vero;

4.1.2 Avaliar a morfologia e proliferacdo das células Vero quando
tratadas pelo OCv;

4.1.3 Avaliar a producdo de componentes do citoesqueleto e da

matriz extracelular em célulasVero estimuladas pelo OCv.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Esquema ilustrativo demonstrando os experimentos foram realizados com o OCv

em células da linhagem VERO (Figura 2).

OLEO CARYOCAR VILLOSUM
(0%y)

VIABILIDADE CELULAR

MODELO EXPERIMENTAL
Células de linhagem VERO

PROLIFERACAO CELULAR

l
N

VOLUME CELULAR:
r CITOMETRIA DE FLUXO
=
L»

’ CULTIVO CELULAR ‘

MARCACAO FALOIDINA

HIDROXIPROLINA

IMUNOFLUORESCENCIA

Figura 2. Desenho experimental. Representacdo experimental para estudar o

efeitodo 6leo do Caryocar villosum (OCv), sobre células da linhagem VERO.

52 MATERIAL BOTANICO

Neste trabalho foi utilizado um 6éleo obtido a partir do mesocarpo interno (polpa) da
espécie C. villosum, o qual foi gentilmente cedido pela Prof. Dra. Tatiane Sa (in memorian) da
Universidade Estadual do Par4 Polo Santarém. As amostras foram liofilizadas e armazenadas

em freezer -20°C até o inicio dos experimentos.
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Os frutos do C. villosum utilizados para a produgdo do éleo, foram coletados de uma
propriedade privada denominada comunidade Cipoal, no municipio de Santarém, Estado do
Pard, Brasil, Localizada na BR- 163 - KM 14, a Direita da BR. Ramal dos Sabinos, 2°33'34" S,
54°44'13" W. As amostras foram depositadas no herbario da Universidade Federal do Oeste
do Pard — UFOPA (sob protocolo HSTM 9844 CARYOCARACEAE Caryocar villosum
(Aubl.) Pers).

5.3 D|LU|(;C)ES DAS CONCENTRAQC)ES UTILIZADAS E TRATAMENTO COM O
OLEO DO C. Villosum

Para o presente trabalho, o 6leo C. villosum (OCv) foi diluido inicialmente em solvente
DMSO (Dimetilsulfoxido) com a concentragdo final de DMSO < 0,003%, pois 0 mesmo é
altamente lipofilico; posteriormente foi diluido em meio de cultivo DMEM. Foram usadas
diferentes concentragdes do 0leo, as quais abrangeram de 12,5 a 500ug/mL para os testes
iniciais até que foram ajustadas as concentracdes ideais no decorrer da realizacdo da

metodologia.

5.4 ENSAIOS IN VITRO COM OLEO DO C. Villosum

5.4.1 CULTIVO DE CELULAS VERO

As células utilizadas neste trabalho sdo células da linhagem Vero (like-fibroblastos)
foram obtidas no banco de células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio
DMEM suplementado com 10% de SBF (soro bovino fetal), e mantidas em garrafas estéreis a
37°C, em uma estufa com 5% de CO,. As mesmas foram cultivadas até que entrassem em
cerca de 80% de confluéncia e direcionadas aos ensaios descritos neste trabalho. A contagem
celular foi realizada em Camara de Neubauer e a densidade celular foi ajustada de acordo com

cada metodologia experimental.

5.4.2 ENSAIO DE CITOTOXIDADE CELULAR POR MTT

As células da linhagem VERO foram semeadas em placa de 96 pogos com a densidade

celular de 3x10* células/pogo. Apds a aderéncia das células no fundo da placa, foi realizado o
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tratamento do OCv nas concentragdes de 12,5, 25, 50, 75, 125, 250 e 500mg/mL por um periodo
de 24 horas. Apos o tratamento as células foram lavadas 2 vezes com PBS e adicionado 100ul
da solucdo de MTT (0,5mg/mL), as mesmas ficaram incubadas na estufa por 3 horas. O MTT
foi retirado e adicionado 100ul de DMSO em cada poco e a placa ficou em agitacdo por 10
minutos. A leitura da solucéo final foi realizada e quantificada por espectrofotometria em leitor
de microplaca (Biorad Model 450 Microplate Reader) com comprimento de onda de 570nm.

5.4.3 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

As células Vero foram semeadas 1x10* células/poco, tratadas com OCv nas
concentragfes de 75, 125 e 250 pg/mL. As células foram lavadas em PBS, fixadas com
paraformaldeido 3% por 30 minutos e coradas com Giemsa 10% (diluido em tampdo fosfato
pH 8,0) por 30 minutos. Foram realizadas lavagens para retirar o0 excesso de corante e
posteriormente montadas em laminas de vidro, contendo Entellan®. As amostras foram
analisadas usando um microscopio Axio Scope.Al-Zeiss.

As células foram observadas em microscépio e micrografias de 5 campos e aleatoriamente
por laminula, totalizando 15 fotos por cada grupo experimental. O ndmero de células foi
mensurado atraveés do programa Image J. A soma das contagens de nucleos celulares foi
realizada em cada campo e o grafico com nimero de células contadas versus 0s grupos tratados
com o OCv. Os valores refletem as médias de trés experimentos independentes (os resultados

expressos por média).

5.4.5VOLUME CELULAR

As células Vero foram semeadas em placas de 24 pogos a uma densidade celular de
8x10* células/poco e tratadas por 24 h com OCv a 75, 125 e 250 ug/mL. Apds o tratamento, 0s
pocos foram lavados duas vezes com PBS. As celulas foram analisadas por um citémetro de
fluxo BD FACSCanto IITM. Um total de 10.000 eventos sdo necessarios para adquirir os dados
para o FSC-A, que representa o volume de célula apropriado, e os dados foram analisados pelo

programa Flowing Software (versédo 2.5.1).
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5.4.6 MARCACAO FLUORESCENCIA DIRETA POR FALOIDINA

As células foram semeadas com densidade celular de 8x10* células/pogo utilizando
laminulas circulares (15mm) em placas de culturas de 24 pocos (22,1mm). O tratamento das
células com OCv foi realizado com as concentracdes de 75 e 125 ug/mL por 24 horas.

Apos esse periodo as células foram fixadas com paraformolaldeido a 3% em tampdo
phem (1x). Apds a fixacdo, foram realizadas trés lavagens com PBS com pH 8.0. Foi
realizada a permeabilizacdo das células coma solugdo de TRITON-X a 0,3% com a incubacéo
da amostra por 10 minutos, seguido de trés lavagens de 10 minutos com PBS com pH 8.0. O
blogueio dos sitios inespecificos foi realizado com a solu¢édo de cloreto de aménio a 50mM
pelo tempo de 30 a 60 minutos, seguido de trés lavagens de 10 minutos com PBS com
pH 8.0. A Faloidina complexada com o Alexa Fluor 594 (phalloidin fluorochrome Alexa
Fluor 594 (Invitrogen Molecular Probes), um marcador de filamentos de actina, foi diluido em
PBS-BSA-TW 1%, com diluicdo de 1:200, e colocado nas amostras por 60minutos. Apds esse
periodo foram realizadas duas lavagens de 10 minutos com PBS. Os ndcleos das células do
grupo controle e das tratadas com OCv foram marcados com DAPI (ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI). A andlise de fluorescéncia foi realizada usando uma objetiva de 20x em
um microscopio Zeiss Axioscope Fluorescence equipado com um iluminador de

epifluorescéncia.

5.4.7 QUANTIFICACAO DE HIDROXIPROLINA

Para avaliar a presenca do aminoécido hidroxiprolina, um aminoécido presente no
colageno, ultilizado tradicionalmente como metodologia para quantificar colageno em
amostras.

As células foram semeadas em placas de 24 pocos; com a densidade celular 1,0x10*
células/pocgo. O tratamento realizado com o grupo de células tratadas com o OCv pelo tempo de
24 horas sob as concentragdes 75, 125 e 250 pg/mL. Apds o tratamento as células foram raspadas
dos pocos das placas, com raspador adequado, e transferidas junto com o sobrenadante a um
tubo resfriado, e posteriormente lisadas com o auxilio de um sonicador, utilizando 5 ciclos de
30 segundos repetidos por 2 vezes. O lisado celular foi homogeneizado e centrifugado por 6
minutos em 3000 RPM a 4°C.

O sobrenadante coletado foi transferido para uma placa de 96 pocos, acrescentado da

Solugdo de Oxidagdo (Cloramine-T, Propanol e Tampdo Citrato) por 20 minutos. Apds esse
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periodo foi colocado a solugdo Erlich’s (4- Dimetil-lamina-benzoydo, Propanol e Acido
Perclorico) incubado por 30 min a 65°C. As amostras foram resfriadas em temperatura ambiente
por no minimo de 20 segundos. A leitura da solucdo final foi quantificada por
espectrofotometria em leitor de microplaca (Biorad Model 450 Microplate Reader) com

comprimento de onda de 550 nm.

5.4.8 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

As células Vero foram semeadas em placas de 24 pogos a uma densidade celular de 8x10*
células/pogo utilizando laminulas circulares (15mm). Apds o tratamento das células com OCv
as células foram fixadas com paraformolaldeido a 3% em tampao phem (1x). Apoés a fixacéo
foi realizada trés lavagens com PBS com pH 8.0. A permeabilizacdo das células foi realizada
com a solucdo de TRITON-X a 0,3% com a incubacdo das células por 10 minutos, seguido de
trés lavagens de 10 minutos com PBS com pH 8.0. O bloqueio dos sitios inespecificos foi
realizado com a solucédo de cloreto de aménio pelo tempo de 60 minutos, seguidos de trés
lavagens de 10 minutos com PBS com pH 8.0.

Os anticorpos primérios anti-colageno tipo Il (Anti-Collagen 111, N-Terminal, antibody
produced in rabitt, sigma) foram diluidos em PBS-BSA-TW 1%, com a diluicdo de 1:100. As
amostras com o anticorpo primério foram incubadas overnight a 4°C. Foi mantida uma amostra
privada de anticorpo primario, para prevenir alguma marcacdo inespecifica pelo anticorpo
secundario. As amostras foram incubadas com o0s anticorpos secundarios por 2 horas em
temperatura ambiente. As células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas por 2 h a 37°C
com um anticorpo secundario AlexaFluor 488. Por fim, foi realizada a marcagdo complementar
com o corante DAPI, diluido em PBS, durante 40 minutos, visando a marcacdo individual do
ndcleo celular. As laminulas foram montadas com ProLong™ Gold Antifade Mountant com
DAPI (Invitro-gen). As analises foram realizadas utilizando um microscopio Axio Scope.Al-

Zeiss.
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6. RESULTADOS

6.1 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Afim de avaliar a citotoxicidade do OCv em células da linhagem VERO realizou-se o
ensaio de viabilidade do utilizando o MTT (thiazolyl blue tetrazolium bromide). As células
foram expostas as concentragdes de 25, 50, 125, 250 e 500 pg/mL do OCv com o tratamento
de 24 horas.

Os resultados obtidos mostraram que o OCv ndo foi citotoxico nas concentracoes
testadas no tratamento de 24 horas. Além disso, OCv apresentaram viabilidade semelhante ao
DMSO e ao grupo controle (Figura 3). Portanto, nenhum efeito citotéxico dentro da faixa de

concentracgéo testada foi detectado.
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Figura 3. Viabilidade celular de células Vero apds tratamento com OCv por 24 horas. Os
resultados ndo mostram efeito citotdxico sob a linhagem celular VERO nas diferentes
concentracdes testadas. CTL: grupo controle; DMSO: grupo veiculo (0,1%). Os resultados
sdo apresentados como a média £ SEM de trés tentativas independentes (ANOVA e teste

post-hoc de Tukey).
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6.2 ANALISE DE PROLIFERACAO CELULAR

Foi realizada a contagem de células Vero coradas com Giemsa apds tratamento por 24h
com as concentracdes de 75, 125 e 250ug/mL de OCv, este resultado mostrou um aumento na
proliferacdo celular em comparacdo com células ndo tratadas (grupo controle) (Figura 4).

Observa-se um aumento na proliferacdo celular apos o tratamento.
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Figura 4. Proliferacdo de células Vero tratadas OCv por 24h. CTL: GRUPO CONTROLE. (B)
75ug/mL; (C) 125 pg/mL. (D) 250 pg/mL. Barra de escala=50 um. E. Contagem média de células +
SEM. Os valores refletem as médias obtidas em cinco campos aleatorios para cada um dos trés
experimentos independentes. **p < 0,01, ***p < 0,001 por ANOVA e teste post-hoc de Tukey.

6.3 VOLUME CELULAR

Os dados referentes a analise de volume celular, por citometria de fluxo, teve como
objetivo em observar o aumento do tamanho celular induzido pelo referido OCv. Os resultados
indicam um aumento no tamanho das células nas concentragdes de 125 e 250 pug/mL, tratadas

com OCv, quando comparado ao grupo DMSO e controle (Figura 5). Além disso, pode-se



28

observar uma maior alteracbes de volume na concentracdo de 125 pg/mL em resposta ao
tratamento OCuv.
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Figura 5. Volume celular apés tratamento com OCv por 24 h. A. Histograma de cada grupo
experimental. B. Histograma de sobreposi¢do demonstrando alteragdes no tamanho das células nos
grupos tratados com 125 e 250 pg/mL de OCv em comparagdo com o grupo controle. C. Representacéo

gréafica do crescimento celular aumentado. *p < 0,05 (ANOVA e teste post-hoc de Tukey).

6.4 MARCACAO FLUORESCENCIA DIRETA POR FALOIDINA

Para avaliar os efeitos da OCv na organizacao do citoesqueleto das células, analisamos
células da linhagem Vero coradas com faloidina, conjugada com fluorescencia, para visualizar
a (F) -actina filamentosa. O nucleo das células do grupo controle e dos grupos tratados com o
OCv foram marcados com DAPI (ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI).

A fluorescencia nos grupos tratados com 75 e 125 pg/mL por 24 horas foi mais intensa
quando comparados ao grupo controle, indicando que o OCv induziu aumento na produgéo de

filamentos de actina no interior das células da linhagem Vero (F Figura 6).



29

Figura 6. Marcacdo fluorescente direta da F-actina em células da linhagem vero com o marcador
fluorescente Alexa-Fluor 564-Phalloidin (vermelho). Os nicleos foram corados com DAPI (azul).
I. As imagens estdo sobrepostas com ambas as marcagdes. CTL: células ndo tratadas. B. 75 pg/mL
OCv por 24 h. C. 125 ug/mL OCv por 24 h. A.Barra de escala = 100 um.

6.5 QUANTIFICACAO DE HIDROXIPROLINA
Os resultados do ensaio de hidroxiprolina demostraram um aumento dos niveis de

hidroxiprolina no tratamento de 24h com OCv nas concentragdes de 75, 125 ¢ 250 pg/mL em

comparagdo o ao grupo controle, observados na Figura 7.
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Figura 7. Anélise da quantificagdo do contetido de Hidroxiprolina nas células da linhagem Vero tratadas
com o OCv. Os controles sdo células ndo tratadas. ****p < 0, 0001 versus controle; **p < 0, 01 versus
75 pg/mL (ANOVA e teste post-hoc de Tukey).
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6.6 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

A imunofluorescencia mostrou o aumento da presenca do colageno tipo 111 em células
da linhagem Vero tratadas com 125 pg/mL com o OCv. Os nucleos das células do grupo
controle e dos grupos tratados com OCv foram marcados com DAPI (ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI). Observou-se que a fluorescéncia verde, correspodente ao anticorpo anti
colageno tipo 111, é mais intensa no grupo tratado, de 125 pg/mL de OCv, em relacdo ao grupo
controle. Indicando que o OCv induziu um aumento na producdo de colageno tipo Il recém-

formado no interior das células (Figura 8).

CTL 125ug/mL

Figura 8. Microscopia de fluorescéncia das células linhagem Vero coradas com anticorpo anticolageno
IIT (verde) apds tratamento com OCv 125 ug/mL por 24 h. Os ntcleos foram corados com DAPI (azul).

Barra de escala = 100 pm.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, testamos o efeito do éleo do Caryocar villosum (OCv) em células
de linhagem VERO (like-fibroblastos) para avaliar a sua a¢do e correlaciona-la com a resposta
a cicatrizacdo a nivel celular. Nos avaliamos a citotoxicidade, a proliferacdo celular, a
morfologia das células e componentes da matriz extracelular.

Estudos demonstraram que diferentes drogas e bioprodutos induzem a ativacdo de
fibroblastos (EI-Ghalbzouri et al, 2002; Blakaj e Bucala, 2012; Marinho et al, 2013; Addis et
al, 2020 Ning et, 2022).

O OCv demonstra diversos indicios importantes no que diz respeito a um possivel efeito
potencial cicatrizante a nivel celular. Este 6leo demonstrou um potencial como efeito
cicatrizante a partir de caracteristicas celulares importantes a cerca da cicatrizacdo, alteracdes
morfolégicas e fisiologicas nas células vero que inclui o efeito de proliferacdo celular e
alteracdes no padrdo do citoesqueleto, alterando a geometria da célula e aumento na presenca
de colageno. Essas observac6es indicam claramente uma atividade estimuladora por parte do
6leo testado referente a prolifecdo de fibroblasto.

O OCv ndo demonstrou citotoxicidade para as células da linhagem vero, corroborando
com os resultados demonstrados no trabalho de Yamagushi e colaboradores 2017, indicando
que 0 OCv é seguro a aplicabilidade em estudos com células em cultivo celular, ja que nenhuma
concentracgéo testada foi capaz de causar um percentual significativo de morte celular.

Durante a fase proliferativa do processo da cicatrizacdo ocorre 0 inicio da
reepiltelizacdo; onde primeiramente as células migram para a regido da lesdo. E ocorre a
proliferacdo dos fibroblastos, o qual é importante para que haja 0 aumento da densidade celular
no “leito da ferida”. Estes eventos sdo de suma importancia para que ocorra a fibroplasia, ou
seja, a sintese componentes da matriz extracelular, em especial o colageno e a formagéo de
tecido de granulacgéo; isto garante que as mesmas possam fornecer adequadamente elementos
fisioldgicos necessarios para os processos posteriores (Landén et al, 2016; Dorante e Ayala,
2019; Rodrigues et al, 2019; Roussele et al, 2019; Addis et al, 2020; Moretti et al, 2022).

A partir dos resultados cerca do ensaio de proliferacdo celular; podemos demonstrar que
0 OCv ao aumentar a proliferacdo das células, contribui para a fase proliferativa (taxa de
espessura de células e consequentemente a reepitelizagdo da area lesionadas). Isto ndo sé por
acelerar o preenchimento do leito da lesdo por células fibroblasticas, como também por poder

contribuir ao processo de fibroplasia, com o objetivo de garantir o suprimento e a deposi¢édo
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adequada de moléeculas da MEC.

Ademais, o OCv induziu o aumento dos filamentos de actina nas células (devido a
observacdo de uma marcacdo mais forte nos grupos tratados). Os filamentos de actinas séo
componentes do citoesqueleto e estdo relacionados a processos celulares que envolvem
movimentacdo celular, em especial o processo de migracgdo celular, importante para processo
de cicatrizagdo, que ocorre na fase proliferativa (Fernandez et al., 2024).

Nos resultados adquiridos a partir dos ensaios de hidroxiprolina e imunofluorescéncia,
constatamos que 0 OCv é capaz de induzir a producéo de coladgeno. Durante a cicatrizacao de
feridas, o coladgeno é importante na determinacdo da arquitetura, auxilia no suporte do tecido
lesionado no processo de cicatrizacao, afim de fornecer uma sustentagéo para o local da lesdo.
A sintese de colageno é alterada sob diversas condicGes e esta proteina contribui pra a producéo
e para a contracdo da MEC, durante a fase proliferativa e de remodelacdo do processo de
cicatrizacao (Birk et al, 1990; Bainbridge, 2013; Jiang e Rinkevich, 2021; Moretti et al, 2022).

Estudos anteriores demonstraram que outros 6leos de origem vegetal possuem efeito
modulador e ativador de fibroblastos (Goncalves e Marcondis, 2010; Bainbridge, 2013; Jiang
e Rinkevich, 2021; Moretti et al, 2022). Essa ativacdo pode estar diretamente associada ao
estimulo da producéo de colageno pelo OCv devido ao aumento da proliferacéo de fibroblastos.

Juntos, achados deste estudo demonstram a acdo do OCv nas células de linhagem Vero
possuem uma atuacdo relevante para o processo de cicatrizacdo; tendo em vista que a
proliferacdo dos fibroblastos, associados a sua capacidade de sintetizar coldgeno tem
implicacdes criticas para o processo de cicatrizacdo, no caso deste estudo a nivel celular.

A acdo do OCv foi promissor em termos de reparo tecidual. Tomados em conjunto 0s
resultados de aumento da proliferacdo celular, alteracdo no padrao de citoesqueleto e 0 aumento
da producdo de colageno demonstra que a acdo do OCv nas células de linhagem vero pode

contribuir positivamente para o processo de cicatrizagdo, como mostrado nesse estudo in vitro.
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8. CONCLUSAO

O oleo do Caryocar villossum demonstrou um alto potencial de atuacdo para a
resolucdo no processo de cicatrizacdo de feridas no modelo utilizado de células Vero (like-
fibroblasto) in vitro. O mesmo promoveu a proliferacdo de células fibroblasticas, mudancas
morfoldgicas e ao aumento na produgdo de colageno. Podemos inferir que 0 OCv por possuir
uma combinacgdo de varios compostos bioativos, contribuira significativamente para novas
oportunidades em estratégias terapéuticas que visam estimular o processo de cicatrizacao de

feridas.
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