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RESUMO

O estresse oxidativo é resultado do desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e das defesas antioxidantes. Os
metabdlitos secundarios de plantas podem ser usados como
antioxidantes exdgenos para prevenir doencas relacionadas ao estresse
oxidativo. As cascas da jabuticaba (Plinia peruviana) sdo importantes
fontes de moléculas antioxidantes como compostos fendlicos. Esse
estudo teve como objetivo determinar o efeito antioxidante e
citoprotetor de extratos hidroalcodlicos de cascas dos frutos de
jabuticaba contra o estresse oxidativo induzido pelo H,O, em modelo
com fibroblastos da linhagem L929 e queratindcitos da linhagem HaCat.
Além disso, a capacidade cicatrizante de feridas do extrato de cascas de
jabuticaba foi avaliada em modelo de lesdo contratil em camundongos.
Estudos da atividade antioxidante in vitro revelaram que os extratos
foram efetivos no sequestro dos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) e peroxila. Proliferacdo dos fibroblastos L929 foi constatada na
concentracdo de 100 pg/mL apds 48 h de exposicdo ao extrato. Acéo
antioxidante foi observada apenas em fibroblastos tratados com extratos
de cascas de jabuticaba nas concentracdes de 25, 50 e 100 ug/mL por 24
h seguido por exposicdo ao H,O, durante 3 h. Apds esse periodo, efeito
citoprotetor foi observado. Essa agdo detoxificante de ERO foi devido
ao aumento nas atividades enzimaticas de catalase e de glutationa
peroxidase. Os queratindcitos também apresentaram atividade de
catalase aumentada. Os compostos cianidina-3-O-glicosideo e acido
elagico, principais fitoquimicos encontrados nos extratos de cascas de
jabuticaba, foram testados em modelo de estresse oxidativo induzido por
H,0, em fibroblastos e ndo foram capazes de promover citoprotecéo.
Esses resultados mostraram que o contetdo de polifendis do extrato de
jabuticaba tem atividade sinérgica no mecanismo de citoprotecéo.
Estudos in vivo mostraram que lesbes tratadas com extratos de cascas de
jabuticaba ndo foram capazes de diminuir o tempo de fechamento das
feridas de forma significativa. As atividades de superdéxido dismutase e
catalase das lesbes dos camundongos ndo exibiram diferenca
significativa em relacdo aos controles ndo tratados apés 2, 5 e 7 dias do
ferimento. Extrato de jabuticaba 10% aumentou a peroxidagdo lipidica
apos 2 e 7 dias do ferimento. No conjunto, os resultados demonstraram
um efeito positivo das cascas do fruto jabuticaba em fibroblastos
linhagem L929 minimizando o dano causado pelo estresse oxidativo e



aumentando a sobrevivéncia celular. Essas caracteristicas sdo adequadas
para propositos cosméticos.

Palavras-chave: Extrato de cascas de jabuticaba. Estresse oxidativo.
Fibroblastos L929. Queratindcitos HaCat. Peroxido de hidrogénio.
Cicatrizacdo de feridas. Enzimas antioxidantes. Peroxidacéo lipidica.



ABSTRACT

Oxidative stress is a result of disturbance between the production of
reactive oxygen species (ROS) and antioxidants defenses. Plant
secondary metabolites can be used as exogenous antioxidants to prevent
human oxidative stress-related diseases. Jaboticaba (Plinia peruviana)
peels are an important source of antioxidant molecules such as phenolic
compounds. This study aimed to determine the antioxidant and
cytoprotective effects of hydroalcoholic extracts of jaboticaba fruit peel
against H,O-induced oxidative stress in a murine fibroblast (L929 cell
line) and keratinocyte (HaCat) model. Besides, jaboticaba fruit peel
extract wound healing properties was evaluated in a mouse contractile
wound model. Jaboticaba fruit peel extract in vitro antioxidant studies
showed a strong scavenging of DPPH and peroxyl radicals. Fibroblasts
L929 proliferation was verified at 100 pg/mL after 48 h of extract
exposure. Evaluation of antioxidant activity by H,O,-induced oxidative
stress was performed in fibroblast L929 and keratinocyte HaCat cells.
Cell treatment with jaboticaba fruit peel extract at 25, 50, and 100
pug/mL for 24 h followed by 3h-H,0, exposure showed cytoprotective
effect only in fibroblasts. These ROS detoxifying action was due to
increased enzymatic activity of catalase and glutathione peroxidase in
fibroblasts. Keratinocytes also presented catalase activity increased.
Cyanidin-3-O-glucoside and elagic acid, main phytochemicals in
jaboticaba fruit peel extract, were tested in H,O,-induced oxidative
stress model and were not able to promote cytoprotection. This result
reveals a synergy activity of jaboticaba extract’s polyphenols in
fibroblast cytoprotective mechanism. In vivo studies showed that
jaboticaba extract treated-wounds did not decreased the healing time in a
significant way. Wound mouse superoxide dismutase and catalase
activity didn't exhibit significant difference of non-treated controls after
2, 5 and 7 days post wound. 10% jaboticaba extract increased lipid
peroxidation after 2 and 7 days post wound. These results demonstrate a
positive effect against ROS of jaboticaba fruit peels in L929 fibroblasts
cell line, minimizing cell damage and increasing its survival. These
features are suitable for cosmetic purpose.

Keywords: Jaboticaba peel extract. Oxidative stress. Fibroblasts L929.
Keratinocytes HaCat. Hydrogen peroxide. Wound healing. Antioxidant
enzymes. Lipid peroxidation.
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1 INTRODUCAO

A ndo cicatrizacao de lesdes cutaneas geralmente resulta da falha
em mecanismos coordenados observados na regeneracdo tissular
normal. Lesdes crnicas apresentam processos cicatriciais atrasados e
incompletos que conduzem a um estado de inflamagdo patologico. As
ocorréncias dessas feridas estdo usualmente relacionadas a diabetes
mellitus, estase venosa e hipertensdo (ZHAO et al., 2016). Dados da
Pesquisa Nacional de Salde mostraram que dentre 0S USUArios
diabéticos das Unidades Baésicas de Saude (UBS), consultorios
particulares e clinicas privadas, 5% dos individuos diagnosticados com a
doenca ha menos de 10 anos e 5,8% com diagndstico ha mais de 10 anos
apresentaram feridas nos pés. A taxa de amputacdo dentre esses usuarios
chega a 0,7% e 2,4%, respectivamente, sendo a amputagdo uma
complicacdo irreversivel, com implicagdes fisicas, psicoldgicas e sociais
(BRASIL, 2014).

O interesse em avaliar o potencial medicinal de plantas na
cicatrizacdo de feridas cresceu nas duas Ultimas décadas. Dentre as
propriedades de compostos vegetais que podem ser potencialmente
ativos na promogdo da cicatrizagdo de feridas estdo: atividade
antimicrobiana, antioxidante, efeito mitogénico e angiogénico, estimulo
a producdo de colageno e sintese de DNA (GHOSH; GABA, 2013).
Neste sentido, os estudos de componentes fitoquimicos, na forma de
extratos vegetais ou compostos isolados, e sua aplicacdo durante o
processo cicatricial parece ser uma alternativa para amenizar a a¢éo de
fatores relacionados a néo cicatrizacdo de feridas.

As cascas do fruto da jabuticaba sdo ricas em antocianinas, uma
classe de compostos polifenélicos que conferem a coloracdo vermelha, azul
ou roxa a uma variedade de frutos e folhas (WANG; STONER, 2008).

Acidos polifendis e antocianinas sio considerados eficazes na
promocao da cicatrizagdo de feridas, seja pela diminuicdo do tempo de
oclusdo de lesbes cutaneas (GUPTA et al., 2007, MANOJ; MURUGAN,
2012, XU et al., 2013), ou pela atenuacéo da inflamacdo (NEGRAO et
al., 2010, NEGRAO et al., 2012). Efeitos anti-inflamatérios observados
estdo relacionados principalmente a inibicdo do fator de transcricdo NF-
kB, importante regulador do processo inflamatério (NEGRAO et al.,
2007, NIZAMUTDINOVA et al., 2009, XU et al., 2013).

Além disso, atividade antioxidante de compostos fenélicos pode
ser de grande utilidade no tratamento de lesdes teciduais, uma vez que
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essas substancias podem auxiliar nas defesas antioxidantes contribuindo
para a neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) abundantes
no local da ferida e que em excesso prejudicam a cicatriza¢do. Durante o
processo cicatricial, as enzimas antioxidantes tém sua expressdo
aumentada, porém a atividade enzimatica é prejudicada devido ao
ambiente altamente oxidante proporcionado pelas ERO. Antioxidantes
ndo enzimaticos enddgenos também sofrem deplecdo (SHUKLA,;
RASIK; PATNAIK, 1997, STEILING et al., 1999). Tratamento com
curcumina, um composto fendlico obtido a partir dos rizomas de
Curcuma longa L., foi capaz de reverter essa situacdo, aumentando a
atividade de superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,
além de diminuir a peroxidacdo lipidica em lesGes cuténeas excisionais
no dorso de ratos (PANCHATCHARAM et al., 2006).

Compostos fendlicos também podem assumir carater pro-
oxidante quando encontrados em grandes quantidades e submetidos a
determinadas condi¢des ambientais como pH elevado e presenca de
metais de transicido (PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA,
2011, PARK; M. PEZZUTO, 2012). Esse comportamento pode ser
benéfico, pois promove mudancas no estado de oxirreducdo da célula
preparando-a para futuros desafios envolvendo estresse oxidativo. Além
disso, a promocdo de atividade pro-oxidante por fitoquimicos foi
relacionada a ativagdo da sinalizacdo Nrf2/ARE, fator de transcrigdo
associado a varias enzimas antioxidantes (CARVALHO et al., 2015).

Neste contexto, como hipétese de trabalho assume-se que
extratos ricos em antocianinas da casca de jabuticaba (P. peruviana) sao
potenciais indutores a cicatrizacdo de feridas, devido aos seus
reconhecidos efeitos antioxidante/pro-oxidante e anti-inflamatorio,
relevantes a regeneragdo tissular cuténea, tanto em quadros de
cicatrizacdo de feridas agudas como em crénicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 OPROCESSO DE CICATRIZAGAO DE FERIDAS
CUTANEAS

A cicatrizacdo é o processo responsavel pelo restabelecimento de
estruturas celulares e camadas teciduais em tecidos lesados buscando
alcangar a proximidade maxima ao tecido em seu estado normal
(NAYAK; PINTO PEREIRA, 2006).

O reparo de feridas estd dividido nos estdgios de inflamagéo,
formacéo e remodelacédo de tecido (SINGER; CLARK, 1999).

O reparo tecidual inicia imediatamente ap6s o ferimento. A leséo
causa 0 rompimento de vasos sanguineos e, por consequéncia, O
vazamento de constituintes do sangue para o local da ferida, assim como
a liberacdo de fatores vasoativos, resultando na ativacdo da cascata de
coagulacdo e hemostase (BARRIENTOS et al., 2008). As plaquetas
liberadas dos vasos sanguineos rompidos se agregam e, com as
moléculas de fibrina, formam o codgulo. Além de conter o sangramento,
essa estrutura sera a primeira matriz provisoria da lesdo que facilitara a
permanéncia das células inflamatorias, recrutadas a seguir, no local
(MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER, 2004). Essas
plaquetas agregadas sdo ativadas e liberam mediadores tais como
PDGF, TGF-0, TGF-B, FGF, EGF e IGF dando inicio a fase
inflamatdria (MOULIN, 1995).

As citocinas pro-inflamatdrias promovem a expressdo de
moléculas de adesdo que capturam os leucécitos polimorfonucleares
(neutréfilos) da corrente sanguinea conduzindo-os para jungdes
intercelulares endoteliais por onde transmigrardo em dire¢do a ferida
(EMING et al., 2007), alcancando recrutamento maximo entre 24 e 48 h.
A migracdo de neutréfilos para o local da lesdo é estimulada e dirigida
por fatores quimiotaticos tais como o fator complemento-5 (Ch5)
circulante, produtos do metabolismo de bactérias e fatores liberados por
plaquetas tais como IL-1 (BARRIENTOS et al, 2008), fator
plaquetario-4 (PF4), PDGF e TGF-p (DIEGELMANN, 2004). A funcédo
priméria dessas células é o desbridamento do tecido e fagocitose de
agentes infecciosos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Para tal
funcéo, é necessaria a liberacdo de uma grande variedade de substancias
antimicrobianas como espécies reativas de oxigénio (ERO), proteases
(GRINNELL; ZHU, 1994), peptidios catibnicos, eicosandides e ativador
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de plasminogénio uroquinase (UPA) (EPSTEIN; WEISS, 1989). Além
disso, neutrdfilos foram identificados como importante fonte de fatores
pré-angiogénicos, incluindo VEGF-A e IL-8 (LI; ZHANG; KIRSNER,
2003, ANCELIN et al., 2004, OHKI et al., 2005, SCHRUEFER et al.,
2005).

Os mastdcitos sdo células que também participam da fase de
inflamacdo através da liberacdo de granulos contendo enzimas,
histamina e outras aminas bioativas. As aminas ativas liberadas pelos
mastocitos tornam o0s vasos sanguineos dos arredores da ferida
permedveis e permitem a passagem de células mononucleares
(mondcitos) a &rea lesada (ARTUC et al., 1999).

Por muito tempo acreditou-se que os neutréfilos eram as
primeiras células inflamatérias a chegarem ao local da lesdo, seguidos
pelos mondcitos. Estudos recentes revelaram que uma onda transiente
de monocitos se infiltra na lesdo concomitantemente aos neutréfilos
durante as primeiras horas apés o ferimento. Esses mondécitos sdo
recrutados a partir da vasculatura rompida e se locomovem em dire¢éo
ao leito da ferida até quatro horas apds a lesdo, quando, entdo, esse
evento cessa e apenas 0s neutréfilos continuam a infiltrar. E possivel
gue essa onda transiente de mondcitos esteja envolvida no mecanismo
de extravasamento endotelial de neutrofilos (KREISEL et al., 2010,
WANG, B. et al., 2012). Além disso, acredita-se que uma melhora no
recrutamento de neutréfilos auxilie na infiltracdo posterior de
mondcitos, porém estes mecanismos permanecem desconhecidos
(RODERQO et al., 2014). Uma segunda onda de infiltracdo de mondcitos
acontece dentro de 24 horas e perdura por cinco dias (RODERO et al.,
2013).

Ha dois tipos de mondcitos que invadirdo a lesdo em momentos
diferentes e que auxiliardo no processo cicatricial de formas distintas. O
primeiro deles invade a ferida logo nos primeiros dias e tem
caracteristica inflamatéria e antimicrobiana, diferenciando-se em
macréfagos que expressam iNOS, IL-1B, IL-6 (WILLENBORG et al.,
2012), TNF-a, IL-12 e metaloproteases de matriz (MMP) (MACLEOD;
MANSBRIDGE, 2016). JA& o segundo tipo de monécito chega
posteriormente & ferida e promove um ambiente anti-inflamatorio,
regulatério e reparador, contribuindo ao fechamento da lesdo. Apds
diferenciacéo, estes macréfagos secretam arginase, TGF-B, quimiocina
CCL18, prostaglandina E2 e IL-10 (MACLEOD; MANSBRIDGE,
2016, MINUTTI et al., 2017) Durante a progressdo do processo
cicatricial, uma mudanca de fenétipo do primeiro tipo de mondcito para
0 segundo é observada (MACLEOD; MANSBRIDGE, 2016). Esse
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evento marca o final da fase inflamatéria e o comeco da fase de
formagcéo tecidual (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Nesta nova fase, ha diminuicdo das células inflamatérias no local
da lesdo enquanto ocorrem migracdo e proliferacdo de queratindcitos,
fibroblastos e células endoteliais. Essas células, juntamente com
capilares e moléculas de matriz extracelular (MEC) recém-sintetizadas,
formardo o tecido de granulagcdo que substituird a derme lesada
(MARTIN, 1997, GURTNER et al., 2008).

No tecido de granulacao, fibroblastos assumem fenétipo contrétil
determinado pela expressdo de a-actina de musculo liso. Além de serem
responsaveis pela sintese e deposicdo de componentes de matriz
extracelular, especialmente colageno do tipo Ill, os miofibroblastos
auxiliam na contracdo e maturacdo do tecido de granulagdo (HINZ;
GABBIANI, 2003).

Durante o processo cicatricial, a demanda por oxigénio e
suprimento metabdlico aumenta, estimulando a resposta angiogénica
dentro da vasculatura da pele machucada. A principal funcdo da
neoangiogénese é prover suprimento de sangue a area lesada para atingir
as necessidades metabdlicas aumentadas do tecido (LI; ZHANG;
KIRSNER, 2003). Muitas caracteristicas do microambiente onde a lesdo
esta inserida, como pH baixo, tensdo de oxigénio reduzida e aumento do
lactato, favorecem a estimulacdo de angiogénese (LAVAN; HUNT,
1990).

A re-epitelizacdo da lesdo é um evento dependente da migragéo
de queratinécitos que deixam a borda da ferida em direcéo ao seu leito.
Concomitantemente, a proliferacdo dessas células na regido limitante da
lesdo é estimulada (SONEJA; DREWS; MALINSKI, 2005). Para que
eventos como esses ocorram € necessario que aconteca a liberacdo de
fatores como EGF, TGF-a e FGF (RAJA; GARCIA; ISSEROFF, 2007).

O inicio da degradacdo da membrana basal e da matriz
extracelular circundante por meio de proteases, principalmente
metaloproteases, serina e cisteina proteases, permite a migracdo das
células em direcdo ao estimulo (ROY; ZHANG; MOSES, 2006).
Moléculas presentes na matriz extracelular, como o fibrinogénio,
fibronectina, vitronectina, tenascina e heparina, estimulam a migracéo e
a proliferacdo de células endoteliais e epiteliais (CHETTIBI, S.;
FERGUSON, 1999, LI; ZHANG; KIRSNER, 2003). As sinalizagdes
entre essas células e as moléculas de matriz extracelular sdo mediadas
na sua maioria por integrinas (LUSCINSKAS; LAWLER, 1994,
EMING et al., 2007).
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Durante a remodelacdo tecidual, o tecido de granulacdo sera
substituido de forma gradual por componentes de matriz extracelular
mais organizados e elasticos, particularmente colageno do tipo |
(WERNER; GROSE, 2003), principal componente da derme. Os
fibroblastos, macrdfagos e queratindcitos produzem metaloproteases de
matriz que participam da transicdo dessa matriz proviséria em cicatriz
colagenosa. A atividade de metaloproteases é regulada nas lesdes por
fatores de crescimento e citocinas, assim como por inibidores de
metaloproteases (TIMPS) (CHETTIBI, S.; FERGUSON, 1999).

Ha evidéncias de que a apoptose de células endoteliais promove o
principal mecanismo responsavel pela regressdo vascular durante a
evolucdo do tecido de granulagdo em cicatriz (DESMOULIERE et al.,
1995). Dentre os mecanismos envolvidos na regressdo vascular
menciona-se a diminuicdo na expressdo de fatores de crescimento
essenciais & sobrevivéncia de células endoteliais, ao aumento da
expressdo de inibidores angiogénicos (POLVERINI et al.,, 1995,
STREIT et al., 2000) e a transicdo da matriz extracelular provisoria
altamente pré-angiogénica em uma matriz permanentemente
colagenosa. Durante esse evento, a remodelacdo do colageno depende
de um balanco entre o catabolismo, sintese continuada e deposicdo que
refletird diretamente na qualidade da cicatriz (KREIG, 1995). Eventuais
distarbios nesse balango podem prejudicar gravemente a funcéo da pele
devido a contracdo anormal do tecido e deposicdo excessiva de matriz
extracelular, como observado em cicatriz hipertrofica e esclerodermia,
mas também em processos fibréticos nos rins, coracdo e pulméo
(EMING et al., 2007).

Apobs a epitelizacdo, a proliferagdo celular e neovascularizagdo
cessam, havendo formacdo de cicatriz. Este novo tecido formado é
mecanicamente insuficiente e desprovido de apéndices tais quais
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (WERNER; GROSE,
2003). Por fim, a fase de remodelagdo perdura por meses.

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO DURANTE A CICATRIZACAO DE
FERIDAS

Durante o processo de cicatrizacdo de feridas, uma das primeiras
respostas apos a lesdo é a liberacdo de calcio pelas células afetadas
(RAZZELL et al., 2013). O célcio liberado promove a ativacdo do
complexo enzimatico NADPH oxidase que, durante a fase de
inflamacdo, é requisitado pelas células inflamatérias para produzir
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grandes quantidades de ERO, evento este conhecido como “explosdo
respiratoria” (DARR; FRIDOVICH, 1994, BEDARD; KRAUSE, 2007).
O produto da reacdo catalisada pela NADPH oxidase é o radical
altamente reativo superdxido que é rapidamente convertido a peroxido
de hidrogénio (H,0,) e agua pelas enzimas da familia superoxido
dismutase. Dessa forma, célcio e H,O, podem ser considerados 0s
primeiros sinais liberados ap6s a lesdo tecidual e participam do
recrutamento de células epiteliais e células do sistema imune para o
local da ferida (NIETHAMMER et al., 2009, WOOD, 2012). Embora o
H,O, esteja envolvido em varias etapas que auxiliam no processo
normal de cicatrizacdo, essa molécula pode gerar radicais hidroxila via
reacdo com ions de ferro e cobre (reacdo de Fenton) que causam danos
irreparaveis em macromoléculas como proteinas, lipidios e DNA.
Exemplos de enzimas antioxidantes que neutralizam os efeitos do H,0,
sd0 a catalase, peroxidases e peroxiredoxinas (SCHAFER; WERNER,
2008).

Fisiologicamente, quantidades de ERO enddgena sdo produzidas
pelas proprias células a partir da fosforilagdo oxidativa mitocondrial
durante a producdo de ATP, no reticulo endoplasmatico e através de
enzimas oxirredutases, fornecendo quantidades basais requeridas ao
funcionamento normal celular e homeostase. O controle dessa taxa é de
suma importancia, pois quantidades muito baixas de ERO promovem
lentiddo no ciclo celular (efeito citostatico), enquanto valores
aumentados estimulam fatores de transcricdo que desencadeiam
mecanismos de defesa antioxidante das células que em grandes
concentracdes ativam proteinas pré-apoptéticas que induzem morte ou
necrose celular (DUNNILL et al., 2017). Durante o processo de
cicatrizacdo de feridas excisionais em ratos observou-se que
concentragcbes de H,O, variaram conforme o momento da leséo,
ocorrendo em maiores quantidades durante as primeiras fases da
cicatrizacdo (dois dias ap6s a lesdo), com menores teores em estagios
avancados (depois de cinco dias da lesdo) (ROY et al.,, 2006).
Conteldos de superdxido também alcancaram quantidades maximas na
fase inicial apés dois dias da lesdo (OJHA et al., 2008).

Esse aumento observado na primeira fase da cicatrizagdo néo é
coincidéncia: é nesse momento que neutréfilos e macréfagos requerem
grandes quantidades de oxigénio molecular, que sera reduzido através da
NADPH oxidase a radical superdxido e, posteriormente, H,O, nos
fagossomos, criando niveis letais a destruicdo de patdgenos que entram
em contato com a lesdo logo apés o ferimento. A difusdo do H,O, para
espacos extracelulares também ajuda a prevenir o crescimento de
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bactérias adjacentes (RACEK; HOLECEK, 1999, DUNNILL et al.,
2017). As células fagociticas ndo sdo as Unicas que possuem o complexo
enzimatico NADPH oxidase. Fibroblastos e células endoteliais também
podem gerar ERO através desse mesmo mecanismo. Além disso,
fibroblastos estimulados por citocinas inflamatérias (e.g. IL-1 e TNF-a)
ou fator de ativagdo plaquetéaria (PAF) e células edoteliais ativadas por
trombina, PDGF e TNF-o também geram ERO via NADPH oxidase,
embora com taxas de producdo inferiores aquelas encontradas em
fagocitos (DROGE, 2002).

Além das ERO ha também as espécies reativas de nitrogénio
(ERN) que sdo produzidas a partir da sintese do Oxido nitrico por
diferentes isoformas da enzima Oxido nitrico sintase, todas elas
presentes na pele e expressadas durante a cicatrizagdo. O 6xido nitrico
ainda pode ser oxidado por moléculas/radicais como o oxigénio
molecular, ERO, metais de transicdo e grupos tiol, gerando variados
tipos de ERN (HUK et al., 1997, BROVKOVYCH et al., 1999, HUK et
al., 2000).

No processo cicatricial normal, baixos niveis de ERO e ERN sé&o
requeridos a manutencdo do reparo tecidual. ERO e, principalmente, o
H,0, sdo mensageiros secundarios, desempenhando importante papel na
sinalizacdo celular. O que garante essa caracteristica ao H,O, é que essa
molécula é de facil sintese e degradacéo, estando presente em todas as
células. Além disso, é uma molécula pequena, ndo carregada, com meia-
vida mais longa que as ERO, que se difunde facilmente e ndo reage de
forma indiscriminada com moléculas vizinhas como os radicais
(FINKEL, 1998, GABBITA et al., 2000). Entre os efeitos benéficos,
baixas concentragdes de H,O, promovem a proliferacdo de fibroblastos e
células endoteliais vasculares de mamiferos (MURRELL; BROMLEY:;
FRANCIS, 1990, STONE; COLLINS, 2002), estimulam angiogénese
(FINKEL, 1998) e modulam a permeabilidade vascular através da
expressao do VEGF (LEE et al., 2006). Também auxilia na migracéo e
proliferacdo de células epidérmicas (RHEE, 1999, JONES; MORICE,
2000, RHEE et al., 2000) e é quimioatraente para queratinécitos (LOO;
HO; HALLIWELL, 2011) e  neutréfilos  (KLYUBIN;
KIRPICHNIKOVA; GAMALEY, 1996). O H,0, ainda induz formacao
de colageno do tipo I, Il e IV e a ligacdo cruzada destas moléculas.
ERO também agem sobre os fibroblastos mediando sua conversdo em
miofibroblastos (SONEJA; DREWS; MALINSKI, 2005).

O o&xido nitrico, quando em niveis controlados, desempenha
importantes fun¢bes no processo de cicatrizagéo, contribuindo durante a
inflamacdo através da acdo vasodilatadora, antimicrobiana, anti-
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inflamatdria e indutora de permeabilidade vascular (CONNELLY et al.,
2001). Ainda promove angiogénese (ZICHE; MORBIDELLI, 2000),
além de auxiliar na re-epitelizacdo (STALLMEYER et al., 1999) e na
deposicéo de colageno.

Quantidades elevadas de ERO e ERN foram relacionadas a nédo
cicatrizacdo em feridas cronicas. Os efeitos deletérios durante a
cicatrizagdo incluem a manutencdo da via de transcrigdo de citocinas
pro-inflamatérias, que preservam o0 estado inflamatério no
microambiente da ferida, e inducdo de metaloproteases. Além disso,
ERO podem interagir com proteinas de matriz extracelular causando
modificacdo e degradacdo dessas moléculas ou, ainda, prejudicando o
funcionamento de fibroblastos dérmicos e queratindcitos, como a
migracdo e proliferagdo (O’TOOLE; GOEL; WOODLEY, 1996,
MOSELEY et al., 2004 DUNNILL et al., 2017). Assim como as ERO,
as ERN sdo apontadas como responsaveis pelo efeito inflamatorio
prolongado observado em Glceras cronicas de variadas etiologias (JUDE
etal., 1999, ABD-EL-ALEEM et al., 2000).

A acdo detoxificante de enzimas e moléculas antioxidantes na
diminuicdo das taxas de ERO e H,O, permite que o processo de
cicatrizacdo evolua normalmente (AUF DEM KELLER et al., 2006).

2.3 DEFESAS ANTIOXIDANTES CELULARES
2.3.1 Superoxido dismutase (SOD)

A enzima superdxido dismutase catalisa a reacdo de dismutacdo
do anion superoxido em H,O, e agua. Existem basicamente trés
diferentes tipos de SOD: SOD Cu/Zn-dependente, encontrada no
citoplasma das células e no espaco intermembranas das mitocondrias
(SOD1); SOD Mn-dependente, presente na matriz mitocondrial (SOD2)
e a SOD extracelular (SOD3) (WLASCHEK; SCHARFFETTER-
KOCHANEK, 2005).

Estudos mostraram que, embora os niveis de mMRNA de SOD1 e
SOD2 durante a fase inflamatéria do processo cicatricial fossem
elevados, suas atividades apresentavam-se diminuidas. Essa diferenca
encontrada entre a expressdo génica e a atividade de SOD pode ser
explicada pela inibicdo da atividade enzimética causada pela presencga
de elevados niveis de ERO na ferida (PIGEOLET et al.,, 1990,
VESSEY; LEE; BLACKER, 1992).
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Durante o reparo de feridas de camundongos com idade avangada
e deficientes em SOD foi observado retardo no fechamento da lesdo,
enquanto camundongos jovens também deficientes em SOD ndo
apresentaram alteracGes no curso do processo de cicatrizacdo
(PANCHATCHARAM et al., 2006).

2.3.2 Catalase

A catalase é responsavel pela neutralizagdo do H,O, em oxigénio
e agua. A expressao de SOD citosdlico e mitocondrial é coordenada com
a expressdo de catalase para promover a rapida degradacdo do H,O,
impedindo a geragdo de radicais hidroxila altamente reativos
(STEILING et al.,, 1999). Sua localizacdo celular é exclusiva nos
peroxissomos (KURAHASHI; FUJII, 2015).

Durante a cicatrizagdo de feridas, a expressdo de mRNA de
catalase ndo se mostrou alterada (STEILING et al., 1999), contudo os
niveis de proteina correspondente estavam diminuidos (ROY et al.,
2006). Esse efeito pode ser explicado por possiveis degradacoes
proteicas promovidas pelo excesso de ERO no local da ferida e
consequente inativacdo enzimatica (SHUKLA; RASIK; PATNAIK,
1997).

Quantidades aumentadas de catalase durante o reparo prejudicam
a angiogénese e o fechamento da lesdo devido & supressdo dos niveis de
H,0, que sdo importantes a manutencdo da angiogénese via VEGF
(BRAUCHLE et al., 1996, SEN et al., 2002).

2.3.3 Glutationa peroxidase (GPx)

Assim como a catalase, a glutationa peroxidase é responsavel
pela redugdo do H,O, e de outros perdxidos organicos em oxigénio e
agua utilizando-se da molécula de glutationa como doadora de elétrons.
Exitem oito tipos de GPx divididos em selenoenzimas glutationa
peroxidase (SeGPx), que contém um residuo selenocisteina em seu
centro catalitico, e fosfolipidio hidroxiperdxido glutationa peroxidase
(PHGPx) (KURAHASHI; FUJII, 2015).

GPx também se mostrou sensivel ao efeito deletério de
quantidades exacerbadas de ERO no local da ferida que comprometeram
sua atividade, embora os niveis de mMRNA mensageiro estivessem
aumentados (SHUKLA; RASIK; PATNAIK, 1997). Além disso, devido
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a dependéncia da enzima GPx em relacdo a glutationa, niveis
diminuidos dessa molécula na lesdo pode suprimir a atividade da enzima
in vivo (RASIK; SHUKLA, 2000).

2.3.4 Peroxirredoxinas (Prdx)

S&o um grupo de seis enzimas que catalisam a reducdo de H,O,
peroxinitrato e outros peréxidos organicos usando preferencialmente a
tiorredoxina como doador de elétrons (HANSCHMANN et al., 2013).

Dentre essas enzimas, Prdx6 teve expressdo aumentada apos a
lesio (KUMIN et al., 2007), sendo os queratindcitos detectados como
sua maior fonte (MUNZ et al., 1997). Para determinar a participacdo
dessa enzima no processo de reparo, a superexpressao e a auséncia de
Prdx6 foram estudados. No primeiro caso foi observado que o retardo
no fechamento de feridas de ratos com idade avangada foi revertido pela
superexpressdo da enzima, sugerindo um mecanismo de protecdo da
mesma contra os efeitos adversos do acimulo de ERO (KUMIN et al.,
2006). Ja na segunda situacdo, camundongos apresentaram danos em
células endoteliais e aumento na taxa de apoptose, resultando em graves
hemorragias no tecido de granulacdo (WANG et al., 2003).

2.3.5 Heme oxigenases (HO)

S80 enzimas responsaveis pela degradacdo do grupo heme em
mondxido de carbono, ferro e biliverdina que é posteriormente reduzida
a bilirrubina, potente molécula antioxidante (BARANANO et al., 2002).
Existem trés isoformas dessa enzima, sendo a HO-1 a forma induzida
em resposta ao estresse oxidativo e a hipéxia (LEE et al., 1997).

Durante o reparo tecidual observou-se aumento na expressdo de
HO-1 em células inflamatérias e queratindcitos (HANSELMANN;
MAUCH; WERNER, 2001) sugerindo o efeito protetor da enzima sobre
essas células contra o ambiente rico em ERO através da formacdo de
bilirrubina (WAGENER et al., 2003). A supressdo da expressao dessa
enzima em camundongos é negativa aos processos de angiogénese e re-
epitelizacao (DESHANE et al., 2007).
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2.3.6 Antioxidantes ndo enzimaticos

Além das enzimas antioxidantes também ha moléculas com
atividade antioxidante, porém néo-enzimaticas, de baixo peso molecular,
enddgenas e exdgenas, que contribuem a detoxificacdo de ERO. Dentre
as moléculas de origem enddgena estdo a glutationa, ubiquinona,
bilirrubina, urato e 4cido lipdico, enquanto vitamina C e E, carotenoides
e compostos fendlicos sdo moléculas antioxidantes de origem exdgena
(SCHAFER; WERNER, 2008).

Em feridas com cicatrizacdo prejudicada, diminui¢do nos niveis
de moléculas antioxidantes ndo enzimaticas foram observadas. Por
exemplo, em cicatrizacdo de feridas agudas, os teores de vitamina E,
ascorbato e glutationa apresentaram reducdo de 60-70%
comparativamente a pele normal (SHUKLA; RASIK; PATNAIK,
1997). Ratos com idade avangada apresentaram baixos conteldos de
vitamina E e glutationa (RASIK; SHUKLA, 2000), enquanto aqueles
imunossuprimidos tiveram diminui¢do na glutationa e das vitaminas E e
C (GUPTA,; SINGH; RAGHUBIR, 2002). Assim, parece consenso que
a melhora nos niveis de antioxidantes durante a cicatrizacdo pode
auxiliar no reparo tecidual.

24  PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES X PRO-OXIDANTES
DE COMPOSTOS FENOLICOS

O consumo de frutas e vegetais é relacionado a habitos saudaveis.
Os efeitos benéficos dessa pratica devem-se, principalmente, a presenca
de compostos fenolicos e carotenoides presentes nesses alimentos
(EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016). A essas moléculas sdo
atribuidas atividade antioxidante cujos mecanismos sdo variaveis, €.g.,
doagdo de elétrons, atuacdo como agente redutor e acdo quelante de ions
metélicos (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). Além disso,
flavonoides e acidos fenolicos podem apresentar efeito sinérgico com
antioxidantes fisioldgicos como o ascorbato e tocoferol (CROFT, 1998),
sofrerem oxidacdo por peroxidases e sequestrarem moléculas de H,0,
(SAKIHAMA et al., 2002, MICHALAK, 2006).

Devido a essas propriedades, essas moléculas sdo associadas a
prevenc¢do de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer (EGHBALIFERIZ;
IRANSHAMHI, 2016).
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Embora os efeitos antioxidantes tenham sido uma das
caracteristicas mais importantes atribuidas aos fitoquimicos, estudos
recentes demonstraram uma dualidade nessa ac¢do, tendo essas mesmas
moléculas por vezes atividade pré-oxidante. Essa atividade parece estar
relacionada as quantidades presentes de fitoquimicos no local e a
natureza quimica das moléculas circundantes no ambiente
(VILLANUEVA; KROSS, 2012). O potencial pré-oxidante dessas
moléculas varia conforme o nimero de hidroxilas presentes em seu anel
aromatico, sendo o namero de hidroxilas diretamente proporcional a
atividade pro-oxidante (EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016).

O comportamento pré-oxidante de compostos fenolicos pode ser
estimulado pela presenca de oxigénio e metais de transi¢do, como cobre
e ferro, que catalisam o ciclo de oxirreducdo dessas moléculas
resultando na formacdo de espécies reativas de oxigénio e radical
fenoxil (GALATI; O’BRIEN, 2004). Embora a presenca de metais de
transicdo gere radicais prejudiciais a célula que causam danos ao DNA e
mutagénese, os ions cobre podem ser os responsaveis pela atividade
citotoxica seletiva dos polifendis sobre as células cancerosas, uma vez
gue essas células apresentam maiores concentracBes desse ion (AZMI;
BHAT; HADI, 2005). De fato, o estresse oxidativo moderado causado
pelo efeito pré-oxidante daqueles metabolitos secundarios pode ser
benéfico as células, pois aumenta os niveis de defesas antioxidantes e
enzimas do metabolismo xenobidtico, provocando citoprotecdo
(HALLIWELL, 2008).

2.5 AJABUTICABA

A jabuticaba é o fruto de uma &rvore tipica da floresta Atlantica,
nativa da regido sul e sudeste do Brasil (SOBRAL et al., [s.d.]). Estudos
mostraram que as jabuticabas da espécie Plinia cauliflora possuem
taninos, vitaminas, fibras e sais minerais (SOUZA-MOREIRA et al.,
2010). A casca desses frutos mostrou-se rica em pectinas e antocianinas
(LIMA et al.,, 2011, DE OLIVEIRA et al., 2011), das quais foram
identificadas a cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo
(WU et al., 2012), além de outros compostos fendlicos como o &cido
elagico (REYNERTSON et al., 2006).

A casca do fruto da jabuticaba tem propriedades adstringentes e é
popularmente usada no tratamento de diarreia, irritacbes na pele,
hemoptise, asma e para gargarejo em caso de inflamacdo crénica da
garganta (MORTON, 1987, LORENZI, 1998, CRUZ; KAPLAN, 2004).
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Estudos realizados com casca de jabuticaba incorporada na dieta de
ratos obesos mostraram que 0s niveis de estresse oxidativo diminuiram
no figado, cérebro e rins, reduziram os niveis de lipidios saturados
circulantes (BATISTA et al., 2014), aumentaram o colesterol HDL e
controlaram a resisténcia a insulina (LENQUISTE et al.,, 2012,
DRAGANO et al., 2013). Além disso, extratos polares e apolares
obtidos a partir de cascas de jabuticaba (extracdo com etanol e
diclorometano, respectivamente) exibiram efeito antiproliferativo em
linhagens celulares tumorais (o primeiro contra células leucémicas e o
segundo contra células cancerosas de prdstata) e atividade antioxidante
in vitro (LEITE-LEGATTI et al., 2012). BATISTA et al. (2014) fizeram
um extrato metanolico com as cascas de jabuticaba utilizadas na
alimentacdo dos animais e identificaram quatro componentes: cianidina-
3-O-glicosideo, acido gélico, acido elagico e quercetina. Ja LEITE-
LEGATTI et al. (2012), além da cianidina-3-O-glicosideo, identificaram
a antocianina delfinidina-3-O-glicosideo em seu extrato.

Estudos relacionados & atividade cicatrizante com extratos
obtidos a partir de cascas de jabuticaba ainda ndo foram realizados.
Porém, alguns trabalhos supracitados demonstraram que componentes
presentes na casca desses frutos possuem atividade antioxidante,
evidenciando uma propriedade de grande valia se tratando de
cicatrizacdo de feridas. Dentre os compostos presentes na casca de
jabuticaba, destacam-se as antocianinas presentes em altas
concentrac@es. Estudos envolvendo essa classe de fitoquimicos isolados
a partir de cascas de soja, apresentaram reducdo no tempo de
fechamento das lesGes devido a promocdo de angiogénese, atividade
anti-inflamatéria e efeito citoprotetor constatado in vitro em
gueratindcitos e fibroblastos (XU et al., 2013).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o extrato hidroalcodlico de cascas de jabuticaba quanto
a sua composicdo quimica e seu potencial cicatrizante via determinagéo
da atividade antioxidante e a promog¢édo de proliferacdo e migracdo de
fibroblastos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Identificar e quantificar os principais compostos fenolicos, em
especial as antocianinas, presentes no extrato de cascas de jabuticaba
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia de alta eficiéncia
(HPLC) e espectrometria de massas;

« Avaliar a atividade antioxidante do extrato determinada pelo
sequestro do radical 2, 2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e do radical
peroxila (ORAC);

« Determinar a viabilidade de fibroblastos L929 e queratindcitos
da linhagem HaCat tratados com extrato de cascas de jabuticaba e
nanoemulsdo contendo extrato de cascas de jabuticaba;

« Avaliar o efeito citoprotetor de moléculas presentes no extrato
de cascas de jabuticaba sob condig@es de estresse oxidativo induzido por
H,0, em fibroblastos L929 e queratinécitos da linhagem HaCat;

* Mensurar e comparar a atividade de enzimas antioxidantes
derivadas de homogenatos de fibroblastos L929 e queratindcitos da
linhagem HaCat ap6s tratamento com extrato de cascas de jabuticaba e
indugdo de estresse oxidativo por H,0,;

« Investigar o efeito citoprotetor de compostos fendlicos isolados
presentes no extrato de cascas de jabuticaba em fibroblastos L929;

« Verificar o efeito promotor de migracdo e proliferacdo do
extrato de cascas de jabuticaba sobre fibroblastos L929;

« Determinar a taxa de oclusdo e a qualidade da cicatrizacdo de
lesGes cutaneas dorsais de camundongos tratados com extrato de cascas
de jabuticaba e nanoemulsdo deste extrato, ao longo de 18 dias, através
de avaliacéo histoldgica;

* Mensurar a atividade de enzimas antioxidantes e a peroxidagao
lipidica em homogenatos das lesfes cutineas do dorso de camundongos ap6s
tratamento com extrato de cascas de jabuticaba e nanoemuls&o deste.
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DESENHO EXPERIMENTAL DOS OBJETIVOS
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4 MATERIAL E METODOS

41 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E METQDOS DE
EXTRACAO DOS COMPONENTES FITOQUIMICOS

Os frutos de jabuticaba (Plinia peruviana) foram coletados em
um sistema de plantio de quintal, durante a primavera de 2014, em
Guaxupé, Minas Gerais, Brasil. A espécie vegetal foi identificada pelo
Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada no Herbario Flor
(FLOR 55902) do Departamento de Botanica, Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianépolis, Brasil.

As cascas das jabuticabas foram manualmente separadas das
demais estruturas do fruto, liofilizadas e trituradas em um moedor
elétrico. Essa biomassa foi adicionada de solucdo de etanol 50% (v/v),
pH 3,6, na proporcdo 1: 10 (m/v), procedendo-se & extragdo dos
compostos de interesse através de duas técnicas. Na primeira delas, o
extrato hidroalcodlico de cascas de jabuticaba foi obtido por ultra-
pressdo (7 a 10 kg/cm?® - EJUP). Nessa metodologia, quatro tempos de
exposicdo foram testados (i.e., 1, 2, 3 e 4 h). Na segunda técnica de
extracdo, a matriz liquido-so6lido foi submetida a trés pulsos de radiagéo
micro-ondas, em aparelho de uso doméstico, com duragdo de cinco
segundos intervalados por 60 segundos (EJMQ) em poténcia maxima.

Os extratos obtidos através das metodologias de extragdo
supracitadas foram filtrados em membrana de celulose, sob vacuo, e
armazenadas em ultra-freezer (-80°C).

42 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS
TOTAIS

O contedo de fendlicos totais dos extratos investigados foi
determinado via espectrofotometria UV-Vis, conforme previamente
descrito (RANDHIR; SHETTY; SHETTY, 2002). Os extratos foram
previamente diluidos em etanol 50%, pH 3,6 (1: 10, Vv/).
Posteriormente, 1 mL de cada extrato foi adicionado a 5 mL de metanol
95% (v/v). Apbs essa segunda diluicdo, 1 mL de cada amostra foi
acrescido de 1 mL de etanol 95% (v/v), 5 mL de &gua destilada e 0,5 mL
do reagente de Folin-Ciocalteau, seguido de incubacao por 7 minutos.

Apo6s a incubacdo, 1 mL de bicarbonato de sodio 5% (m/v) foi
adicionado a solucdo, seguido de nova incubagdo no escuro, a
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temperatura ambiente, por 1 h. Uma solucdo branco da reacdo foi
preparada como descrito acima, porém substituindo o volume do extrato
por etanol 50% (v/v), pH 3,6. A absorbancia foi medida em 725 nm,
utilizando um espectrofotometro UV-Vis (BEL LGS 53, BEL
Engineering, Monza, Italia).

Os compostos fenolicos totais foram quantificados com auxilio de
curva padréo de acido galico (100 a 1000 pg/mL, y=0,018x, r*=0,99).
Os resultados foram expressos como equivalentes de acido galico
(EAG) por grama de peso seco do extrato hidroalcoolico.

4.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FLAVONOIDES
TOTAIS

A determinacdo do teor de flavonoides totais baseou-se no
método colorimétrico utilizando cloreto de aluminio (ETRY; ORTEGA;
SILVA, 2001).

Todos os extratos foram previamente diluidos em etanol 50%
(v/v), pH 3,6 (1: 10, v/v). Ap6s essa diluicdo, 0,5 mL de cada amostra
foi adicionado a 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de cloreto de aluminio 2%
(m/v), diluido em metanol p.a., seguido de incubacao por 1 h.

Uma solucdo branco da reacdo foi preparada como descrito
acima, porém substituindo os extratos de interesse pela solucdo de
etanol 50%, pH 3,6. A absorbancia (A = 420 nm) foi medida em
espectrofotdmetro UV-Vis (BEL LGS 53, BEL Engineering, Monza,
Italia).

Os flavonoides totais foram quantificados usando uma curva
padrdo de quercetina (25 a 300 pg/mL, y=0,066x, r’=0,99). Os
resultados foram expressos como equivalentes de quercetina (EQ) por
grama de peso seco do extrato hidroalcodlico.

44 QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS PRESENTES NO
EXTRATO DE CASCAS DE JABUTICABA EM MICRO-
ONDAS

Para a determinacdo do perfil cromatografico de antocianinas
utilizou-se a metodologia descrita por CHOUNG et al. (2001).

O extrato de cascas de jabuticaba em micro-ondas (EJMO) foi
submetido & hidrolise 4cida com HCI 2N (1: 5 v/v), em tubos com tampa
selante e com atmosfera interna de nitrogénio, a 100°C, por 90 minutos
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(QIN et al., 2010). O contetdo de cianidina aglicona foi quantificado a
partir da integracdo das &reas dos picos e curva padrdo de cianidina (20
a 45 pg/mL, y=0,7929x, r*=0,99) (Extrasynthese, Franca). Os resultados
da quantificagdo de delfinidina aglicona foram expressos como
equivalentes de cianidina.

A anélise cromatogréfica foi realizada injetando-se 10 pL de
amostra em cromatografo liquido de alta eficiéncia (UltiMate 3000RS
Dual System, Thermo Scientific), equipado com coluna C18 de fase
reversa (Thermo Scientific C18, 250 mm x 4,6 mm, @ interno 5 um
particular), termostatizada a 25°C. O fluxo foi ajustado em 0,6
mL/minuto, com eluicdo isocrdtica em solucdo de H,O: CH3;OH:
HCOOH (75: 20: 5, v/vlv) e monitoramento das absorbancias dos
analitos em 530 nm em detector de arranjo de diodos.

45 QUANTIFICACAO DE ACIDO ELAGICO NO EXTRATO DE
CASCAS DE JABUTICABA EM MICRO-ONDAS

A analise cromatogréafica foi realizada injetando-se 10 L de
amostra em cromatografo liquido de alta eficiéncia (UltiMate 3000RS
Dual System, Thermo Scientific), equipado com coluna C18 de fase
reversa (Thermo Scientific C18, 250 mm x 4,6 mm, @ interno 5 um
particular), termostatizada a 35°C. O fluxo foi ajustado em 0,8
mL/minuto e as fases mdveis agua Milli-Q, pH 2,5, acidificada com
acido orto-fosférico (A) e acetonitrila (B) foram utilizadas em gradiente
seguindo o seguinte programa: 0-5 min, 5% B; 5-15 min, 60% B; 15-20
min, 60% B, 20-25 min, 5% B. O monitoramento das absorbancias dos
analitos foi em 254 nm em monitor de arranjo de diodos (MAZZARINO
etal., 2017).

O contetdo do &cido eldgico do EJMO foi determinado a partir
da integracdo das areas dos picos e curva padrao de acido elagico (3,12 a
100 pg/mL, y=2,1454x, 1°=0,99).

46 ANALISES DE ESPECTROMETRIA DE MASSA DO
EXTRATO DE CASCAS DE JABUTICABA EM MICRO-
ONDAS

As andlises de espectrometria de massa (MALDI-TOF-TOF MS)
foram realizadas em espectrdmetro Autoflex Il (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany), equipado com laser de nitrogénio de 337 nm e
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analisador de tempo de vdo. Aliquotas de 1 pL das amostras foram
adicionadas a 1 pL de solugdo da matriz acido alfa-ciano 4-
hidroxicindmico (CHCA) 10 mg/mL, TFA (0,1% v/v) em acetonitrila:
agua (1:1 v/v) e transferidas para suporte metélico a cristalizacdo e
ionizagdo assistida por laser. Os espectros foram adquiridos usando um
acelerador de 20KV em refletor, operando em modo positivo, na faixa
m/z 20 a 900. No total, 1500 pulsos foram acumulados para cada
amostra.

47 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO
DOS EXTRATOS ATRAVES DO RADICAL DPPH

A metodologia baseada no sequestro do radical 2, 2-difenil-1-
picril hidrazil (DPPH) mede a capacidade inibitéria de compostos
quanto & agdo de radicais livres, através do decréscimo da absorbancia
do meio de reagdo (KIM; GUO; PACKER, 2002).

Uma solugdo estoque de 7,9 mg de DPPH foi solubilizada em 2,5
mL de metanol. Essa solugdo foi entdo diluida na proporcédo de 1: 100
(v/v) em metanol 80% (v/v). A absorbéncia desta solucdo de DPPH
situou-se entre 0,5 e 0,6.

As concentracOes testadas de EJMO foram 0,001; 0,005; 0,01;
0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1 mg/mL baseadas no peso seco do
extrato. Ja para o EJUP, as concentragdes avaliadas foram 0,001; 0,01;
0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1 mg/mL (peso seco). As amostras foram
adicionadas a solugdo de DPPH/metanol 80% (1:30 v/v) e a capacidade
dos extratos testados de inibir o radical DPPH foi mensurada em
espectrofotdbmetro UV-Vis (BEL LGS 53, BEL Engineering, Monza,
Itdlia) & 515 nm, apds incubacdo por 30 min, no escuro, a temperatura
ambiente.

O mesmo procedimento realizado acima foi adotado para testar a
solucdo de etanol 50% (v/v), pH 3,6, de modo a garantir que o solvente
utilizado nos extratos ndo interferiu na solugdo de DPPH/metanol 80%.
A porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH foi calculada através da
férmula abaixo (Abs = absorbancia):

Inibicdo do DPPH (%) = Abs DPPH/metanol 80% — Abs extratos x 100
Abs DPPH/metanol 80%
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48 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN _
VITRO DO EJMO VIA CAPACIDADE DE NEUTRALIZACAO
DE RADICAIS OXIGENIO (ORAC)

Os radicais gerados pelo ataque do oxigénio atmosférico ao
dicloreto de 2, 2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) reagem com a
fluoresceina originando um produto ndo fluorescente. O decaimento na
fluorescéncia da reacdo é medido por espectrometria de fluorescéncia
(ALVES et al., 2010).

O teste foi realizado em placa de 96 pogos preta onde 150 puL de
fluoresceina sodica (63 mmol/L) diluida em tampéao fosfato de sddio 0,2
M, pH 7,4, foram adicionados a 75 plL de amostra, tampdo fosfato
(branco) ou trolox 20 uM (padrio). Essa solugdo foi incubada a 37°C
por 5 min, seguida por adicdo de 75 pL do reagente AAPH (178
mmol/L), diluido em tampéo fosfato (WANG; CAO; PRIOR, 1997, OU;
HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001).

A fluorescéncia (Aex=485 nm e A,=520 nm) foi medida a cada 5
minutos por 2 horas em leitor de microplacas Spectramax Paradigma
(Molecular Device, California, EUA).

O valor de ORAC foi calculado pela formula:

Valor ORAC (umol) = 20K (Samostra — Sbranco) / (Strolox - Sbranco) )
onde:

20 = concentracdo de trolox;

K = fator diluicdo da amostra;

S = érea sob a curva de decréscimo da fluorescéncia da amostra,
trolox e branco, calculada pela formula:

S=(05+f5/fg+Tyg/fo+ s/ fo+......... + frs [ fo + fipo/ To) X5,
onde:

fo : fluorescéncia inicial no tempo zero;

fi : fluorescéncia medida no tempo i (minutos).

Os resultados da variavel em estudo foram expressos em pmol de
equivalentes de trolox por grama de amostra baseada no peso seco.
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49 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR USANDO
FIBROBLASTOS DA LINHAGEM L929 E
QUERATINOCITOS DA LINHAGEM HaCat

Os EJMO e EJUP foram investigados quanto aos efeitos sobre a
viabilidade celular de fibroblastos L929 e queratindcitos HaCat. As
células foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJg. Ambas linhagens celulares foram plaqueadas na densidade de
5 x 10° células/pogo, em placas de 96 pocos, utilizando como meio de
cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
incubados overnight a 37°C, em atmosfera de CO, 5%. ApOs esse
periodo de incubacdo, o meio dos fibroblastos L929 foi substituido por
DMEM suplementado com SFB 10%, contendo 0,5; 1; 5; 10; 25; 50;
100 e 200 pg/mL (peso seco) de EIMO, ou 1; 10; 50; 100; 200; 400; 800
e 1000 ug/mL (peso seco) do EJUP. Para o ensaio com queratindcitos
HaCat, somente EJMO foi testado (1; 10; 50; 100; 200; 400; 800 e 1000
ug/mL - peso seco). O tratamento controle consistiu somente do meio de
cultura DMEM. Apés a aplicacdo dos tratamentos, as células foram
incubadas por 24 e 48 h, a 37°C, em atmosfera de CO, 5%. Apds o
tempo de incubagdo, o meio de cultura foi substituido por 100 puL de
DMEM, acrescido de 10 pL de solugdo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-yl)-2,
5-difeniltetrazélio brometo (MTT - 5 mg/mL em PBS) por poco e
incubado no escuro (3 h, 37°C, atmosfera de CO, 5%). O controle
negativo, desprovido de células, consistiu de meio de cultura DMEM
(100 pL) adicionado de 10 pL de solugdo de MTT. Subsequentemente,
85 pL do meio de cultura foram removidos, seguido da adi¢do de 50 pL
de DMSO a cada poco e incubagdo por 10 min, a 37°C, em atmosfera de
CO, 5%. Apbés a homogeneizacdo dos cristais de formazan, a
absorbancia (540 nm) foi determinada em leitor de microplaca
Spectramax 190 (Molecular Devices, Califérnia, EUA). A viabilidade
celular foi calculada e comparada ao controle (100% de viabilidade).

410 AVALIACAO DA INDUCAO DE PROLIFERACAO
CELULAR PELO EJMO EM FIBROBLASTOS DA
LINHAGEM L929

Os extratos obtidos com auxilio de radiacdo micro-ondas foram
investigados quanto aos efeitos sobre a proliferacdo de fibroblastos
L929. As células foram plaqueadas na densidade de 5 x 10° células por
placa de Petri para cultura celular, contendo 10 mL de meio de cultura
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DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e incubados
overnight a 37°C, em atmosfera de CO, 5%. Apds esse periodo de
incubacdo, o meio foi substituido por DMEM suplementado com SFB
10%, contendo 25; 50 e 100 pg/mL (peso seco) de EIMO. O tratamento
controle consistiu somente do meio de cultura DMEM. Apo6s a aplicacao
dos tratamentos, as células foram incubadas por 24 e 48 h, a 37°C, em
atmosfera de CO, 5%. Dado o tempo de incubagdo, as células foram
tratadas com EdU 10 uM por 2 h, conforme especifica¢des do fabricante
(Click-iT Plus EdU Flow Cytometry Assay Kits — Life Technologies). As
amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCANTO I,
com excitagdo em 488 nm e emissdo em 530 nm. A quantificacdo da
proliferacdo a partir dos dados obtidos foi analisada com software
FlowJo.

411 AVALIAGAO DA VIABILIDADE CELULAR DE )
FIBROBLASTOS L929 E QUERATINOCITOS HaCat APOS
INDUCAO AO ESTRESSE OXIDATIVO COM H,0,

O H,0, foi utilizado para a inducéo do estresse oxidativo como
descrito por BALEKAR et al. (2012) e PONNUSAMY et al. (2015).
Inicialmente, o teste de viabilidade celular utilizou os EJIMO e EJUP
para a defini¢do das concentragdes a investigar. Assim, as concentragdes
gue promoveram as maiores taxas de viabillidade celular, ap6s 24 h de
exposicdo aos extratos, foram selecionadas para este experimento.

Fibroblastos 1929 e queratindcitos HaCat foram plaqueados na
densidade de 5 x 10° células/poco em placas de 96 pogos contendo meio
de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
Os cultivos foram incubados overnight, a 37 °C, em atmosfera de CO,
5%. Previamente & realizagdo dos experimentos, uma curva de
concentracbes de H,0, (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 mM) foi
construida, a fim de determinar a dose que provocaria a reducdo da
viabilidade celular em 80%, apds 24 h de exposi¢do. A concentragéo
ImM de H,O, demonstrou o efeito referido. Para o tratamento, as
células L929 foram inoculadas em meio de cultura DMEM
suplementado com SFB 10% contendo 0,5; 5; 25; 50 e 100 pg/mL (peso
seco) de EJMO. Para EJUP, as concentrac@es testadas foram 1; 10; 50;
100 e 200 pg/mL (peso seco). Por sua vez, o tratamento dos
queratinécitos HaCat utilizaram valores de 1; 10; 50; 100 e 200 pg/mL
(peso seco). O tratamento foi aplicado em trés tempos: (1) células foram
tratadas com os extratos por 24 h, seguido por exposicdo a 1 mM de
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H,0, por 3 h; (2) células foram expostas aos extratos e 1 mM de H,0,
de forma concomitante e (3) exposicdo a 1 mM de H,O, por 3 h,
seguido por tratamento com extratos por 24 h.

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada através do teste de
MTT como descrito no item 4.9.

412 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR E DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM FIBROBLASTOS DA
LINHAGEM L929 APOS TRATAMENTO COM CIANIDINA-
3-O-GLICOSIDEO OU ACIDO ELAGICO

Fibroblastos L929 foram plaqueados (5 x 10° células/poco) em
placas de 96 pogos contendo meio de cultura DMEM, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os cultivos foram incubados
overnight, a 37 °C, em atmosfera de CO, 5%. Para os tratamentos, as
células L929 foram inoculadas em meio de cultura DMEM
suplementado com SFB 10% contendo 0,24475 pg/mL, 0,4895 pg/mL e
0,979 pg/mL de cianidina-3-O-glicosideo ou 0,0412 pg/mL,
0,0823 pg/mL e 0,1646 pg/mL de acido elagico. Tais concentragBes
equivalem aos contelidos desses compostos presentes no EJMO nas
concentragdes de 25, 50 e 100ug/mL.

O ensaio de viabilidade celular utilizou o reagente MTT,
conforme descrito no item 4.9, e a determinacdo da atividade
antioxidante dos compostos, incubados por 24 h seguido pela inducéo de
estresse oxidativo por H,O, durante 3 h, foi realizada como descrito no
item 4.11.

4.13 INDUGAO DE ESTRESSE OXIDATIVO MEDIADO POR
H,0, EM FIBROBLASTOS L929 E QUERATINOCITOS DA
LINHAGEM HaCat PARA POSTERIOR AVALIACAO DE
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Fibroblastos L929 foram plaqueados (1 x 10° células/poco) em
placas de 6 pogos contendo 3 mL meio de cultura DMEM por poco,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os cultivos foram
incubados overnight, a 37 °C, em atmosfera de CO, 5%. ApGs esse
periodo, as células foram tratadas conforme segue:

- Controle ndo estressado: tratado somente com meio de cultura
DMEM por 24 h;
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- Tratamento ndo estressado: tratado com 25, 50 e 100 pg/mL
(peso seco) de EJIMO, por 24 h;

- Controle estressado: tratado somente com meio de cultura
DMEM por 24 h, seguido por exposi¢do a 1 mM H,O, durante 15, 30,
60, 120 ou 180 minutos;

- Tratamento estressado: tratado com 25, 50 e 100 pg/mL (peso
seco) de EJMO por 24 h seguido por exposi¢do a 1 mM H,0O, durante
15, 30, 60, 120 ou 180 minutos.

Apos a incubacdo, o meio de cultura foi retirado, as células foram
lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspendidas em meio de cultura. O
contetido de trés pogos da placa de cultura de um mesmo tratamento foi
coletado e reunido formando uma Unica amostra (pool).

As amostras foram centrifugadas (2000 rpm, 10 min, & 4°C). Os
pellets foram ressuspendidos em 3 mL de tampdo de lise (tampédo
fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, triton 0,25%, EDTA 1mM) e
homogeneizados em Ultra-Turrax® (5 s, 2x).

As amostras foram aliquotadas e armazenadas em freezer -80°C
até o uso para avaliacdo da atividade enzimética.

O procedimento para avaliagdo de enzimas antioxidantes de
queratindcitos da linhagem HaCat adotou a metodologia descrita por
LIU et al. (2016). As células foram plaqueadas na densidade de 1 x 10°
células/poco, em placas de 6 pogos contendo 3 mL meio de cultura
DMEM por pogo, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
Os cultivos foram incubados por 24 h, a 37 °C, em atmosfera de CO,
5%. Apos esse periodo, as células foram tratadas como descrito a seguir:

- Controle ndo estressado: tratado somente com meio de cultura
DMEM, por 24 h;

- Tratamento ndo estressado: tratado com 1, 10 e 50 pg/mL (peso
seco) de EJMO, por 24 h;

- Controle estressado: tratado somente com meio de cultura
DMEM por 2,5 h, seguido por exposi¢do a 150 uM H,0, durante 2 h;

- Tratamento estressado: tratado com 1, 10 e 50 pug/mL (peso
seco) de EIMO por 2,5 h, seguido por exposi¢do a 150 uM H,0,
durante 2 h.

Apos a aplicacdo dos tratamentos, os procedimentos subsequentes
foram os mesmos descritos para os cultivos de fibroblastos da linhagem
L929.
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4.14 AVALIAGAO DA ATIVIDADE DA CATALASE EM
FIBROBLASTOS DA LINHAGEM L929 E
QUERATINOCITOS DA LINHAGEM HaCat SUBMETIDOS
AO EJMO

Neste teste, a reducdo da absorbancia em A = 240 nm no meio de
reacdo indica o consumo de H,O, pela enzima catalase (AEBI, 1984).
Foram utilizadas microplacas UV-Star® (Greiner Bio-One), onde 30 uL
das amostras foram adicionados a 270 pL de tampao fosfato 50 mM, pH
7,0. Previamente, foram acrescidas a solucdo tampdo quantidades de
H,0, necessarias a obtencao de absorbancia da solucéo entre 0,38 € 0,4.

A absorbancia (A = 240) do meio de reacdo foi monitorada a cada
minuto, durante 10 min, em leitor de microplacas Spectramax 190
(Molecular Devices, Califérnia, EUA) e os resultados foram expressos
em U de catalase/ mg de proteina.

O teor de proteinas das amostras foi mensurado conforme
descrito por BRADFORD (1976).

4.15 AVALIAGAO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA
PEROXIDASE (GPx) EM FIBROBLASTOS DA LINHAGEM
1929 E QUERATINOCITOS DA LINHAGEM HaCat
EXPOSTOS AO EJIMO

A atividade da enzima GPx foi determinada a partir da oxidacao
de NADPH na presenca de H,O,, monitorada espectrofotometricamente
no comprimento de onda de 340 nm (FLOHE; GUNZLER, 1984).

O reagente de trabalho utilizado para o ensaio foi preparado
utilizando os seguintes reagentes, adicionados na ordem descrita abaixo
(volume final = 12 mL):

- 12 mL de tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7.4),
contendo EDTA 1 mM e azida sédica 1 mM;

- 48 uL de NADPH 50 mM;

- 0,360 pL de solucdo de glutationa reduzida (GSH) na
concentracdo de 10 mg/mL;

- 0,4 U/mL de glutationa redutase.

Foram pipetados em microplaca UV-Star® (Greiner Bio-One) 40
ML da amostra e 160 pL do reagente de trabalho. Em seguida, a leitura
basal da absorbancia (A = 340 nm) foi realizada durante 5 min, com
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registros a cada 30 s. Apds esse periodo, 25 pL de perdxido de t-butil
(10 mM) foram adicionados a solugdo na microplaca e uma nova leitura
da absorbancia foi realizada em intervalos de 30 s, durante 5 min
(Spectramax 190, Molecular Devices, Califérnia, EUA). Os resultados
foram expressos em U de GPx/ mg de proteina.

O teor de proteinas das amostras foi mensurado utilizando a
metodologia descrita por BRADFORD (1976).

4.16 TESTE DE MIGRACAO CELULAR (SCRATCH ASSAY)

Este ensaio avaliou o efeito estimulante do EJMO a migracéo de
fibroblastos L929, segundo BALEKAR et al. (2012).

Fibroblastos L929 foram inoculados (5 x 10° células/poco), em
placas de 24 pocos contendo DMEM como meio de cultura,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os cultivos foram
incubados overnight, a 37°C, em atmosfera de CO, 5%.

Ap06s o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e a
camada aderente de células sofreu uma ranhura feita com uma ponteira
estéril de micropipeta. Os debris celulares foram removidos através de
lavagem com PBS. As células foram tratadas com meio de cultura
DMEM, suplementado com SFB 10%, contendo 0,5; 5; 10; 25; 50 e 100
pg/mL (peso seco) de EJMO. Controles negativos receberam somente
DMEM suplementado com 10% SFB. Para evitar a proliferacéo celular,
mitomicina C (10 pg/mL) foi adicionada ao meio de cultura e, dessa
forma, somente a migracdo celular foi avaliada. As células foram
incubadas por 12 h, a 37°C, em atmosfera de CO, 5%. As imagens da
area da ranhura foram capturadas imediatamente apés a lesdo (tempo 0)
e apos 12 h de incubacdo, através de camera fotografica acoplada ao
microscopio (40x de magnitude). As fotos foram analisadas através do
programa ImageJ, versdo 1.42q (National Institute for Health, EUA)
para determinar a largura da ranhura e a taxa de migracdo celular,
variavel esta calculada através da férmula:

Taxa de migragéo (%) = Distancia entre a ranhura (0 h) — Distincia entre a ranhura (12h) x 100
Distancia entre a ranhura (0 h)
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4.17 PREPARAGCAO DAS NANOEMULSOES A PARTIR DO
EJMO

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de
homogeneizacdo de alta pressdo. Uma fase aquosa contendo 1 % (m/v)
do surfactante polissorbato 80 (Tween 80, Vetec) foi vertida sobre uma
fase oleosa composta por 5 % (m/v) de triglicerideos de cadeia média
(TCM, Miglyol 812N), sob agitagdo magnética moderada, e
homogeneizada por 15 min. Esta pré-emulsdo foi submetida a
homogeneizador de alta pressdo Homolab (FBF Italia), por 3 ciclos, a
500 bar de pressdo. Para a obtencdo das nanoemulsbes contendo o
EJMO, este foi previamente submetido a evaporacdo sob pressdo
reduzida para remocéo do etanol e filtracdo em suporte de papel filtro,
com tamanho de poro de 14 pm. As solugdes extrativas foram
adicionadas a fase aquosa na concentracdo de 10% (v/v) e preparadas
conforme descrito anteriormente.

4.18 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS E
FLAVONOIDES TOTAIS DA NANOEMULSAO DO EJMO

O conteddo de compostos fenolicos e flavonoides totais da
nanoemulsdo branca, nanoemulsdo contendo EJMO e do extrato
utilizado a incorporacdo na nanoemulsdo foi mensurado conforme
descrito nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente.

419 CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO DO EJMO

A nanoemulsdo controle e a hanoemulsdo do EJMO tiveram seu
tamanho médio de particulas determinado por dispersao de luz dinamica
(DLS), enquanto o potencial Zeta foi mensurado por anemometria laser
Doppler, em equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). As nanoemulsdes foram diluidas em 4&gua
ultrapura e as quantificacOes realizadas a 25°C. A determinacdo do
tamanho de particulas utilizou angulo de dispersdo fixo de 90° e para as
medidas do potencial Zeta (), as amostras foram colocadas em células
eletroforéticas, onde o potencial de £ 150 mV foi estabelecido. Os
valores de potencial { foram calculados como mobilidade eletroforética
média usando a equacdo de Smoluchowski.
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420 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR DA
NANOEMULSAO DO EJMO USANDO FIBROBLASTOS DA
LINHAGEM L929

As nanoemulsfes e seu respectivo extrato foram investigados
guanto aos efeitos sobre a viabilidade celular de fibroblastos L929
conforme descrito no item 4.9. As concentragdes utilizadas neste ensaio
de nanoemulsdo branca, nanoemulsdo EJMO e do extrato utilizado para
incorporacdo na nanoemulsdo foram: 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35
e 0,4%.

4.21 ANALISE DA CICATRIZACAO EM MODELO DE ULCERA
CUTANEA EM CAMUNDONGOS

Camundongos Swiss (2559 peso corpéreo, 4-6 semanas de
idade) foram mantidos em caixas de polipropileno acondicionadas
dentro de gabinetes para biotério (Bonther, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo)
com temperatura ajustada a 23 + 1°C, umidade relativa do ar igual a
50 + 10% e 120 trocas de ar por hora. Os animais foram submetidos a
ciclos de luz 12h/12h claro/escuro. Comida e agua foram fornecidos ad
libitum. Todos os procedimentos realizados com os animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) sob o protocolo CEUA n°
3252200417 (ANEXO A).

No dia do experimento, os camundongos foram anestesiados com
guetamina (Dopalen®, 90 mg/kg) e xilazina (Dopaser®, 15 mg/kg) por
via intraperitoneal. O dorso desses animais foi depilado e uma Unica
Ulcera (6 mm @) foi produzida no local. A epiderme e a derme foram
removidas (modelo de ferida excisional). Apo6s esse procedimento, 0s
animais foram mantidos individualmente em caixas de polipropileno.

Os animais foram divididos em 4 grupos:

- Grupo controle: as Ulceras dos animais foram tratadas
topicamente somente com gel a base de Natrosol ™ 3% (m/v):

- Grupo tratado com EJMO: as Ulceras dos animais foram tratadas
topicamente com extrato hidroalc6olico 50% (v/v, pH 3,6), proveniente
de cascas de jabuticaba preparado em micro-ondas nas concentragfes de
2,5, 5 e 10 %, incorporado ao gel base de Natrosol™ 3%;

- Grupo nanocemulsdo controle: as Ulceras dos animais foram
tratadas topicamente com nanoemulsdes sem a incorporagdo do extrato
hidroalcdolico de cascas de jabuticaba em gel base de Natrosol™ 3%
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- Grupo nanoemulsdo extrato: as Ulceras dos animais foram
tratadas topicamente com extrato hidroalcoolico de cascas de jabuticaba
em micro-ondas incorporado em nanoemulsfes (concentragdo final de
extrato igual a 10%) em gel base de Natrosol™ 3%.

Os tratamentos foram aplicados com o auxilio de uma espatula
diretamente sobre a lesdo imediatamente apds a confecgdo das Ulceras e
também nos dias 3, 5, 7, 9, 12 e 14 pés-ferimento. Primeiramente, 0
fechamento das feridas foi acompanhado até o 18° dia apds a lesdo a fim
de verificar o tempo total de re-epitelizacdo. Anteriormente a cada nova
aplicacdo do tratamento, a regido das Ulceras era higienizada com
solucdo salina.

4.22 IMAGEAMENTO DAS ULCERAS CUTANEAS

A cada aplicacdo do tratamento, imagens das Ulceras foram
coletadas com o auxilio de uma camera digital Sony Cyber-shot DSC-
WX50. O célculo da area das feridas foi realizado com o auxilio do
programa ImageJ versdo 1.42q (National Institute for Health, EUA) e a
taxa de fechamento das Ulceras foi expressa como porcentagem em
relacdo ao tamanho da ferida no dia O.

4.23 COLETA DAS PECAS

Nos dias 2, 5, 7, 9 e 14 apo6s a inducdo da lesdo, animais de cada
grupo foram eutanasiados com sobredose dos anestésicos quetamina
(Dopalen®) e xilazina (Dopaser®). As Ulceras foram removidas do
dorso dos animais com o auxilio de um bisturi.

4.24 CORTES HISTOLOGICOS DAS ULCERAS CUTANEAS
EXPERIMENTAIS

Os tecidos fixados em formol 10% passaram pelo processo de
desidratacdo em soluges alcodlicas, diafanizacdo em xilol e inclusdo na
parafina e posterior corte em microtomo (5 pwm de espessura). Para
coloracdo dos tecidos foram utilizadas solu¢des de hematoxilina-eosina.
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4.25 ANALISE DA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
DURANTE A CICATRIZACAO IN VIVO

As bidpsias retiradas nos dias 2, 5 e 7 apds a inducdo da lesdo de
cada grupo foram congeladas em N, liquido e mantidas em freezer -80°C
até seu uso.

Para as analises enzimaticas, as biopsias coletadas foram
adicionadas a tampao fosfato de sédio 20 mM com cloreto de potéssio
(KCI) 140 mM e EDTA 5 mM, pH 7,4 (1. 10 m/v), para posterior
homogeneizacdo em aparelho Ultra-Turrax®. Apds esse procedimento,
10 puL de Triton X-100 10% (m/v) foi acrescido a cada 100 pL de
homogenato. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm,
10 min, 4°C), os sobrenadantes recolhidos e mantidos em freezer -80°C
para posterior analise da atividade enzimatica.

4.26 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO
DISMUTASE (SOD) EM LESOES CUTANEAS DE
CAMUNDONGOS

A atividade da enzima SOD foi determinada a partir da sua
capacidade de inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetraz6lio cloreto
(NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

O reagente de trabalho utilizado para o ensaio foi preparado
utilizando os seguintes reagentes:

- 120 mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 7,8;

- 13 mM de metionina;

- 75 mM de NBT;

-100 nM EDTA

- 2 uM de riboflavina.

O meio de reacdo permaneceu protegido da luz durante todo o
ensaio.

Em microplaca de 96 pocos foram preparadas as seguintes
solucdes:

- Branca: 10 pL do tampao utilizado a homogeneiza¢do das
amostras, acrescido de 290 pL de reagente de trabalho. Os pog0s com
solucdo branca foram mantidos no escuro durante incubacdo e a média
de suas absorbancias foi subtraida das leituras das demais amostras
quantificadas;
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- Controle: 10 uL da amostra acrescido de 290 pL de reagente de
trabalho. Os pocos com controle foram mantidos diretamente sob
exposicdo a luz durante incubacéo;

- Amostra: 10 pL da amostra acrescido de 290 pL de reagente de
trabalho. Os pogcos com amostras foram mantidos no escuro durante a
incubacé&o.

Apo6s incubagdo por 5 min, as absorbancias foram determinadas
em leitor de microplacas Spectramax 190 (Molecular Devices,
California, EUA) em comprimento de onda de 560 nm. Os resultados
foram expressos em U de SOD/ mg de proteina, sendo que 1 U foi
definida como a quantidade de enzima requerida para inibir 50 % da
fotorredugdo do NBT.

O teor de proteinas das amostras foi mensurado conforme
descrito por BRADFORD (1976).

4.27 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CATALASE EM
LESOES CUTANEAS DE CAMUNDONGOS

A anélise da atividade da enzima catalase nas lesdes dos dias 2, 5
e 7 foram realizadas conforme descrito no item 4.14.

4.28 AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA EM LESOES
CUTANEAS DE CAMUNDONGOS

A quantificacdo da peroxidacdo lipidica considerou a reacdo de
producdo de compostos secundarios do processo de peroxidagdo com o
4cido tiobarbittrico (TBA) (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

O ensaio foi realizado adicionando 200 pL de amostra ou tampao
de homogeneizacdo dos tecidos (solugdo branca) a 50 pL de dodecil
sulfato de sodio (SDS) 8,1% (m/v), 375 pL de acido acético 20% (v/v),
pH 3,5, e 375 uL de 4cido tiobarbitarico (TBA) 0,8% (m/v).

As amostras foram incubadas a 95°C, por 60 min, seguido de
centrifugacdo a 3500 rpm, durante 10 min. O sobrenadante foi coletado
e a absorbancia (A = 535 nm) foi medida em leitor de microplacas
Spectramax 190 (Molecular Devices, Califérnia, EUA). Os resultados
foram expressos em nmol de espécies reativas do acido tiobarbitdrico
(TBARS)/ mg de proteina.

O teor de proteinas das amostras foi determinado conforme
metodologia descrita por BRADFORD (1976).
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4.29 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey na ocorréncia de
diferenca estatistica. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os valores foram expressos como
médias + desvio padrdo, ou medianas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSIGCAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DE
CASCAS DE JABUTICABA

Vegetais usados pela medicina popular sdo considerados
potenciais agentes terapéuticos na prevencdo e tratamento de doencas.
Metabdlitos secundarios, como os compostos fendlicos, presentes nas
plantas e reconhecidos pelos seus efeitos benéficos a salde, podem ser
obtidos através de diversos métodos, sendo possivel potencializar seus
efeitos dependendo da metodologia de extragdo utilizada.

Para obter um bom rendimento de extratos vegetais é necessario
levar em consideracdo alguns fatores como o tipo de solvente utilizado,
0 pH do meio e a metodologia de extragdo. Solventes como metanol,
etanol, acetonitrila e acetona, isoladamente ou misturados a agua, sao
boas opgBes a extracdo de polifendis (TSAO, 2010). Geralmente,
extratos com alto conteldo de antocianinas requerem solventes
organicos acidificados como metanol e etanol. Esses tipos de solventes,
com baixo grau de viscosidade, aceleram a transferéncia dos metabdlitos
da biomassa para o extrato (AJILA et al., 2011). Além disso, solventes,
ou solugbes extratoras com baixo pH favorecem a estabilidade das
antocianinas, na medida em que essas assumem a forma mais estavel de
cation flavilium. De fato, o solvente utilizado na extracdo podera
influenciar a capacidade antioxidante do extrato, ja que esta atividade
geralmente é associada ao contelido de compostos fenolicos (BRGLEZ
MOJZER et al., 2016).

No presente estudo, extratos hidroalcoolicos de cascas de
jabuticaba (pH 3,6) foram obtidos através da exposi¢do das biomassas a
radiacdo por micro-ondas e & ultra-pressdao. Embora ambos 0s extratos
tenham apresentado atividade antioxidante frente a fibroblastos da
linhagem L929, o extrato submetido a extracdo assistida por micro-
ondas (EJMO) foi o escolhido para o presente trabalho. Além da
simplicidade desse método que utiliza apenas um aparelho convencional
de micro-ondas, a diminuicdo no tempo de extracdo é um fator
importante a ser considerado, pois reduz as chances de degradacgdo e
oxidacdo dos compostos. A extracdo em aparelho de micro-ondas leva
em torno de 2,5 min para ser concluida, enquanto o aparelho de ultra-
pressdo requereu no minimo 1 h para completar o processo de extracéo.
Embora o micro-ondas submeta os extratos a altas temperaturas, fator
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gue promove degradacdo de compostos fenélicos e que nao esta presente
na extracdo por ultra-pressdo, realizada a temperatura ambiente, esta
caracteristica pode favorecer a velocidade de transferéncia de massa € a
solubilidade do extrato. Além disso, a alta temperatura também pode
diminuir a viscosidade e a tensdo superficial do solvente utilizado
(BRUNNER, 1994, BRUNNER, 2005).

A extracdo realizada em extrator de ultra-presséo originou 4 tipos
de extratos, consoante aos tempos de exposicao a ultra-pressao, i.e. 1, 2,
3 e 4 h. Todos os extratos foram avaliados quanto aos contelddos de
compostos fenolicos e flavonoides, atividade antioxidante (ensaio com o
radical DPPH), citotoxicidade em fibroblastos L929 murinos e também
em modelo de inducdo de estresse oxidativo em células L929. Esses
resultados encontram-se compilados no artigo intitulado “Cytoprotective
effects of jaboticaba (Plinia peruviana, Poir. Govaerts) fruit peel extracts
against H,O,-induced oxidative stress” anexado na parte final deste
trabalho (Apéndice A).

A caracterizacdo quimica do EJMO mostrou que o contetdo de
polifendis totais foi igual a 633,42 + 66,99 mg equivalentes de é&cido
galico/g de peso seco de extrato. A quantificacdo de flavonoides totais
revelou contetdo de 11,78 + 0,89 mg equivalentes de quercetina/g de
peso seco de extrato. Estudos realizados com varios gendtipos de
jabuticabas mostram uma grande discrepancia nos valores de polifendis
totais da casca deste fruto, e.g., 3,137 mg/g para Plinia trunciflora
(CALLONI et al., 2015) e 11,38 a 55,63 mg/g para Myrciaria cauliflora
(NERI-NUMA et al., 2018). O estudo que mais se aproximou dos
resultados obtidos neste trabalho foi LEITE-LEGATTI et al. (2012) que
encontraram 556,3 mg/g de polifendis em cascas de Myrciaria
jaboticaba.

As andlises a identificacdo de compostos fenolicos e antocianinas
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) apontaram a
presenca de &cido eldgico, cianidina e delfinidina no EJMO. A
quantificacdo destes compostos foi realizada (Tabela 1), sendo que no
caso das antocianinas o extrato sofreu hidrélise 4cida prévia para
obtencdo da fragdo aglicona, uma vez que na natureza estes metabdlitos
secundarios encontram-se em sua forma glicosilada, majoritariamente.
Desta forma, o contetdo de cianidina e delfinidina aqui apresentados se
refere as suas formas agliconas totais.
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Tabela 1 - Quantificagdo de compostos fendlicos e antocianinas deglicosiladas
de extrato de cascas de jabuticaba obtidos em micro-ondas (EJMO) determinado
por HPLC-DAD. Os valores de delfinidina sdo expressos em equivalentes de
cianidina (EC). Dados expressos em média = DP (n = 5).

Cianidina (mg/g) Delfinidina (mg EC/g) Acido eldgico (mg/g)
12,18+ 1,71 1,16=0.16 1,71+ 0,09

Comparativamente a esse trabalho, a antocianina cianidina-3-O-
glicosideo foi encontrada na casca de Muyrciaria cauliflora nas
concentracOes de 12,61 a 19,64 mg/g, enquanto delfinidina-3-O-glicosideo
apresentou valores em torno de 2,69 a 6,35 mg/g (NERI-NUMA et al.,
2018). Em cascas de Myrciaria jaboticaba, cianidina-3-O-glicosideo e
delfinidina-3-O-glicosideo apresentaram valores iguais a 28,663 mg/g e
3,563 mg/g, respectivamente (PLAZA et al., 2016). LEITE-LEGATTI
et al. (2012) encontraram valores de cianidina-3-O-glicosideo iguais a
19,63 mg/g e delfinidina-3-O-glicosideo iguais a 6,34 mg/g na casca da
jabuticaba dessa mesma espécie. O composto fendlico acido elagico foi
encontrado nas concentragfes de 1,2 mg/g e 1,428 mg/g em Plinia
jaboticaba (LAGE et al., 2014, PLAZA et al., 2016) e 3,48 mg/g em
Myrciaria jaboticaba (BATISTA et al., 2014).

A identidade dos compostos fendlicos do EJMO, determinada por
HPLC, foi confirmada através da espectrometria de massa, com padrdes
tipicos de ions moleculares e dos principais fragmentos para a cianidina-
3-O-glicosideo (m/z 449,116 e m/z 287,974), delfinidina-3-O-glicosideo
(m/z 465,196 e m/z 302,928) e &cido elagico (m/z 300,943) (LEITE-
LEGATTI et al., 2012, CALLONI et al., 2015, PLAZA et al., 2016).
CALLONI et al. (2015) descreveu pela primeira vez a presenga do
flavonoide kaempferol (m/z 287,056) no extrato de casca de Plinia
trunciflora através de espectrometria de massa. De interesse, ressalta-se
que nesse trabalho, valor similar de massa aquela descrita pelo autor
supracitado foi encontrada (m/z 287,974), sugerindo a presenca daquele
flavonoide no EJMO.

VariagBes no conteddo de compostos fendlicos encontrados em
extratos vegetais sdo comuns em decorréncia de uma série de fatores
bidticos e abioticos que influenciam na producdo desses bioativos como,
por exemplo, fatores genéticos (BRAVO, 2009), diferencas
interespecificas (DUTHIE et al., 2000), fatores ambientais (intensidade
de luz, calor, seca) e até mesmo o sistema de manejo da cultura
(MANACH et al., 2004).
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52 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DO EJIMO

A atividade antioxidante do EJMO foi avaliada através do ensaio
de inibicdo do radical 2, 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) apds 30 min
de incubacé&o.

O valor de ECs, observado para o EJMO foi de 0,2335 + 0,012
mg/mL no ensaio com o radical DPPH. Estudos com extratos de cascas
de Myrciaria cauliflora, Myrciaria jaboticaba e Plinia trunciflora
mostraram valores de 1Cs a inibi¢do do radical DPPH iguais a 0,04358
mg/mL, 0,04538 mg/mL e 0,35 mg/mL, respectivamente (LEITE-
LEGATTI et al., 2012, CALLONI et al., 2015, NERI-NUMA et al.,
2018).

Existe uma correlagdo positiva entre a atividade antioxidante
mensurada através do sequestro do radical DPPH e a concentragdo do
extrato (R?=0,9699) (Figura 1).

Figura 1 - Atividade antioxidante do EJMO avaliada através do ensaio com o
radical DPPH, ap6s 30 min de exposi¢do. Dados expressos em média + DP (n = 3).
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Fonte: Elaboragdo propria.

Um segundo teste para avaliar a atividade antioxidante do EJIMO
foi realizado através da metodologia ORAC, onde o sequestro do radial
peroxila, gerado pela reacdo entre o dicloreto de 2, 2’-azobis (2-
amidinopropano) (AAPH) e oxigénio atmosférico, é mensurada.
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O EJMO apresentou valor de ORAC igual a 2461,14 + 126,37
umol equivalentes de Trolox/g de extrato (peso seco). Estudos com
cascas de jabuticaba da espécie Myrciaria cauliflora apresentaram
valores de ORAC que variaram de 519,14 até 807 pmol equivalentes de
Trolox/g (NERI-NUMA et al., 2018), enquanto extratos com cascas de
Myrciaria jaboticaba revelaram valores de ORAC iguais a 25514 umol
equivalentes de Trolox/g (LEITE-LEGATTI et al., 2012).

53 VIABILIDADE CELULAR DE FIBROBLASTOS DA
LINHAGEM L929 APOS TRATAMENTO COM EJMO

Ensaios in vitro foram realizados com fibroblastos da linhagem
L929. Essas células sdo fundamentais durante o processo de cicatrizagdo
de feridas, pois sdo elas as Unicas responsaveis pela producdo de novas
moléculas de matriz extracelular no local, em especial coldgeno
(PONNUSAMY et al., 2015).

Numa primeira abordagem, fibroblastos da linhagem L929 foram
testados frente ao EJMO para a determinacdo da viabilidade celular,
apos 24 e 48 h de exposi¢do (Figura 2).

Figura 2 - Viabilidade de fibroblastos, linhagem L929, ap6s 24 e 48 h de
tratamento com extrato de cascas de jabuticaba obtidos com o auxilio de
radiacdo micro-ondas. Dados expressos em média + DP (n=18).
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O EJMO gerou acréscimos significativos da viabilidade celular
na concentracdo de 100 pg/mL durante a exposicdo por 24 h, enquanto
as concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL mostraram-se positivas apds 48
h de incubacdo. De interesse, destaca-se que a partir da concentragdo de
200 pg/mL, o extrato de micro-ondas reduziu a viabilidade celular
acentuadamente.

Aumentos na taxa da viabilidade celular podem indicar inducdo
de proliferacdo pelos compostos testados. A metodologia que utiliza o
reagente MTT ¢ inespecifica para avaliar tal efeito, j& que os resultados
obtidos refletem o estado metabodlico celular, dado que a redugdo do
MTT ¢é dependente de desidrogenases e agentes redutores tais como
nicotinamina adenina dinucleotideo (NADH) encontrados na
mitocéndria (STOCKERT et al., 2012). Por isso, ndo é correto afirmar
gue 0 aumento na viabilidade celular é um indicador de proliferacdo
devido a inespecificidade desse método.

5.4 PROLIFERAGAO CELULAR PELO EJMO EM
FIBROBLASTOS DA LINHAGEM L929

As concentragdes de EJMO que provocaram o aumento da
viabilidade de células da linhagem L929 no experimento com MTT,
foram submetidas ao ensaio utilizando o kit Click-It® Plus EdU para
citometria de fluxo para avaliar a proliferacdo celular. Esse método €
mais preciso para tal fim, porque quantifica a sintese de DNA das
células em replicagdo. Dentre as trés concentragdes de EJMO (25, 50 e
100pug/mL) incubadas junto as células por 24 e 48 h, apenas o
tratamento 100ug/mL - 48 h aumentou a proliferacdo celular de forma
significativa em relacdo ao controle (Tabela 2 — Figura 4D).

Tabela 2 - Porcentagem de células em fase proliferativa ap6s tratamento com
EJMO por 24 e 48 h. Dados expressos em média =+ DP (n = 3). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre tratamentos avaliados no mesmo periodo de
tempo.

Controle (%) 25 ug/mL (%) 50 ug/mL (%) 100 pg/mL (%)
24h 6490=357a 63,67+0,55a 63,60x135a 6440=230a
48h 4977=106a 4870=056a 5243=0.85ab 53,77+264b
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Embora a concentracdo de 100 pg/mL e as concentragGes de 25 e
50 pg/mL tenham aumentado a viabilidade celular apds 24 e 48 h de
incubagdo com o EJMO, respectivamente, nenhuma delas promoveu
proliferacdo de fibroblastos L929 (Tabela 2 — Figuras 3 e 4). Esses
resultados indicam que o extrato de cascas de jabuticaba, rico em
compostos fendlicos, pode estar influenciando o metabolismo celular
mitocondrial promovendo alteracBes nas vias de oxirreducdo, visto que
esses compostos apresentam atividade antioxidante/prd-oxidante
dependendo das condigdes do meio.

Diversos estudos envolvendo polifendis e sua interacdo com a
cadeia de transporte de elétrons, complexo V (ATP sintase), sistemas
antioxidantes enddgenos, sintese de ATP, potencial mitocondrial
transmembrana e biogénese mitocondrial tém sido realizados
(TEIXEIRA et al., 2018). Estudo com o estilbeno resveratrol,
isoladamente ou em conjunto com o0 equol, demonstrou que esses
fitoquimicos aumentam a massa mitocondrial, o conteldo de DNA
mitocondrial, a atividade enzimatica de SIRT1 e a expressdo de PGC1l-a
em HUVEC; esses Ultimos conhecidos como fatores diretamente
envolvidos no controle do metabolismo e biogénese mitocondrial
(DAVINELLI et al., 2013).

Sob o efeito de agentes estressores, extratos ricos em polifendis
sdo capazes de atenuar a disfuncdo mitocondrial, protegendo esta
organela contra o estresse oxidativo induzido em fibroblastos humanos
dérmicos (GIAMPIERI et al., 2014a, GIAMPIERI et al., 2014b,
ALVAREZ-SUAREZ et al., 2017).

Estudo com fibroblastos da linhagem MRC-5 tratados com
extrato de cascas da jabuticaba Plinia trunciflora e submetidos a
estresse oxidativo por H,O,, mostraram valores aumentados da atividade
enzimatica do complexo | da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial e sintese de ATP quando comparados ao controle
estressado (CALLONI et al., 2015).
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Figura 3 - Histograma representativo da porcentagem de células L929 marcadas com o
fluordforo Alexa Fluor® picolyl azide apds 24 h de exposicdo ao EJIMO. (A) Controle,
(B) 25 pg/mL de extrato, (C) 50 pg/mL de extrato e (D) 100pug/mL de extrato.
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Figura 4 - Histograma representativo da porcentagem de células L929 marcadas com o
fluordforo Alexa Fluor® picolyl azide apds 48 h de exposicdo ao EJIMO. (A) Controle,
(B) 25 pg/mL de extrato, (C) 50 pg/mL de extrato e (D) 100pug/mL de extrato.
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55 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EJMO EM CELULAS DA
LINHAGEM L929

A avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos em cultura
celular foi realizada através da indugdo de estresse oxidativo com
peroxido de hidrogénio. O H,O, é um dos produtos encontrados durante
a primeira etapa da cicatrizacdo, resultante da detoxificacdo das espécies
reativas de oxigénio (ERO). Embora seja um importante mensageiro
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secundario, seus niveis precisam ser controlados para evitar danos a
processos celulares, o que ocorre através de sistemas enzimaticos e
moléculas antioxidantes (FINKEL, 1998, STEILING et al., 1999,
GABBITA et al., 2000). A produgdo nédo controlada de ERO e a falha
nas defesas antioxidantes prejudicam a proliferacdo e a migracdo de
fibroblastos dérmicos (DUNNILL et al., 2017).

Previamente & inducdo do estresse oxidativo, uma curva de
concentrac@es de H,O, foi construida para auxiliar na defini¢do da dose
efetiva a diminuicdo de, no minimo, 80% da viabilidade celular (Figura
5). O valor encontrado para tal foi 1 mM.

Figura 5 - Viabilidade de fibroblastos da linhagem L929 tratados com H,0,
durante 24 h.
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Fonte: Elaborag&o prdpria.

O EJMO foi testado quanto a atividade antioxidante de trés
diferentes formas: (a) incubacdo prévia com H,0, por 3 h, seguido por
tratamento com 0s extratos por 24 h; (b) tratamento com o extrato por
24 h, seguido por incubacdo com H,0, por 3 h; (c) tratamento
concomitante com extrato e H,O, por 24 h. A viabilidade celular dos
fibroblastos L929 foi avaliada ao final dos experimentos (Figura 6).
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Figura 6 - Viabilidade de fibroblastos L929 tratados com o0 EJIMO ap6s
exposicao ao H,0, (A), antes da exposic¢do ao H,0,, (B) e concomitante ao
H,0, (C). Dados expressos como mediana (n = 16).
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A inducéo de estresse oxidativo pelo H,O, é um modelo bastante
utilizado para avaliar o efeito citoprotetor de extratos com potencial
antioxidante (BALEKAR et al., 2012, XU et al., 2013, PONNUSAMY
etal., 2015).

O H,0, é uma molécula pequena, ndo carregada que se difunde
facilmente através da membrana celular (DUNNILL et al., 2017) e que
em concentragfes de 0,05 a 0,5 mM causa apoptose em fibroblastos
(TAKAHASHI et al., 2002). O H,0, se mostrou letal as células quando
essas foram expostas a essa substancia na auséncia de incubacdo prévia
com o EJMO e de forma concomitante ao extrato. A morte celular
ocasionada nestes casos pode ser provocada pelo rapido transporte de
H,0, para o meio intracelular que age antes do efeito citoprotetor do
EJMO.

Mesmo para as células submetidas a altas concentragdes de H,0O»,
o0 tratamento prévio com o EJMO foi capaz de gerar mudancas no status
de oxirredugdo que resultaram em citoprotecao.

Compostos fitoquimicos podem induzir estresse ameno que
provoca uma resposta adaptativa benéfica que prepara as células para
uma pronta rea¢do quando submetidas a estresses futuros. Esse processo
recebe o nome de hormese e pode explicar os efeitos observados para o
EJMO em células L929 (CALABRESE et al., 2007, MATTSON, 2008,
LIMA etal., 2011).

CARVALHO et al. (2015) estudaram os compostos fendlicos
diterpénicos acido carndsico (CA) e carnosol (CS) e observaram que a
pré-incubacdo com CS protegeu as células contra a morte induzida por
terc-butil hidroperéxido. As defesas antioxidantes foram avaliadas e
ambos 0s compostos aumentaram 0s niveis de glutationa reduzida
(GSH), heme-oxigenase-1 e a subunidade modulatéria da glutamato-
cisteina ligase através de mudancas no estado de oxirreducdo da célula.
Os autores mostraram que essa mudanca no estado redox ndo foi
promovida pela inducdo de ERO. Além disso, CA e CS aumentaram a
atividade de transcricdo de Nrf2, fator responsavel pela transcricdo de
genes relacionados a enzimas ligadas a resposta ao estresse oxidativo e
citoprotecdo. Efeito citoprotetor similar foi observado por XU et al.
(2013) ao tratar fibroblastos dérmicos de neonatos humanos com
antocianinas provenientes da casca de soja preta.
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5.6 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
EM FIBROBLASTOS DA LINHAGEM L929 APOS
TRATAMENTO COM CIANIDINA-3-O-GLICOSIDEO OU
ACIDO ELAGICO

Cianidina e acido elagico foram identificados como os principais
compostos presentes no EJMO. Para verificar se a atividade
antioxidante/pré-oxidante daquele extrato sobre fibroblastos L929
mediante estresse oxidativo induzido por H,O, acontece pela influéncia
de um desses dois componentes, 0s padrdes de cianidina-3-O-glicosideo
e 4cido eldgico foram testados de forma isolada. Antes da avaliagdo da
atividade antioxidante, as células L929 foram submetidas a ensaio de
viabilidade celular onde foram expostas por 24 h a esses dois
compostos. As concentra¢gdes de cianidina-3-O-glicosideo e &cido
elagico utilizadas nos experimentos foram calculadas a partir da
guantidade existente desses fitoquimicos no EJMO. As concentracdes de
25, 50 e 100pg/mL de extrato testadas nas células equivalem a 0,24475;
0,4895 ¢ 0,979 pg/mL de cianidina-3-O-glicosideo, respectivamente,
enquanto para o acido eldgico os valores correspondentes sdo 0,0412;
0,0823 ¢ 0,1646 pg/mL, respectivamente.
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Figura 7 - Viabilidade de fibroblastos, linhagem L929, ap6s 24 h de tratamento
com cianidina-3-O-glicosideo ou acido elagico (A). Viabilidade de fibroblastos,
linhagem L929, ap6s 24 h de tratamento com cianidina-3-O-glicosideo ou cido
elagico seguido por exposicdo ao H,0, (B). Concentragdes dadas em equivalentes
de EIMO (eq EIMO), onde 25, 50 e 100 pg/mL de extrato representam 0,24475;
0,4895 € 0,979 pg/mL de cianidina-3-O-glicosideo, respectivamente. Para o acido
elagico, tais valores correspondem a 0,0412; 0,0823 e 0,1646 pug/mL,
respectivamente. Dados expressos como mediana (n = 24).
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A viabilidade das células L929 manteve-se em torno de 100%
para as concentragdes de acido elagico equivalentes a 25 ¢ 50 pg/mL de
extrato, ocorrendo um declinio ndo significativo na concentracdo de 100
ug/mL (Figura 7A). Ja para a cianidina-3-O-glicosideo as concentragdes
equivalentes a 50 e 100 pg/mL de extrato mostraram uma queda
significativa na viabilidade celular comparativamente ao controle e a
concentracdo equivalente a 25 pg/mL de extrato (Figura 7A).

O estudo do potencial antioxidante da cianidina-3-O-glicosideo e
acido elégico sobre fibroblastos L929 mostrou que a exposi¢do prévia
por 24 h a esses compostos, seguida por incubagdo com H,0,, ndo foi
capaz de proteger as células contra o estresse oxidativo como observado
para 0 EJMO. Concentrages de cianidina-3-O-glicosideo equivalentes a
25 e 100 pg/mL de extrato apresentaram viabilidade celular
significativamente maior que o controle, porém ndo houve citoprotecéo,
ja que mais de 95% das células tratadas com essas concentracdes
sofreram morte celular (Figura 8B). Desta forma, é possivel concluir que
o efeito citoprotetor apresentado pelo EJMO ndo é causado por
compostos isolados, mas sim pelo conjunto de fitoquimicos que o
compdem. Efeito similar foi observado no estudo de DAVINELLI et al.
(2013), onde 0 aumento da massa mitocondrial em HUVEC foi induzido
apenas pelo resveratrol e ndo pelo equol, porém a combinacdo desses
dois compostos produziu efeito melhor que resveratrol testado
isoladamente. Ainda nesse estudo, os mesmos resultados foram obtidos
guando a atividade enzimatica de SIRT1 e a expressdo de PGCl-a
foram avaliadas. Estes fatores estdo envolvidos na biogénese
mitocondrial.

Estudos com polifendis e atividade anticaAncer mostraram que
combinagdes desses compostos produzem melhores resultados que
compostos isolados (DE KOK; VAN BREDA; MANSON, 2008,
FANTINI et al.,, 2015). Tais combinagdes preservam os efeitos
individuais de cada componente, mas também promovem efeito
sinérgico entre os constituintes fazendo com que as doses efetivas
requeridas sejam menores (diminuicdo da toxicidade) (BRGLEZ
MOJZER et al., 2016).
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5.7 ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
CE@U LAS DA LINHAGEM L929 TRATADAS COM EJMO
APOS INDUCAO DE ESTRESSE OXIDATIVO POR H,0,

Apo0s constatar o efeito citoprotetor do EJMO frente a exposicao
ao H,0,, a atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase (GPx),
obtidas a partir de homogenatos de fibroblastos L929, foi mensurada.

As células L929 foram tratadas somente com EJMO por 24 h, ou
com o EJMO, seguido por exposi¢do ao H,O, durante 15, 30, 60, 120 e
180 minutos.

N&o houve diferencga estatistica entre os tratamentos quando as
células L929 ndo foram expostas ao H,O,. As células tratadas com 100
pog/mL de extrato apresentaram atividade de catalase aumentada
gradativamente a partir da exposi¢do ao H,O, por 15 min, atingindo o
maximo da atividade enzimatica aos 60 min de incubacdo, decaindo
subsequentemente até alcangar valor igual ao seu respectivo controle,
aos 180 minutos. Essa concentracdo, aos 30 min de exposi¢do ao H,05,
aumentou a atividade de catalase de forma significativa em relagdo ao
controle. Depois de 60 min de incubacdo com H,0,, o tratamento das
células com 100 pg/mL de EJMO apresentou valores significativamente
aumentados de atividade enzimatica quando comparado ao controle e
aos outros tratamentos em diferentes concentracGes. Aos 120 min de
incubacdo com H,0,, os tratamentos com 25 pg/mL e 100 pg/mL
revelaram valores similares, elevando de forma significativa a atividade
da catalase em relacdo ao controle e a concentracdo de 50 pg/mL
(Figura 8A).

O tratamento de 100 pg/mL de EJMO, subsequente & exposicao
celular por 60 min ao H,0O, foi significativamente superior na atividade
enzimatica que os demais tratamentos na mesma concentracdo, quando
incubados por 15, 30 e 180 min com H,0, e também aquele ndo exposto
ao agente oxidante. As maiores atividades enzimaticas dos controles e
dos tratamentos com EJMO foram observadas nos tempos de incubacéo
com H,O, aos 30, 60 e 120 min, sendo estes controles e as
concentragBes de 50 e 100 pg/mL significativamente maiores que 0s
outros controles e tratamentos na mesma concentracdo submetidos a
incubacdo com H,0, durante 15 e 180 minutos e também aqueles néo
expostos. Nenhuma das concentra¢fes de EJIMO testadas nos diferentes
tempos de incubacdo com H,0O, e também aquelas ndo expostas
apresentaram atividade enzimatica significativamente diminuida em
relacdo aos controles nas mesmas condigdes (Figura 8A).
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O aumento da atividade de catalase ap0s exposicdo a agentes
estressores € uma resposta induzida por compostos fendlicos.
Fibroblastos humanos expostos a proantocianiadinas de extrato de casca
de caqui por 24 h, seguido por desafio com H,O, por 1 h, apresentaram
aumento da atividade de catalase e glutationa redutase em relacdo aos
controles como resposta ao estresse oxidativo (YOKOZAWA,; SATOH,;
KIM, 2013). Extratos de acerola mostraram efeito similar sobre a
atividade de catalase de fibroblastos quando expostos por 24 h ao
extrato, seguido por 24 h de incubacdo com o indutor de estresse AAPH
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2017).

Quando fibroblastos de aorta de Psammomys obesus foram
expostos ao H,O, por 6 h, seguido por tratamento com quercetina ou
resveratrol por 24 h, a atividade da enzima catalase apresentou-se
diminuida em relagdo ao controle incubado apenas com H,0, e
aumentada quando comparada as células tratadas somente com
quercetina ou resveratrol (BOUMAZA et al., 2016). Especula-se que a
mudanca na ordem de exposi¢do ao agente estressor e ao extrato tenha
mudado a dindmica de indug&o enzimatica.

A catalase é uma das enzimas da primeira linha de defesa
antioxidante e esta envolvida na adaptacdo, citoprotecdo e inibicdo de
apoptose em fibroblastos ap6s repetitivas exposicdes a baixas
concentracdes de H,O, (SEN et al., 2003).
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Figura 8 - Atividade de catalase (A) e glutationa peroxidase (GPx) (B) de
células L929 tratadas com EIJMO por 24 h nas concentragdes de 25, 50 e 100
pg/mL seguido ou ndo por exposicao ao H,O, por diferentes tempos (15, 30, 60,
120 e 180 minutos). Dados expressos em média £ DP (n = 6).
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Com relagdo a atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx),
observou-se que as células L929 ndo expostas ao H,0, apresentaram
atividade enzimatica aumentada do controle, diferindo este
significativamente das concentracGes de 25 e 100 pg/mL de EJMO. Este
comportamento mudou a partir dos 15 min de exposi¢do das células ao
H,0,, quando os controles apresentaram valores de atividade enzimatica
igual ou menor aqueles de células tratadas com diferentes concentragdes
de EJMO, exceto aos 180 min de exposicdo ao H,O,, quando 0s
tratamentos com 25 e 100 pg/mL de EJMO apresentaram valores
significativamente menores que seu respectivo controle. Células tratadas
com 50 pg/mL de EJMO apresentaram atividade de GPx
significativamente aumentada em relagdo ao controle e as demais
concentracdes testadas de EJMO, ap6s 60 min de exposi¢do ao H,0,.
Essa mesma concentracdo também aumentou de forma significativa a
atividade enzimdtica para o tempo de exposi¢do de 120 min ao H,0,. Ja
a concentracdo de 100 pg/mL de EJMO provocou aumento da atividade
de GPx em relacdo ao controle depois de 15 min de estresse oxidativo
induzido. Apds 60 e 120 min de incubacéo com H,0,, o tratamento com
100 pg/mL de EJMO determinou aumento significativo da atividade da
enzima, comparativamente aos demais tratamentos (Figura 8B).

A concentracdo de 100 pg/mL de EJIMO também foi a Unica que
aumentou a atividade de GPx significativamente, em comparacdo as
mesmas concentragdes submetidas a diferentes tempos de incubacgéo
com H,0, e também aquela ndo exposta. Assim como observado para a
enzima catalase, o tratamento com 100 pg/mL de EJMO promoveu a
maior atividade de GPx dentre todos os tratamentos expostos ou ndo aos
diferentes tempos de H,0, (Figura 8A e B). Para ambas as enzimas, esse
pico de atividade enzimética ocorreu ap6s 60 min de exposi¢édo ao H,0,.
Todavia, ressalta-se que a atividade de GPx nas células tratadas com 100
pug/mL de EJMO foi seis vezes maior que a observada para catalase.

A atividade da enzima GPx, assim como visto para a catalase,
também é modulada por compostos fenolicos em células submetidas ao
estresse oxidativo. Estudos com fibroblastos dérmicos de camundongos
tratados com o0 agente estressor nitrato e quercetina simultaneamente por
4 e 6 dias, revelaram aumento na atividade de GPx, enquanto a adi¢ao
de quercetina ou nitrato de forma isolada ndo causou tal efeito,
comparativamente ao controle (KURZEJA et al., 2014). BARONI et al.
(2012) também observou aumento da atividade de GPx em leveduras
expostas a diferentes tipos de vinhos na presenca de H,0,.

A curva de tempo-resposta construida com H,O, nos tempos de
15, 30, 60, 120 e 180 min de exposic¢ao, seguida pela quantificacdo das
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atividades das enzimas catalase e glutationa peroxidase foi inspirada na
curva de Michaelis-Menten a fim de descobrir a velocidade de consumo
do substrato a partir da atividade enzimatica e, dessa forma, determinar
0 tempo 6timo de agdo dessas enzimas.

Os dados obtidos através da atividade enziméatica corroboram
com aqueles obtidos no experimento onde fibroblastos L929 foram
expostos ao H,O, por 180 min e mantiveram altas taxas de viabilidade.
O melhor resultado de citoprotecdo foi obtido com 100 pg/mL de
EJMO, a mesma concentra¢do que proporcionou as maiores atividades
de catalase e GPx, principalmente aos 30, 60 e 120 min e 15, 60 e 120
min para catalase e GPx, respectivamente, ap6s exposi¢do ao H,0,.

Os resultados das medidas de atividades enziméticas evidenciam
gue a citoprotecdo ocasionada pelo extrato em células L929, ap6s 180
min de exposi¢do ao H,0,, é resultado das atividades aumentadas de
catalase e GPx, iniciada ao 30 e 15 minutos, respectivamente, apds
adicéo do agente estressor.

O conceito de hormese parece apropriado para explicar o
comportamento das enzimas antioxidantes em células tratadas apenas
com extrato, ou com extrato e H,O,. Os grupos onde fibroblastos L929
foram submetidos apenas ao EJMO apresentaram atividade de catalase e
GPx igual ou menor aquela observada no controle. Quando expostas ao
H,0,, as células apresentaram aumento da atividade enzimética para
alguns tratamentos. Isso reforga a ideia de que os extratos de cascas de
jabuticaba podem provocar um estresse brando nas células que, no
primeiro momento, ndo causa aumento na atividade enzimatica, porém
ativa as defesas antioxidantes das células. Em um segundo momento,
guando desafiadas pelo H,0,, as células prontamente se protegem contra
0 estresse oxidativo induzindo o aumento de suas defesas enzimaticas.

58 MIGRACAO DE FIBROBLASTOS DA LINHAGEM L929
APOS TRATAMENTO COM O EJMO

A capacidade de induzir a migracdo celular do EJMO foi
investigada em fibroblastos L929 ap6s rompimento da monocamada
celular, seguido por 12 h de tratamento.

Este experimento é amplamente utilizado como método de
andlise da atividade cicatrizante ja que a lesdo causada nas células in
vitro mimetiza aquela de lesGes cutaneas, desencadeando o aumento dos
teores de fatores de crescimento e citocinas no local da lesdo, os quais
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induzem aa migracdo e proliferacdo celular nas bordas da ferida
(LIANG et al., 2007).

Figura 9 - Micrografias dpticas de fibroblastos L929 (40x) apds o experimento de
migragdo celular. Tempo 0, imediatamente apds a ranhura (A), Controle (B), 0,5
pg/mL (C), 5 pg/mL (D), 25 pg/mL (E), 50 pg/mL (F) e 100 pg/mL (G), apds 12
h de tratamento com o extrato de cascas de jabuticaba em micro-ondas (n=8).

Fonte: Elaborag&o prdpria.

Tabela 3 - Largura da ranhura (um) e taxa de migracéo celular (%) de
fibroblastos L929, nos tempos 0 e 12 h de tratamento com o EJMO. Dados
expressos em média £ DP (n=8). N4o foi observada diferenga estatistica entre
0s tratamentos.

Largura da ranhura (um) Taxa de migragio (%)

Tempo 0 859,97+ 1139 0

Controle 246,73 = 62,84 .31 E73
0.5 ug/mL 157,56 = 53,58 81,68 £6,23

5 ug/mL 261,91 =99,32 69,54 11,55

25 pg/mL 263,36 =734 71,42 + 8,53

50 pg/mL 245,79 = 138,65 69,37 = 16,12
100 ug/mL 183.31+91.15 78,57+ 10,6

Embora as concentracdes de 0,5 e 100 pg/mL tenham aumentado
a taxa de migracdo celular (Tabela 3; Figura 9), a diferenca ndo foi
significativa comparativamente ao controle. Dessa forma, o EJIMO néo
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promoveu migracdo celular, porém induziu a proliferacdo de
fibroblastos L929 como constatado através do experimento com o EdU
(Tabela 2). Estes dois eventos sdo muito importantes durante o processo
cicatricial, principalmente durante a segunda fase, i.e., a etapa de
formacAo tecidual (SCHAFER; WERNER, 2008).

59 VIABILIDADE CELULAR DE QUERATINOCITOS DA
LINHAGEM HaCat APOS TRATAMENTO COM O EJMO

Queratindcitos da linhagem HaCat foram expostos ao EJMO para
determinacdo da viabilidade celular apds 24 e 48 h de tratamento
(Figura 10).

Figura 10 - Viabilidade de queratindcitos, linhagem HaCat, apos 24 e 48 h de
tratamento com o EJMO. Dados expressos em média £ DP (n = 18).
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Letras distintas nas barras cinzas escuras indicam diferencas significativas entre
os tratamentos incubados por 24 h, enquanto as letras diferentes nas barras
cinzas claras revelam discrepancias significativas entre os tratamentos
incubados por 48 h.

Fonte: Elaboracdo propria.
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Neste ensaio nenhuma das concentragfes testadas de EJMO
induziu aumento significativo da viabilidade de queratindcitos da
linhagem HaCat, durante 24 e 48 h de incubag&o.

Concentrages iguais ou maiores que 0,4 mg/mL de EJMO
diminuiram significativamente a viabilidade celular, comparativamente
ao controle, apds 24 horas de incubagdo. Por outro lado, conteldos
iguais ou maiores a 0,2 mg/mL do extrato reduziram significativamente
a viabilidade de queratindcitos quando expostos por 48h em relacdo ao
controle. O tratamento com 1 mg/mL de EJMO — 48h determinou 70%
de reducdo da viabilidade dos queratindcitos, diferindo de forma
significativa do controle e das demais concentragdes de extrato testadas
neste mesmo tempo.

De interesse, ressalta-se que 0 EJMO mostrou-se menos toxico
aos queratindcitos quando comparado aos fibroblastos L929.
Fibroblastos quando expostas ao EJMO na concentracéo de 0,2 mg/mL
por 24 e 48 h, apresentaram viabilidade celular menor que 20%.

5.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EJMO EM
QUERATINOCITOS DA LINHAGEM HaCat

Variadas concentraces do EJMO foram testadas quanto a
atividade antioxidante em queratindcitos da linhagem HaCat. A
metodologia adotada foi a mesma em relagdo aos fibroblastos da
linhagem L929, onde as células foram submetidas a trés tratamentos:
(a) incubagdo prévia com H,O, por 3 h seguido por exposi¢ao ao extrato
por 24 h; (b) incubacdo com o extrato por 24 h seguido por exposicao ao
H,0, por 3 h; (c) incubacdo com extrato e H,O, por 24 h de forma
concomitante. A viabilidade celular foi avaliada ao final dos
experimentos.
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Figura 11 - Viabilidade de queratindcitos da linhagem HaCat tratados com
EJMO ap6s exposicdo ao H,0, (A), antes da exposic¢do ao H,0,, (B) e
concomitante ao H,0, (C). Dados expressos como mediana (n = 12).

A%

8 8 3

Viabilidade celular (%)
-
(=]

3 8 8 8

-
(-1
L

Viabilidade celular (%)

3 8 8 8

Viabilidade celular (%)
s

Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre os grupos testados.
Fonte: Elaborag8o prdpria.

Embora a exposi¢cdo concomitante do extrato ao H,O, tenha
apresentado diferenca significativa entre algumas concentragdes e o
controle, os trés diferentes tempos de exposicdo ao EJMO ndo
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alcangaram valores de sobrevivéncia celular maior que 20%. Nesse
experimento, valores iguais ou menores que 20% de viabilidade celular
foram declarados como morte celular (Figura 11).

Os resultados obtidos com fibroblastos L929 neste experimento
de avaliacdo da atividade citoprotetora diferiram em relagdo ao
observado para os queratindcitos, visto que a citoprotecdo nao ocorreu
quando as células foram previamente expostas ao extrato e em seguida
ao agente estressor. Desta forma, a hipotese de que os extratos estariam
ocasionando uma mudanca no estado de oxirreducdo da célula que a
prepara para estresses futuros, i.e. hormese, nao é valida quando se trata
de queratindcitos da linhagem HaCat.

Resultados de citoprotecdo com queratindcitos submetidos ao
estresse oxidativo induzido por H,O, foram encontrados por XU et al.
(2013) com extratos de cascas de semente de soja e LIU et al. (2016)
gue testou curcumindides de forma isolada. Esse Gltimo autor relata que
a inducdo de estresse oxidativo mediada por H,O, mimetiza a apoptose
induzida por radiacao ultravioleta (UV), via aumento dos conteldos de
ERO em queratindcitos. Devido ao fato dessas células comporem a
camada mais externa da pele e, por isso, estarem diretamente expostas a
radiacdo UV, grande parte dos estudos envolvendo estresse oxidativo e
gueratindcitos utiliza como agente estressor os raios ultravioleta.

5.11 ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
QUERATINOCITOS DA LINHAGEM HaCat TRATADOS
COM O EJMO APOS INDUGAO DE ESTRESSE OXIDATIVO
POR H,0,

O estudo da atividade das enzimas antioxidantes catalase e
glutationa peroxidase (GPx) também foi realizado com os
gueratindcitos. Para este experimento as células foram submetidas a dois
tipos de tratamentos: (a) exposi¢do ao EJMO por 24h, ou (b) incubacéo
com o extrato por 2,5 h seguido por exposi¢do ao H,O, por 2 h.

A atividade da catalase mensurada em homogenatos de
gueratindcitos apresentou valores aumentados quando exposta ao
EJMO, seguido por H,0,. Nessas condi¢des, as concentracdes de 1 e 50
pug/mL promoveram aumento significativo da atividade da catalase. A
exposicdo das células a 1 pg/mL EJMO alterou a atividade da catalase
de modo significativo em relagdo aos demais tratamentos, expostos ou
ndo ao H,0,. Enquanto o tratamento das células com 50 pg/mL de
EJMO mostrou-se distinto na atividade catalitica em relacdo ao controle



82

e & concentracdo de 10 pg/mL, sem exposi¢do ao H,O,. A atividade da
catalase do grupo controle e dos tratamentos de células expostos
somente ao EJMO por 24 h foi estatisticamente igual (Figura 12A).

Figura 12 - Atividade de catalase (A) e glutationa peroxidase (GPx) (B) de
queratinécitos da linhagem HaCat tratados com EJMO por 24 h, nas concentragdes de
1, 10 e 50 pg/mL, ou tratados com extrato nessas mesmas concentragdes por 2,5 h,
seguido por 2 h de exposicdo ao H,0,. Dados expressos em média = DP (n = 6).
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Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos expostos ou
nao ao H,0,.
Fonte: Elaboracdo propria.
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A glutationa peroxidase também apresentou valores de atividade
inferiores nas células ndo estressadas com H,O,, ndo havendo diferenca
estatistica entre este grupo. Ja as células expostas ao H,O, mostraram
aumento significativo na atividade de GPx quando tratadas com controle
e extrato na concentracdo de 1 pug/mL. Embora estes dois tratamentos
ndo tenham diferido entre si, ambos foram significativamente diferentes
de todos os outros testados expostos ou ndo ao H,O, (Figura 12B).

Assim como o observado no comportamento das enzimas
antioxidantes mensuradas em fibroblastos L1929, uma mesma
concentracdo de EJMO propiciou 0s maiores valores de atividade
enzimatica tanto para catalase como para GPx em queratindcitos
expostos ao H,0, (concentracdo de 100 pg/mL para fibroblastos e 1
pg/mL para queratindcitos). Os extratos nas concentracdes de 100
pug/mL para fibroblastos e 1 pg/mL para queratindcitos apresentaram
maiores valores de atividade para GPx, sendo os valores 6 e 6,5 vezes
maiores que o observado para catalase em fibroblastos e queratindcitos,
respectivamente. Entretanto, diferentemente do observado em
fibroblastos 1929, a atividade de GPx se mostrou igual ou
significativamente menor aquela observada para o controle em
queratindcitos expostos ao H,0,. LIU et al. (2016) estudaram a
atividade de GPx em queratindcitos ap6s tratamento com
curcumindides, seguido por inducéo de estresse oxidativo por H,O,, e
encontraram valores aumentados desta enzima em relacdo ao controle.
Os autores atribuiram o efeito citoprotetor dos curcumindides em
queratindcitos a redugdo dos teores intracelulares de ERO
proporcionado pela GPx.

Queratindcitos induzidos ao estresse oxidativo através de
radiacio UVB e tratados com formulagBes de Silybum marianum
apresentaram atividades de catalase, GPx e super6xido dismutase
aumentadas (FEHER et al., 2016).

5.12 CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO DO EJMO

Uma nanoemulsdo foi desenvolvida a partir do EJIMO a fim de
avaliar se essas estruturas podem potencializar os efeitos biolégicos do
extrato, quando aplicadas topicamente a lesfes cutdneas no dorso de
camundongos.

Para a caracterizacdo da nanoemulsdo, propriedades como
didmetro médio da particula, indice de polidispersdo e potencial Zeta
foram avaliadas (Tabela 4). Além disso, também foram mensurados os
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contetidos de polifendis totais e flavonoides da nanoemulsdo controle
(sem adicdo de EJMO), nanoemulsdo contendo EJMO e do extrato
utilizado a confeccdo da nanoemulsao (Tabela 5).

Tabela 4 - Diametro médio (nm), indice de polidisperséo e potencial Zeta das
nanoemulsdes controle e EJMO. Dados expressos em média + DP (n = 3).

Didmetro médio Indice de Potencial Zeta

(nm) polidispersdo (mV)
Nanoemulsio controle 196,10 =324 0,137 = 0,043 -15,20 = 0,55
Nanoemulsio ETMO 177,30 = 0,40 0,150 = 0,024 -43,30 1,30

Tabela 5 - Conteldos de polifenois e flavonoides totais (mg/mL) da
nanoemulséo controle, nanoemulsdo EJMO e somente EJMO. Dados expressos
em média £ DP (n = 3).

Polifendis totais (mg/mL) Flavonoides totais (mg/mL)
Nanoemulsio controle 0,1=0,0 0,00013 = 0,00015
Nanoemulsio ETMO 1,65=0,12 0,26 = 0,03
EIMO 19,05=1,08 1,33 0,07

O potencial Zeta ¢ um parametro indicador de estabilidade que
leva em consideracdo a carga superficial das nanoemulsdes. Muitas
cargas presentes na superficie da nanoemulsdo podem gerar repulsao
entre as gotas de 6leo, por isso valores acima de 30 mV (valor absoluto)
apontam boa estabilidade da suspensdo coloidal, prevenindo agregacdo e
desestabilizacdo (AMIJI, 2006, JADHAV; KATE; PAYGHAN, 2015).

O indice de polidispersdo é uma varidvel indicativa da
homogeneidade dos tamanhos de nanoemulsdo obtidos. Para essa
medida, valores menores que 0,2 indicam monodispersdo, ou seja, a
predominéncia de apenas um intervalo de tamanhos. A nanoemulséo
EJMO mostrou-se dentro de todos esses parametros, i.e., potencial Zeta
e indice de polidisperséo.

A nanoemulséo do extrato de jabuticaba obtido com o auxilio de
extrator de ultra-pressao (3h) apresentou valores de compostos fendlicos
totais igual a 0,293 mg/mL e de flavonoides igual a 0,0213 mg/mL
(MAZZARINO et al., 2017). O extrato utilizado a formulacdo da
nanoemulsdo supracitada mostrou valores de polifendis e flavonoides
iguais a 2,181 mg/mL e 0,515 mg/mL, respectivamente. Os resultados
das anélises quimicas para a nanoemulsdo incorporada com EJMO
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evidenciaram que essa foi bastante superior a nanoemulsdo produzida
com extrato de cascas de jabuticaba obtido por ultra-pressao.

5.13 CITOTOXICIDADE DA NANOEMULSAO FEITA COM O
EJMO EM FIBROBLASTOS DA LINHAGEM L929

Quando as nanoemulsdo controle, nanoemulsdo EJMO e EJIMO
foram incubados por 24 h com fibroblastos L929, todas as
concentracbes  testadas de nanoemulsdo EJMO  diferiram
significativamente dos demais tratamentos, exceto na concentragdo de
0,05%, onde a nanoemulsdo EJMO mostrou-se semelhante ao EJMO.
Ambas as nanoemulsdes aumentaram a viabilidade celular acima de
100% até a concentracdo de 0,25%. Na concentragdo de 0,3%, a
nanoemulsdo EJMO reduziu drasticamente a viabilidade de fibroblastos
L929, enquanto a nanoemulsdo controle manteve a viabilidade celular
em torno de 100% até a concentracdo de 0,35%. A nanoemulsdo EJMO
aumentou significativamente a viabilidade celular quando comparada
aos outros dois tratamentos nas concentragdes iguais a 0,1%, 0,15%,
0,2% e 0,25%. Por fim, o EJMO também aumentou a viabilidade
celular acima de 100% nas concentracdes de 0,05% e 0,1%, diferindo de
forma significativa da nanoemulsdo controle. Na concentragdo igual a
0,15% a viabilidade dos fibroblastos decaiu para 60% (Figura 13A).
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Figura 13 - Viabilidade de fibroblastos, linhagem L929, apds 24 h (A) e 48 h
(B) de tratamento com nanoemulsdo controle, nanoemulsdo EJMO e EJMO.
Dados expressos em média = DP (n = 9).
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** indica p<0,05, para concentracfes iguais de nanoemulséo controle,
nanoemulsdo EJMO e EJMO.

Fonte: Elaboracdo propria.
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Quando as células foram expostas por 48 h a nanoemulsdo EJMO
nas concentragdes de 0,05% e 0,15% um aumento significativo na
viabilidade celular foi observado, a primeira somente em relacdo a
nanoemulsdo controle e a segunda em relacdo aos outros tratamentos
testados. Quando os fibroblastos foram expostos por 48 h a
nanoemulsdo EJMO, a concentracdo necessaria para diminuir 30% da
viabilidade celular foi menor que aquela observada durante incubacéo
por 24 h. J& para 0 EJMO, o decréscimo na viabilidade dos fibroblastos,
tanto para 24 como para 48 h de exposi¢cdo, continuou sendo na
concentracdo igual a 0,15% (Figura 13A e B).

A nanoemulsdo controle diferiu significativamente daquela
contendo o EJMO e também desse extrato a partir da concentracdo
0,2%, com valores de viabilidade celular aumentados (Figura 13B).
Desta forma é possivel constatar que a nanoemulsdo EJMO é menos
citotoxica que o EJMO. Estes resultados sdo considerados relevantes, na
medida que a utilizacdo de fibroblastos L929 para a avaliacdo de
citotoxicidade de nanoemulsdes é um modelo bastante difundido na
literatura (BENNET; KIM, 2013, HONG et al., 2017).

5.14 POTENCIAL CICATRIZANTE DE EXTRATOS E
NANOEMULSAO DE CASCAS DE JABUTICABA

Os efeitos dos extratos e nanoemulsdo de cascas de jabuticaba
foram avaliados em modelo de ferida cutanea contratil em dorso de
camundongo. Foram feitas lesdes de 6 mm de didmetro e a taxa de
fechamento foi mensurada durante os dias 0, 3, 5, 7, 9 e 12 apds a leséo.
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Figura 14 - Taxa de ocluséo de lesdes no dorso de camundongos tratadas com
controle, controle nanoemulsdo, nanoemulsdo EJMO e EIMO 2,5%; 5% e 10%,
durante 12 dias ap6s o ferimento. Dados expressos em média + DP (n = 16).
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* indica diferenca estatistica entre EJIMO 5% e nanoemulsdes controle e EIMO
(p<0,05) no sétimo dia apos lesdo;

** indica diferenca estatistica entre EJMO 10% e nanoemulsdes controle
(p<0,01) e EJMO (p<0,05) no nono dia apds lesdo.

Fonte: Elaborag8o prdpria.

Nenhum dos tratamentos testados aumentou a taxa de oclusdo das
lesbes ao longo do tempo estudado. Os tratamentos EJMO 5% e 10%
apresentaram feridas significativamente maiores em relacdo aquelas
tratadas com as nanoemulsdes controle e EJMO, nos dias 7 e 9 apés a
indugdo da lesdo, respectivamente (Figura 14). Extratos de Artemisia
campestres, Rhodiola imbricata, Leea macrophyla e o composto isolado
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curcumina, aplicados de forma topica em roedores, promoveram a
cicatrizacdo das Ulceras de forma mais rapida que os controles ndo
tratados através de melhora na contracdo das feridas e diminuicdo do
tempo de re-epitelizacdo (PANCHATCHARAM et al., 2006; GUPTA et
al., 2007; GHLISSI et al., 2016; JOSHI et al., 2016).

5.15 ANALISE HISTOLOGICAS DAS LESOES DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM EXTRATOS E
NANOEMULSAO DE CASCAS DE JABUTICABA

As laminas histoldgicas das lesbes no dorso de camundongos
tiveram como finalidade o acompanhamento da regeneragdo tecidual a
nivel celular. Por isso as bidpsias foram coletadas em diferentes dias
apos a lesdo para que todas as fases do processo cicatricial pudessem ser
avaliadas através da observacdo da presenca de infiltrado inflamatdrio,
neovascularizagdo e fibroblastos migratorios.

O leito da ferida compreendeu o local delimitado pelas bordas da
lesdo.

No 2° e 5° dia ap6s a lesdo, a ferida possui baixa densidade
celular a ndo ser pela presenca de infiltrado inflamatério que chega até o
local lesionado a partir das bordas da ferida e se dispde pela hipoderme.

A neovascularizacdo comegou a ficar evidente nas imagens a
partir do 5°, 7° e 9° dia apds a lesdo para os grupos EJMO 10%,
nanoemulsdo extrato e nanoemulsdo controle, respectivamente. No
restante dos tratamentos, tais estruturas ndo foram identificadas.

Todos os tratamentos apresentaram presenca de fibroblastos
desde o inicio da lesdo, aumentando a densidade dessas células
geralmente a partir do 7° dia apds ferimento.

E possivel observar que nos dias 9 e 14 apds a lesdo a derme
apresenta-se mais espessada sobre a hipoderme.

No 14° dia as feridas encontram-se totalmente re-epitelizada.
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Figura 15 - Micrografias opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos dois dias do ferimento. Controle extrato 200x (A) e 400x (B) de aumento. LF:
leito da ferida; H: hipoderme. Setas pretas verticais indicam a presenga de células
inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 16 - Micrografias opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos apds
cinco dias do ferimento. Controle extrato 200x (A) e 400x (B) de aumento. Bo: borda
da ferida; H: hipoderme. Setas pretas verticais indicam a presenga de células

inflamatorias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).
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Fonte: Elaboracéo propria.



92

Figura 17 - Micrografias épticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos sete dias do ferimento. Controle extrato 200x (A) e 400x (B) de aumento.
LF: leito da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 18 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apds nove dias do ferimento. Controle extrato 200x (A) e 400x (B) de aumento.
Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células

inflamatdrias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Py = 5 B

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 19 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos catorze dias do ferimento. Controle extrato 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos; setas vermelhas mostram neovascularizagéo (n = 3).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 20 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos dois dias do ferimento. Extrato EJIMO 2,5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. li: infiltrado inflamatorio. Setas pretas indicam a presenca de células
inflamatérias (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 21 - Micrografias épticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos cinco dias do ferimento. Extrato EJIMO 2,5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam
a presenca de células inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam
fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 22 - Micrografias Opticas das lesbes cutaneas do dorso de camundongos
apos sete dias do ferimento. Extrato EJIMO 2,5% 200x (A) e 400x (B) de aumento.
Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células
inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 23 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos nove dias do ferimento. Extrato EJMO 2,5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células
inflamat6rias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 24 - Micrografias Opticas das lesbes cutaneas do dorso de camundongos
apos catorze dias do ferimento. Extrato EJIMO 2,5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas verticais indicam a presenca de
células inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 25 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos dois dias do ferimento. Extrato EJMO 5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida Setas pretas verticais indicam
a presenca de células inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam
fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 26 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos cinco dias do ferimento. Extrato EJMO 5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam
a presenca de células inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam
fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 27 - Micrografias épticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos sete dias do ferimento. Extrato EJIMO 5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células
inflamat6rias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 28 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apoés nove dias do ferimento. Extrato EJIMO 5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam
a presenca de células inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam
fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaborac&o propria.
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Figura 29 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos catorze dias do ferimento. Extrato EJIMO 5% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 30 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos dois dias do ferimento. Extrato EJMO 10% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células
inflamat6rias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 31 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos cinco dias do ferimento. Extrato EJIMO 10% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam
células inflamatdrias; setas pretas horizontais apontam fibroblastos; setas
vermelhas mostram neovascularizagdo (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 32 - Micrografias Opticas das lesbes cutaneas do dorso de camundongos
apos sete dias do ferimento. Extrato EJIMO 10% 200x (A) e 400x (B) de aumento.
LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam células
inflamatérias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 33 - Micrografias 6pticas das lesdes cutaneas do dorso de
camundongos ap6s nove dias do ferimento. Extrato EJIMO 10% 200x (A) e
400x (B) de aumento. LF: leito da ferida. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 34 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos catorze dias do ferimento. Extrato EJIMO 10% 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos enquanto setas vermelhas mostram neovascularizagdo (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 35 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos dois dias do ferimento. Controle nanoemuls&o 200x (A) e 400x (B) de

aumento. LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam
a presenca de células inflamatérias (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 36 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos cinco dias do ferimento. Controle nanoemulsdo 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida; Bo: borda da ferida. Setas pretas verticais indicam
a presenca de células inflamatorias (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 37 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos sete dias do ferimento. Controle nanoemulsdo 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células
inflamat6rias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

r

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 38 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apo6s nove dias do ferimento. Controle nanoemulsdo 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos enquanto setas vermelhas mostram neovascularizagdo (n = 3).

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 39 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos catorze dias do ferimento. Controle nanoemulsdo 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos enquanto setas vermelhas mostram neovascularizagdo (n = 3).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 40 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos dois dias do ferimento. Nanoemulsdo EJMO 200x (A) e 400x (B) de
aumento. Bo: borda da ferida; li: infiltrado inflamatério. Setas pretas verticais
indicam a presenca de células inflamatérias enquanto setas pretas horizontais
apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaborac&o propria.
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Figura 41 - Micrografias 6pticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos cinco dias do ferimento. Nanoemulsdo EJMO 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida. Setas pretas verticais indicam a presenca de células
inflamat6rias enquanto setas pretas horizontais apontam fibroblastos (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 42 - Micrografias épticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos sete dias do ferimento. Nanoemulsdo EJMO 200x (A) e 400x (B) de
aumento. LF: leito da ferida; H: hipoderme. Setas pretas verticais indicam a
presenca de células inflamatdrias enquanto setas vermelhas mostram
neovascularizagdo (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 43 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos nove dias do ferimento. Nanoemulsdo EJMO 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos enquanto setas vermelhas mostram neovascularizagdo (n = 3).

r

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 44 - Micrografias Opticas das lesdes cutaneas do dorso de camundongos
apos catorze dias do ferimento. Nanoemulsdo EJMO 200x (A) e 400x (B) de
aumento. De: derme; Ep: epiderme. Setas pretas horizontais apontam
fibroblastos enquanto setas vermelhas mostram neovascularizagdo (n = 3).

Fonte: Elaboracéo propria.
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5.16 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS E
NANOEMULSAO DE CASCAS DE JABUTICABA
DURANTE O PROCESSO CICATRICIAL DE
CAMUNDONGOS

A atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase e
a peroxidacdo lipidica foram avaliadas em biopsias de pele coletadas dos
animais nos dias 2, 5 e 7 apds a lesao.

N&do houve diferenca estatistica a atividade da SOD entre os
tratamentos avaliados nos dias 2, 5 e 7 apds a lesdo. Porém, os controles
analisados no transcurso do experimento evidenciaram aumentos
significativos da atividade enzimatica no dia 5 apds a lesdo,
comparativamente ao 2° e 7° dias, descrevendo a atividade de SOD uma
parabola decrescente ao longo do processo cicatricial. O EJMO 2,5%
elevou a atividade de SOD significativamente no 2° dia, quando
comparado ao 7° dia. Nesse tratamento foi observado um decréscimo
linear da atividade enzimatica com o passar do tempo de cicatrizacdo. J&
a nanoemulsdo EJMO apresentou efeito similar a parabola descrita para
0s controles, com valores significativamente maiores de atividade
enzimatica no 5° dia em relagdo ao dia 2 (Figura 45).
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Figura 45 - Atividade da superoxido dismutase em lesdes cutaneas de camundongos
tratados com extratos e nanoemulsdo de cascas de jabuticaba ap6s o segundo, quinto
e sétimo dias da lesdo. Dados expressos em média = DP (n = 4).
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Letras distintas revelam diferencgas estatisticas entre tratamentos iguais
analisados em diferentes dias.
Fonte: Elaborag&o prdpria.

A atividade da enzima catalase mostrou-se significativamente
aumentada nos animais tratados com nanoemulsdo controle em relacéo
ao EJMO 2,5% no quinto dia apds a lesdo. Ainda no quinto dia foi
possivel observar que a atividade enzimatica ocasionada pela
nanoemulsdo controle aumentou de forma significativa em relagéo a este
mesmo tratamento nos dia 2 e 7 (Figura 46).
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Figura 46 - Atividade da catalase em lesdes cutdneas de camundongos tratados
com EJMO e com a nanoemulsdo derivada daquele extrato, apds o segundo,
quinto e sétimo dia da lesdo. Dados expressos em média + DP (n = 4).
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** indica p<0,05 para diferengas estatisticas entre tratamentos diferentes
analisados em um mesmo dia. Letras distintas informam diferengas estatisticas
entre tratamentos iguais analisados em diferentes dias.

Fonte: Elaborag8o prdpria.

As enzimas SOD e catalase sdo coexpressas no local da lesdo,
isto porque o produto da reacdo enzimética catalisada por SOD, 0 H,0,,
é o0 substrato da reacdo catalisada pela catalase ou outras peroxidases
(STEILING et al., 1999). Essa reacdo em cadeia garante eficiéncia no
processo de detoxificacdo de moléculas nocivas.

SHUKLA et al. (1997) estudaram a atividade enzimatica de SOD,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase em modelo de
cicatrizacdo de feridas cutdneas em ratos. Este estudo elaborou um perfil
da atividade de enzimas antioxidantes mensuradas apo6s 2, 4, 7 e 14 dias
da lesdo. SOD, catalase e GPx apresentaram diminuicdo em suas
atividades enzimaéticas nos dias 2, 4 e 7 apés a inducdo do ferimento,
recuperando suas atividades de forma parcial (SOD) e total (catalase)
apos 14 dias. Resultado similar foi observado com o malondialdeido,
principal produto da peroxidacéo lipidica, que foi detectado em menores
concentragBes nos dias 2, 4 e 7 apds a lesdo. A Unica enzima que
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mostrou atividade inalterada durante todo o processo cicatricial estudado
foi a glutationa redutase.

Por outro lado, a expressdo de SeGPx, assim como a MnSOD e
Cu/ZnSOD, foram fortemente induzidas ap6s o ferimento, atingindo
picos de mRNA entre os dias 3 e 5 apds a lesdo. A expressdo génica
associada a catalase e PhGPx ndo apresentou aumento (STEILING et
al., 1999).

Essas discrepéancias entre a atividade e a expressdo de mRNA de
enzimas podem ocorrer por interferéncia de fatores inerentes do local da
ferida que influenciam a regulagdo da traducdo dessas enzimas, a
degradacgdo de proteinas e/ou inibi¢do da atividade enzimética. Acredita-
se que um dos principais fatores que ocasionaria essas alteracfes seriam
as ERO que encontram-se em grandes quantidades na primeira fase da
cicatrizacdo. Dessa forma, a detoxificacdo de ERO parece ser crucial
para que o processo de cicatrizacdo de feridas siga de forma normal
(STEILING et al., 1999).

O tratamento de lesBes cutaneas com compostos fendlicos tem
sido estudado como alternativa contra os efeitos negativos de ERO, ja
que esses fitoquimicos sdo reconhecidos pelo seu potencial oxirredutor,
se comportando como agentes redutores e, as vezes, agindo como
guelantes de metais (JOSHI et al., 2016).

Muitos estudos jd demonstraram que a acdo de extratos vegetais
ou compostos fenolicos isolados de plantas utilizados de forma tépica
durante a cicatrizacdo de feridas em roedores reflete no aumentando da
atividade das enzimas antioxidantes. PANCHATCHARAM et al. (2006)
utilizaram curcumina no tratamento de lesfes e observaram aumento na
atividade de SOD e CAT no 8° dia apds o ferimento, enquanto GHLISSI
et al. (2016) e JOSHI et al. (2016) constataram aumento na atividade
dessas mesmas enzimas em lesdes de 12 dias tratadas com extrato
aquoso de Artemisia campestres e depois de 10 dias de tratamento com
extrato etandlico de Leea macrophylla, respectivamente. O presente
trabalho ndo corrobora com esses resultados, visto que nenhum dos
tratamentos com o extrato de cascas de jabuticaba diferiu dos controles.
As discrepancias observadas entre os tratamentos com EJMO 2,5% e
nanoemulsdo EJMO nos dias 2, 5 e 7 ap6s a lesdo para a atividade da
SOD resultam de modulacdo no balanco oxirredutor celular causado
pelos extratos. Isso pode ocorrer devido a mudancas na secrecdo de
ERO ao longo do processo de cicatrizagdo. Os resultados obtidos para o
controle de SOD diferem daqueles obtidos por SHUKLA et al. (1997),
onde a atividade dessa enzima se manteve inalterada apds 2, 4 e 7 dias
da lesdo. Por outro lado, o aumento significativo observado no 5° dia da
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lesdo condiz com o pico de expresséo de MnSOD e Cu/ZnSOD
observados por (STEILING et al., 1999).

No que concerne a atividade da catalase, menores variagcdes
foram detectadas. Tal fato pode ser atribuido, segundo alguns autores, a
localizacdo subcelular desta enzima que pode interferir na sua resposta
durante a cicatrizagdo em relacdo a outras peroxidases que se encontram
prontamente disponiveis (KURAHASHI; FUJII, 2015).

Quanto a peroxidacdo lipidica, o EJIMO 10% aumentou de forma
significativa os valores desta variavel no segundo dia apés a leséo,
quando comparado ao controle do extrato e nanoemulsdo EJMO, e
também no sétimo dia, onde maiores valores foram encontrados em
relacdo aos observados para os extratos 2,5% e 5%.

Entre os controles, a peroxidacdo lipidica foi aumentada de forma
significativa no 7° dia apdés a inducdo da lesdo, diferentemente do
constatado nos periodos anteriores, i.e., 2° e 5° dias. Os animais tratados
com EJMO 10% e nanoemulsdo controle apresentaram significativa
diminuicdo da peroxidacdo lipidica no quinto dia apés o ferimento
(Figura 47), ambos descrevendo uma parabola crescente da peroxidacdo
ao longo da cicatrizacdo das lesdes.
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Figura 47 - Quantificagdo da peroxidago lipidica em lesfes cutaneas de
camundongos tratados com extrato de EJMO e nanoemulséo derivada, ap6s o
segundo, quinto e sétimo dia da lesdo. Dados expressos em média = DP (n = 4).
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*indica p<0,01, para diferengas estatisticas entre tratamentos analisados em um
mesmo dia.

** indica p<0,05 para diferengas estatisticas entre tratamentos analisados em
um mesmo dia.

Letras distintas informam diferencas estatisticas para os mesmos tratamentos
em diferentes momentos amostrais (dias).

Fonte: Elaboragdo propria.

Moléculas como a vitamina E, B-caroteno, coenzima Q e
bilirrubina, devido a sua natureza quimica, sdo antioxidantes mais
efetivos em membranas e meios hidrofobicos (KANTA, 2011). Por sua
vez, 0os compostos fendlicos costumam ser mais hidrofilicos do que
lipofilicos, caracteristica esta dependente do nlmero de grupos
hidroxilas presentes na molécula. Em razdo disso, a interacdo entre
polifendis e membranas esta restrita aos dominios polares da bicamada
(HENDRICH, 2006).

Extratos de Leea macrophylla, Artemisia campestres, Rhodiola
imbricata e curcumina demonstraram valores diminuidos de
malondialdeido quando utilizados no tratamento de feridas cutaneas de
roedores em lesbes de 10, 12, 7 e 8 dias, respectivamente
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(PANCHATCHARAM et al., 2006, GUPTA et al., 2007, GHLISSI et al.,
2016, JOSHI et al., 2016).

Dentre os extratos testados de cascas de jabuticaba, 0 EJMO 10%
parece promover a peroxidacdo lipidica durante cicatrizacdo de feridas
cutaneas.

A incorporagdo do extrato de cascas de jabuticaba em nanoemulsdo
foi realizada com base na premissa de que compostos fenolicos nessas
condicbes estdo mais protegidos contra degradacdo, aumentam a
biodisponibilidade e permitem que maiores concentracBes do composto
atinjam as células alvo (BRGLEZ MOJZER et al., 2016). O uso topico de
nanoemulsfes ja vem sendo usado em feridas infectadas, através da
incorporacdo de antimicrobianos (CAO et al., 2017), na &rea cosmética,
com compostos que promovem protecdo da pele contra danos induzidos por
radiacdo UV (BROWNLOW et al., 2015), e na liberacdo de farmacos com
atividade analgésica e anti-inflamatéria (ABDULLAH et al., 2011).

Os resultados dos tratamentos com nanoemulséo e extrato de cascas
de jabuticaba durante a cicatrizacdo de feridas ndo foram promissores. O
comportamento da atividade enzimatica ndo demonstrou que os extratos e
nanoemulsdo tenham acdo antioxidante. Com relagdo a peroxidacgéo
lipidica, o extrato 10% mostrou-se indutor desse processo, efeito esse que
pode ser justificado pela alta concentracdo de compostos fendlicos que
assumiram caracteristica pro-oxidante no local. Porém resultados in vitro
realizados com o extrato e os radicais DPPH e peroxila revelaram um
grande potencial desses componentes como sequestradores dessas
moléculas. Controvérsias entre estudos in vitro e in vivo existem porque 0
uso terapéutico dessas substancias esta sujeito a uma série de processos
fisiofarmacoldgicos tais como absorcdo, distribuicdo, metabolismo,
armazenamento e excrecdo, fatores estes que ndo podem ser preditos in
vitro (KASOTE et al., 2015).

A utilizacdo de extratos de cascas de jabuticaba com o intuito de
promover melhora no processo cicatricial in vivo ndo foi bem sucedida.
Porém, MATSUO et al. (2004) demostraram que fibroblastos de pele de
doadores mais velhos (idade entre 72 e 81 anos), tiveram maiores
percentuais de sobrevivéncia sob estresse oxidativo induzido por H,O,,
hidroperdxido de &cido linoleico e UVB quando comparados a fibroblastos
de doadores jovens (idade entre 21 e 39 anos). Esses resultados foram
atribuidos ao aumento da atividade de glutationa peroxidase em células de
doadores mais velhos. Uma vez que EJMO consegue induzir aumento na
atividade ndo s6 de glutationa peroxidase mas também de catalase em
fibroblastos, esse extrato pode ser benéfico em pele integra, evitando o
estresse oxidativo causador de envelhecimento, como a radiagéo UV.
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6 CONCLUSOES

O extrato proveniente de cascas de jabuticaba obtido através de
exposicdo aa radiacdo micro-ondas apresentou uma grande concentracao
de compostos fenodlicos. Esta caracteristica € determinante para a
atividade antioxidante, o que foi evidenciado pela alta taxa de sequestro
dos radicais DPPH e peroxila. Além disso, a exposicdo ao extrato
seguido por estresse oxidativo mediado por H,O, promoveu
citoprotegéo de fibroblastos da linhagem L929. O mesmo efeito ndo foi
observado em queratinécitos da linhagem HaCat. Porém, em ambas as
linhagens celulares houve aumento das defesas enzimaticas
antioxidantes. Queratinécitos tiveram a atividade de catalase aumentada
enquanto fibroblastos apresentaram aumento na atividade de catalase e
glutationa peroxidase. Este efeito ocasionado pelo extrato sobre as
enzimas antioxidantes explica 0 mecanismo utilizado pelos fibroblastos
para promover a citoprotecdo contra 0 estresse oxidativo causado pelo
HzOZ.

O extrato e nanoemulséo de cascas de jabuticaba em micro-ondas
ndo afetaram a acgdo enzimatica de superoxido dismutase e catalase em
lesGes cutdneas no dorso de camundongos. O extrato de cascas de
jabuticaba em micro-ondas 10% testado nesse mesmo modelo parece
induzir peroxidacao lipidica ap6s 2 e 7 dias da lesdo.
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ABSTRACT | Oxidative stress is a result of distarbance betwesen the production of reactive axygen species
(B.O5) and antioxidants defenses. Plant sacondary metabolites can be used s exogenous antioxidants to
prevent humsan oxidstive stress-related diseases. This smdy aimed to determine the antioxidant and
cytoprotective effects of jaboticaba fruit peel hydroalcoholic extracts against HyOz-induced oxidative stress in
3 murine fibroblast (L929 cell line) model Ultra-high pressure hydroalcoholic extracts {50% ethanol, TTF)
were obmined over 4 b, with 1 h interval between collections. UP 3 h and UP 4 h extracts presented the hizhest
and the lowest phenolic and flavonoid contents, respectively. Antioxidsnt capacity showed that 1 mg‘ml
extracts inhibited 90% of DPPH radical activity snd UP 1 h extract had significant (p < 0.05) higher
sCavenging sctivity than other extracts at this concentration Afier 24 b of exposure to UP 4 b extracts, cell
viability was significantly increased when compared to control, UP 1 b, and UP 2 b extracts. When cells were
previowsly reated with UP hydrealcoholic exiracts followed by H:0: exposure, all extracts at 0.05 and 0.1
mz/ml exhibited significant {p = 0.05) cytoprotective effects in relation to control. Results demonstrated that
jaboticaba fruit peel extracts are anficxidants and exert cytoprotective effects umder HiOp-induced oxidative
stress.

EEYWORDS | Anticexidant; Cytoprotection; Jaboticaba; Owidative stress; Phytochemicals
ABBREVIATIONS | CA, carnosil acid; C5, camosael; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle medium; DPPH,
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; FBS, fetal bovine sarum; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; FOS, reactive oxyzen species; UP, nlira-hizh pressure
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1L INTRODUCTION

Oxidative stress is a result of dishurbance berween
production of reactive oxygen species (ROS) and an-
tioxidants defenses. Excessive OS5 production caus-
es oxidative damage to biomolecules such as proteins,
lipids, and mocleic acids. Consequences of this pro-
cess may canse cell dysfunction and altered behavior
or even cell death [1].

Prevention of oxidative stress is mediated by anti-
oxidants molecules. These substances delsy, prevent,
or remove the oxidative damage to a target molecule
[2]. Endogenons antioxidanis are classified as enzy-
matic and non-enrymatic. Superoxide dismrtase,
catalase, and ghotathione peroxidases are examples of
enrymatic antorxidants which prevent formation of
RO5 [3, 4], while gluthions, ubiquinone, urate, and
lipoic acid are non-enzymatic defenses [5].

Plant’s non-enzymatic antioxidant systems have
e’ml\r\fsdef:!:'lr_i.emiyxnl.dmustufﬂl.asem.olecnlﬁr\.L
sult from the plant bolism, being re-

cular diseases in human populations and amimal’s
models [10-12]. Taboticaba (Plimig peruviang, Poir
(Govaerts) is a8 natve fmit wee to Brazil and it fruits
have been claimed to be a rich source of phenolic

such as anthocyanins, flavoneids, and
ellagitannins [13] with 2 known anfioxidant activity
[14]. In this sense, this smdy aimed to determine the
antioxidant and cytoprotective effects of jaboticaba
fiuit peel extracts, obtained through a high-pressure
techmique during different times, against H;Op-
induced coxidative stress in murine L9729 fibroblasts.

2 MATERTAL AND METHODS
1.1. Plant Material Collection and Extraction
Frits of P. peruvigna were collected from a back-

yard formst planting system during the harvest ses-
son (Spring, 2014) in Guaxupé, Minas Gerais,

quired for normal growth, d.ewbpm.em., and plant
defense. However, plant metabolism is susceptible 1o
biotic and abiotc stwess factors such as high light in-
tensity, heat, drought, snoxic conditions, and patho-
gen attacks that increase RIOS production. As 3 result
of stress conditions, plants are able to synthesize a
broad range of antioxidant molecules [6-8]. Phenolic
compounds are examples of secondary metabolites
which exhibit increzsed contents in plant dssues un-
der stress conditdons [9].

The intzke of polyphenols has been related to pre-
ventive medicine belping to decrease the misk of
developing cancer, neurodegenerative and cardiovas-

n Brazl (21° 18' 19" 5, 467 42" 46" W,
829 m sbove sea level). The plant was suthenticated
by Dr. Marcos Scbral and a woucher specimen
(FLOE. 55902) was preserved at the herbarium Flor
(Department of Botamy, FechrslUm\rersll)'n\fSam
Catarina, Florianopolis,

TlleﬁmTpeelsufJabumhawmp\renonslysm
tized with tap water, Iyophilized. and powdered ns-
ing an elecmic grinder. The dried and powdered
biomass was added (1:10 wiv) 1o 50% ethanol sobo-
tdon (viv, pH 3.6). The mixmure was submitted w a
b de ultra-high (7 to 10 kgfcm®) ex-
‘tracior 3t room temperature during different times as
follows: 1h (UP 1h extract), 2h (UP 2 h extract),
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TABLE 1. Total phenolic and flavonoid contents (mg

of jaboficaba peels measured at 1,2, 3, and 4 h

r
Phenclic content
{m palic acid equivalentie) 20440952
Flavonoid content
N . 6.20 =007
(mg quercefin equivalent'g) = #

Note: Falwes are shown as maan = 5D (n = 3). Distinet

differences between the UP extracts in the same [ine.

3 b (UP 3 b extract), and 4 b (UP 4 b extract). At the
end of each of the collection times, all exiracts were
recoversd by filtration on cellulose membrane under
vacmm.

1.2, Fhytochemical Analysis
2.2.1. Toual Phemolics Content

The total phenolic content of extracts was measured
spectrophotometrically [15]. Briefly, extracts were
ditated in 50% ethanol sohmion, pH 3.6 (1:10 wA).
Subsequently, 1 ml of each extract previously difuted
was added to 5 ml 5% methanol solution. Afrer this
second dilution, 3 sample (1 ml) was added to 1 ml
95 % ethsnol solotion, 5 ml distilled water, and 0.5
ml Folin-Ciocaltesm’s reagent and imcubated for 7
min After incubation, 1 ml 5 % sodinm carbonate
solution (w/v) was added and kept in the darkmess at
room temperatare for 1 h. The absorbance was
messured at 725 nm, wsing 3 UV-Vis spectropho-
tometer (BEL LGS 53, BEL Engineering, Monza,
Italy). The total phenolic compounds were quantified
using a standard curve of gallic acid (10-100 pafml,
¥ =0,0076x, "= 0.99). The results were expressed as
mg gallic acid equivalents/g dry weizght of jaboticaba
exiract

2.2.2 Total Flavenoids Content

The total amount of flavonoids was determined
[16]. The extracts were diluted (1:10 w/) in 50 %
ethanel (pH 3.6) and 0.5 ml of diluted extracts was
added to 2.5 ml ethanol and 0.5 ml 2% aluminum
chloride in methsnol, following incubation for 1 b
The shsorbance was measured at 420 nm. The quan-
tification of total flavonodds was carmied out using a
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) of the UP hydr extracts
UEZh UR3h UE4h
17.85=008a 3275=0.70b I141=035¢
51320b BT+016c 3842003d
lattars 7 o< 0.03)

quercetin standard corve (10-200 pgml, v = 0,008%x,
1= 0.99). The results were expressed as mg querce-
tin equivalents’g dry weight of jaboticaba extract.

2.3. Antisridant Activity (DPPH Assay)

The 2,2-diphenyl-1-picrylbydrazyl (DPPH) assay isa
chemical method that measures the capacity of a
compound to scavenge free radicals based on the de-
crease in absorbance during the reaction [17]. Far
measuring the anfioxidant activity of extracts, a
DPPH stock soltion (3.16 mg DPPH/m] methanol)
was prepared and further 1:100 diated in 80% meth-
anol (v). The shsorbance of the DPPH solution
should be around 0.5 and 0.6. Jaboticaba hydroalco-
holic extracts were diluted in 50% ethanol (pH 3.8)
at concentrations of 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4,
0.8, and 1 mg/ml (dry weight extract). Subsequently,
extracts were added to DPPH methanolic solution at
a ratie of 1:30 (viv). The antioxidant activity of ex-
tracis was measured spectrophotometrically at 515
nm, after 30 min incubation in the dark, at room
temperature. The percentage of inhibition of DFFH
radical was calculated by the equation belowr:

Inhibition DFFH (%) = [(Abs DPPE/20% methanol
soluion — Abs UP extracts) + (Abs DFPEE0%
methanol solution)] = 100; where Abs denotes ab-
sorbance af 515 nm.

1.4 Cell Viability Aszay Using L9209 Fibroblasts

L0290 mouse Sbroblast cells were inoculated at a
density of 5 = 10° cells'well into & 96-well plate in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and
inmubated at 37°C, in a humidified 5% CO;atmos-
phere, ovemizht Afier incubation, DMEM was re-
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TABLE ?_ Antioxidant activity of UP exiracts determined by the DPPH assay

TP 21 (%)
2‘::1-1 ::3 =182 gp47 i‘f*”" 0.041 Ef =14 o0 1'.“4*”3 0.05

:I_l;.lml E-_; 112 oo 1:@1 08 oo i:-Z:t 264 oo E: 2135 oo
:J;;l g_u 368 o E’F*E_ﬂ oo ;fuuys o10s ]1;3;;3 £22 oo
&;ﬂ iiu*z.'m o178 :n*s.‘r: o117 ?’:18*1.12 0157 g*o.ﬁs 0163
:’iﬂ 13;:.72 =251 g gﬂ =ET2 pa3 ﬁjﬁ =18 426 ;"*“ﬁ 0244
:;ml :i_ss 147 Lo iﬂs* 645 oo :z'_uz <148 . ]s;:a =089 ..
‘:;.m 6“;45 147 gﬂ*!.‘? 055 :_"u 026 o ;_7 =024 |

:I.;ﬂ 21:51 =066 oo g.cu* 028 o a&s =008 oo g;w =006 o o0
Note: Falues are shown as mean £ SD fn = 3). Trolox Eg, trolox equivalant (mM). Distinet capital latters

Ef

differences (p < 0.03) for the concentrations of the rame extract. Distinct lowercase

sigmificant
letters indicate meaningful (o < 0.03) differences batween the extracts at the same concantrations.

placed by DMEM 10% FBS contzining 0.001, 0.01,
0.05, 01,02, 04, 0.8, and 1 mp'ml of each extract
{dry weight), except in control where the culture me-
dium was replaced by fresh DMEM. Cells were in-
cubated for 24 b and 48 b, at 37°C, in a humidified
5% C0Oy atmosphere. Afterwrards, the culture medi-
um was Teplaced by 100 pl of fresh DMEM along
with 10 p] 3-(4,5—d1m£thylﬂuaml 2 y]}:!,S—dlphengd—

phosphate-buffered

bated in the dark (3 b, 37°C, bumidified 5% CO; at-
mosphere). Subsequentty, 85 pl colture medium were
removed and 50 pl of dimethyl sulfoxide (DMSO)
were added onfo esch well. After solubilization of
the formazsn crystals, the absorbance was deter-
mined with an ELISA plate reader at 540 om. The
percentaze of cell viability was calculated and com-
pared to control {100% visbility).

15 HiDrInduced Oxidative Stress im LI29
Fibroblasts and Evaluation of Cell Survival

Hydrogen percxide was used for induction of cedda-
tve siess as described by Balekar et al. [18] and

Ponmzanty et al. [19]. A corve with H;O; concentra-
tions (00625, 0.125, 0.25, 0.5, and 1.0 mM) was
built to detenmine the H:0: dose which decreases
«cell visbility by 80 % after 24 h of exposure through
MTT assay. The chosen concentration was 1.0 mbd
H:0s. fibroblast L9290 cells were in-
um]med(SxID-‘neﬂsn‘wequmagﬂ—we]lplamcun—
taiming DMEM supplemented with 10% FBS and
inmmbated overnight at 37°C, in a humidified $% CO:
atmosphere. After incubation, DMEM 10 % FBS
containing 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, and 0.2 mgml of
each extract (dry weight) was used to treat cells in
different times as follows: (1) cells were reated for
24 h following by 1.0 mM H:0k exposure for 3 b; (2)
«cells exposure concomitantly to extracts and 1.0 mM
Hx0: for 24 h; and (3) 1.0 mM H:0: exposure for 3 h
following by cells treamment with each extract for 24
h Evalustion of cell survival was performed using
the MTT assay as described sbove.

2.6. Statistical Analysis

Data were collected and summarized, followed by
univariate statistical analysis using the obe-way
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FIGURE 1. Percentage of L929 fibroblast cell survival following treatment with UF extracis after 24 h.

Data are expressed as mesn = 5D (o= ).
Same COnCeniTation.

AMNOVA and Tukey's test. P values lower than 0.05
were considered to be statistically significant The
walues were expressed as mean = 5D or median as
indicated in fizures legends.

3. RESULTS

3.1. Total Phenolic and Flavonoid Contents of UP
Exiracts

UP 3 h extract showed the hizhest amount (p < 0.05)
of total phenolic compounds, significantdy differing
from the following extraction i.e., UP 4 h, which re-
wealed the lower concentration (Table 1). Similarly,
the recovery of flavonoids in the ic ex-
tracts showed to be highest {p = 0.05) after 3 h ex-
traction, with lower amounts after UP 4 b (Table 1)

3.2, Antioxidant Activity
All the tested extracts presented inhibitery activity of

radical DPPH being higher than 50% at concentra-
tion 0.4 mg'ml Interestingly, at this concemtration

* p < 0.01; **, p= 0.05 vs control and different UP extracts at the

UP 2 h extract showed significantty (p < 0.05) lower
antioxidant activity than UPF 1 h and UP 3 h extracts.
DPPH scavenging rate increased in a dose-dependent
manner mnfil 1 mg/ml, where UP 1 h extract showed
the best DPPH scavenging activity which was sigmif-
icantly higher than other extracts. Maxinmm radical
inhibition at 1 mg/ml concentation of extracts was
equivalent to sbout 0.6 mM of trolox, an antioxidant
water-soluble analog of vitamin E (Table 2).

3.3 Cell Viabality

After 24 hofexposwre o UP 1 b, UP 3 hand UP 4 b
exracts at 0.05 and 0.1 mg/ml, an increased vishility
MLDZDchswssuhsuved, and UP 4 b extact sig-
augmented that variable comparatively to
conirol, UP 1 h, and UP 2 h treatments.
at higher concentrations, ie, 0.4, Os,mlmg.fml
r_ensumdmmanupmmmmm
wisbility in a siznificant way in respect to comrol af-
ter 24 and 48 b of exposure (Figures 1 and 1). Ho
significantdy incressed cell visbility was detected af-
ter 48 h of exposure to the ydrealcobelic extracts of
jabaticaba peels compared to comtrol (Fizure 2).
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FIGURE 2. Percentage of survival of L929 fibroblast cells treated with UF extracts after 48 h. Data are
expressed s a mesn = 5D (n=9). *, p < 0.01 vs conirol and different UP extracts at the same concentration.

3.4 H:OrInduced Oxidative Stress and Cell
Survival

Cells exposed concomitantly to the hydroalcoholic
exiracts and Hy0;, and cells exposed to extracts after
H;0-induced oxidative stress showed mcreased cell
death. UP 3 b- and UP 4 h-irested cells presemted
sigmificantly (p <= 0.05) higher viability than control
when exposed comcomitantly and after HyO,, despite
cell visbility was lower than 20% (Figure ). Prein-
cubation with UP 1 b, UP 3 h, and UP 4 b hydroal-
coholic extracts followed by HxO: exposure led to
sigmificantly (p < 0.05) increased cell viability in
comparison o control at 0.001 mg/ml concentration.
At 0.01 mg/ml, UP 4 h extract incressed (p < 0.05)
Lo20 fibroblast viability when compared to conirol
and other weamments. At 0.05 mg'ml significanty
increased cell visbility was observed im UP 2 b, UP 3
h and UP 4 h when compared to contrel and UP 1 b
exiract However, the highest cell viability was found
at 0.1 mg/ml for all extracts which differed in a sig-
nificant way from contral

4. DISCUSSION

Plant-derived phenolics are well-known as beneficial
for human heslth due to their antioxidant activity.

These phytochemicals can act in different ways to
prm:tte]]sfmmomdamedamage The mecha-

Themmdamacmmofjahutlcd:aﬁmtpeeln
thought to be related to its content of phenolic com-
pounds. However, these molecules are unstable and
could easily suffer degradation. Therefore, some pa-
rameters such 45 temperature, exposure to O:, and
time of extracion should be menitored during ex-
mmmmmmamdlussuf'bmlegcslmmyas
a o e of lic compound degradation
[10]. In order to overcome such constraints, an alter-
naﬁvem.eﬂmdmimpmw{hemwyofp]mnliu
from jeboticaba fruit peel was adopted, by grinding
the biomass and exmacting it under ultra-high pres-
sure in the sbsence of Oy, at room temperature. A
time series for collection of the extracts was set, with
intervals of 1 h, over an experimentsl time of 4 h.

The sampling time for harvesting of the hydreal-
mmmmmurmmm
total of phenolic and compoumds.
Higher concentrations of those secomdary metsbo-
Lites were found in UP 3 h extact when compared
with other exmracts. On the other hand longer extrac-
ton times, ie., UP 4 h presented significantly lower
contents of the target compounds. Taking into ac-
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FIGURE 3. Viability (%) of L929 fibroblast cells treated with UP hydroalcoholic extracts after Ha0z
exposure (A), before HyD; exposure (B), and concomitant to Hy0; (C). *, p < 0.01 and **, p = 0.05 vs 1.0
mM H:0: control and different UP extracts at the same concentration. Cell vishility vahies ranged from 0 to
20% during treatments in A and C, and due to this variztion data were expressed as median (o = 14).
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count these findings, one could speculsie that forther
exiractions would afford even lower amounts due to
the depletion of those secondary metsbolites from
the fiuit peel biomass.

In a second series of experiments the scavenging
properties of the UP extracts were tested in vitro by
the 2 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method
ThescmengmgofDPPHmdl.cslnmedumdhyan

compound through hydrogen atom dons-
mmumﬂemmmmﬁututhemdxa],ﬁrmnga
stable compound [21, 22]. Although the UP extracts
revealed an interesting antioxidant activity, at higher
concenirations they were harmfinl w L8929 fbroblasts
in culmare. At concentrations of 0.4 mg/ml or shove,
UP extracts were cytotoxic to L9200 cells after 24 and
48 h exposure. This effect could be explained by a
possible pro-oxidant property exerted by hish con-
centrations of antioxidants. Indeed, similarly wo vit-
amin T, phenolics are capable of converting iron and
cooper ioms inte their reduction forms which react
with hydrogen peroxide to produce the highly toxic
hydroxyl radicals [23-25]. Factors that contribute o
toming antioxidants into pro-oxidsnts inclode the
concentrations of the anticeddants, namre of neigh-
boring molecules [26], and availshility of transitions
metals [24].

All UP exiracts at concenirafions between 0.001
and 0.2 mg/ml were investigated regarding their pro-
tective effect nsing an in vitro oxidative siress model.
Far that, L929 fibroblast cells were exposad to HxOx
for 3 b, and the UP extracts were added to the cultre
medium before or after the HyO exposure. In addi-
tion, cells were also concomitantly reated with UP
extracts and HyD; for 24 b Hydrogen peroxide-
induced oxidative stress before and concomitant with
the extracts was lethal for L9209 cells. H304 is 3 small
uncharged molecole that could diffuse through
membrane cells easily [27). This rapid gansport to
inside the cell could be responsible for the deleteri-
ous effect of HyO; that acted faster than the cytopro-
tective phytechemicals added to the culiure mediom.

Exiracts added before H;0: exposure were effec-
tive in profecting 1929 cells from death, mainly with
the UP 4 h extract. Preincubation with UP extracts
led to metsbolic changes that resulted in cytoprotec-
Phytochemicals can promote mild stess induction
that elicits adaptive beneficial responses, thereby in-
Creasing protection against a further oxidative chal-
lenge. This process is known as hormesis [28-30]

RESEARCH ARTICLES

and might comoborate to explsin the results herein
described.

Carvalho et al. [31] stdied the antioxidant phenol-
ic diterpenes carnesil acid (CA) and camosel (C5)
mdullsu'vedltatCSwasablempmmctmﬂs

defenses were messured and both CA and CS in-
creased the levels of the reduced form of ghitathione
(GSH), heme oxygenase-1. and cysteine
ligase modulatory subumit by changing cell redox
stess. The suthors found that disturbance of cellular
redox state was not promoted by induction of ROS.
Treatment with CA and C5 increased transcription
activity of Nrf2, a factor responsible for ranscription
of zenes encoding stress-responsive and cytoprotec-
tive enzymes and related proteins.

Althoush UP extracts at 0.2 me/m] maintained the
«cell visbility after 24 and 48 h of exposure, preincu-
bation with this concentration followed by H:0:
treatment showed to be cytotoxic for UP 1k, 3 b, and
4 h extracts. It has been hypothesized that the subse-
quent incubation with HyO: shall potentiate possible
pro-oxidant effects camsed by the UP extracts as dis-
ussed above.

Evaluation of the effectiveness of UP extracts re-
garding their antioxidant activity was performed in
witro using the 1929 murine fibroblast cell line. Fi-
broblasts are skin cells and plsy an important role
during wound healing process. Secretion of ROS is
medisted by newtrophils and monocytes during in-
flammation phase in normal wound healing and ex-
cessive production of these substances conld impair
proliferation and migration of dermal fibroblasts dur-
ing healing [27]. Taking into account the results
herein described, it seems plausible that jsboticsba
peel hydroalcoholic extract is an important source of
bicactive polyphenolic compounds able to inhibit the
oxidative stwess caused by Hx0: to fbroblasts. This
way, the UP extract might be thought as an interest-
ing candidate to study with pre-clinical assays re-
garding its wound healing effect.

5. CONCLUSION

The extraction time of 3 h allowed the better yield of
phenclic and flavonoid compounds from jaboticaba
fiuit peels. Even though UP 4 h extract presented the
lowest phenolic and flavonoid contents compared to
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other extracts, it imcreased the cell wisbility when
compared to control. All the hydroalcoholic extracts
smdied afforded cytoprotective effect to L9290 fibro-
blasts against H20;, revealing jaboticaba fruit peels
a5 8 promise source of bicactive compounds with po-
tential biotechmological applications in promoting
human health.
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hoticat Fruit £ Plini boticaba pels _— e
snduphmolxmmpwndsﬁnsmdynmndmeuhmemmh of a hydroalcohalic extract of jaboticaba frait peels
(HEJFP)in b (1929 cell Ene). HEJFP concentratians (0.5, 1.5,
10,25,50, 100,lnd1Cl]Wﬂmmﬂmﬂmmdﬂpﬁﬂuﬂmnmvﬁdxlﬂﬂpp‘mlaﬁuuhandi?j 50,and
100 pg'ml after 48 h of extract exposure. Evaluation of antioxidant activity was parformed at 0.5, 5, 25, 50, and 100 pg/mL HEJFF
concentrations. Cell treatment with HEJFP at 15, 50, and 1M pgfml. for 24 b followed by H. O, exposure for 3h showed a strong
cytoprotective effect. In vitro scratch wound healing assay indicated that none of tested HEJFF concentrations (05, 5, 25, 50, and
100 pg'ml) were capable of increasing migration rate after 12 h of incuhation. Thuuuuhsdamume:pmuud’umfrmn’
an the wound healing process on 828 Sbroblasts cell line, probably dise i the anti exhibited

Ehrobl

the extract.

1. Introduction

‘Wound healing is a process divided into three interactive
and overlapping phases classified as inflammation, tisswe
formation, and tissue remodeing [1). During inflammation,
neutrophils and monocytes invade the injury tissue and start
o secrete proteolytic enzymes, proinflammatory cytokines,
and growth factors. Besides, these cells also secrete reactive
oxygen species (ROS), important molecules that defend the
body against bacteria and microorganism invasion [2].

The next phase kmown as tissue formation is charac-
terized by proliferation and migration of fibroblasts and
keratinocytes from the wound edge to the wound bed [3].
Angiogenesis is triggered and leads to the formation of granu-
lation tissue, which is important to support the nutrients and
oxygen supply in injured tissue [4-6]. In this tissue, fibrob-
lasts become myofibrodbdasts which synthesize and deposit

extracellular matrix (ECM) compounds, especially collagen.
Besides, these cells are responsible for wound contraction and
maturation of the granulation tissue [7].

MIemndelmgphase there is a reduction on cellularity

duemtle of lasts, endothelial cells, and

cells. The synthesis of ECM is reduced and
ECM’ components are modified as the matrix is remodeled
[8]-

Impaired wound healing is a problem that may be caused
by uncontrolled inflammatory and immune responses,
microbial infection, and excessive ROS production [9].
Excessive amounts of ROS may modify andfor degrade ECM
proteins and damage dermal fibroblasts and keratinocytes
maintained proinflammatory ines secretion and induc-
tion of matrix metalloproteases [10].
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Jaboticaba is a fruit from a native tree to Brazil, that is,
Plinia peruviana. Studies have shown important biological
properties. of anthocyanins, mainly those related to anti-
inflammatory activity and antioxidative stress [11]. Jaboticaba
fruit peels are the main source of anthocyanins in the
fruit and it has been wsed in traditional medicine to treat
diarrhea, skin irritation, hemoptysis, and asthma [12-14].
This study aimed to evaluste the antioxidant activity of a
HEJFP and its role in wound healing processes as migration
and proliferation of murine fibroblasts (1929 cell ling).

2. Materials and Methods

2.1 Plant Material Collection and Exfraction. Fruits of P
peruviana were collected from a backyard format planting
system during the harvest season (spring. 2004) in Guaxupé,
Minas Gerais, Brazil. The plant was suthenticated by Do
Marcos Sobral and a voucher specimen (FLOR 55902) was
preserved at FLOR herbarium ( Department of Botamy, Fed-
eral University of Santa Catarina, Floriandpolis, southern
Brazil).

The fruit peels of jaboticaba were hyophilized and pow-
dered by an electric grinder. The dried and powdered biomass
was added to 50% ethanol solution (v/v), pH 3.6 (1:10 wiv).
The mixture was microwaved (three pulses of five seconds
with 60 seconds of interval between each of the pulses) to
extract the compounds of interest. The HETFF was recovered
by filtration on cellulnse membranes under vacum.

2.2 Determination of Total Phenolic Confert. The total phe-
nolic content of HEJFP was measured spectrophotomet-
rically [15]. For that, HEJFP was diluted in 50% ethanol
solution, pH 3.6 (1:Mviv). Subsequently, 1mL of HEJFP
previously diluted was added to 5 mL 95% methanol solution.
Adfier this second dilution, sample (1 mL) was added to 1mL
5% ethanol solution, 5 mL distilled water, and 0.5 mL Folin-
Ciocalteu’s reagent and incubated for 7 min.

After incubation, 1 mL 5% sodium carbonate solution was
added and kept in the darkness at room temperature for 1h. 4
bilank solution was prepared as described above replacing the
sample by 50% of ethanol solution, pH 3.6, The absorbance
mmemdat?ﬁmuma UV-Vis spectrophotometer

standard curve of gallic acid. The results were expressed as mg
gallic acid equivalents/g dry weight of jaboticaba biomass.

2.3, Deter of the Total id Conteni. The deter-
‘mination of total Aavonoids was based on aluminum chloride
colorimetric method [16].

Previously, HEJFP was diluted in 50% ethanol solution,
pH 36 (1:10v/v). 0.5mL of diluted HEJFP was added to
215mL ethanol and 0.5mL 2% aluminum chloride diluted
in methanol and incubated for 1h. A blank solution was
prepared as described above replacing the sample by 50%
of ethanol solution, pH 3.6. The absorbance was measured
at 420nm in a UV-Vis spectrophotometer (BEL LGS 53,
BEL Engineering, Monza, Italy). The quantification of total
flavonoids was carried out using a quercetin standard curve.

Oncidative Medicine and Cellular Longevity

The results were expressed as mg quercetin equivalents/g dry
weight of jaboticaba hiomass.

24, Antioxidant Activity (DPPH Assay). The 2.2-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) assay is a chemical method that
measures the capacity of a compound to scavenge free
radicals based on the decrease in ahsorbance during the
reaction [17]. A stock solution of 0.0079g of DPPH was
diluted in 2.5 mL methanol. This solution was further diluted
in a concentration of 1: 100 {v/v) in 80% methanol (viv). The
ahsorbance of this DPPH solution should be around 0.5 and
0.6 The HEJFF, previously diluted in 50% ethanol, pH 3.6,
at 1:100(wiv), was added to DPPH/B0% methanol solution
(1:30viv). The capacity of the HEJFP to inhibit DPPH
radicals was measured tometrically at 515 nm,
after incubation for 5, 10, 20, 30, 40, and 50min in the dark,
at room temperature. The same described abowve
was used to test the 50% ethanol. pH 3.6, solution to ensure
that the solvent was not reacting with DPPFH/80% methanol
solution. The percentage of inhibition of DPPH radicals was
caliculated by the following formula (Ahs. = absorbance):

inhibition DPPH (%)

_ Abs. DPPH/80% methanal solution — Abs. HEJFP
B Abs. DPPH/80% methanal sohution

= 100

4]

2.5 Cell Proliferation and Viability Assay Using [.929 Fibrob-
Iast. 1929 mouse fibroblast cells were seeded at a density
of 5 x 1P cellsiwell into a 96-well plate in DMEM culture
medium supplemented with 10% FBS and incubated at 37°C,
in a humidified 5% CO, atmosphere overnight. After incu-
bation, DMEM was replaced by DMEM 10% FBS containing
05, 1, 5 10, 25, 50, 100, and 200 ug'ml (dry weight) of
HEJFF, except in control, where the culture medinm was
replaced by fresh DMEM. Cells were incubated for 24h
and 48h, at 37°C, in a humidified 5% CO, atmosphere.
Afterwards, the culture medinm was replaced by 100 ul. of
fresh DMEM along with 10 uL. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-
25-diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution (5 mgfmL
in PES) per well and incubated in the dark, for 3h, at 37°C, in
a humidified 5% COy - A negative control without
cells with 100 Ll of DMEM and 10ul of MTT sclution
was required. Subsequently, 85 ul. of culture medium was
removed and 50ul of DMS0 was added onto each well
and imcubated for more 10min, a 37C in a homidified
5% C0, atmosphere. After homogenizing formazan crystals,
the shsorbance at 540nm was determined by an ELISA
plate reader. The percentage of cell proliferation/viability was
cakulated and compared to control (100% of viability).

2.6, Hydrogen Peroxide-Induced Oxidative Stress in 1929
Fibroblast Cells and Evaluation of Cell Survival Hydrogen
peroxide was used for induction of oxidative stress as
described by Balekar et al [18] and Ponnusamy et al [19].
The 1.929 fibroblast cells were seeded at a density of 5 = 10°
cells'well into a 96-well plate in DMEM supplemented with
1% FBS and incubated at 37°C, in a humidified 5% CO,
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atmosphere overnight. A curve with H;0, concentrations
(0.0625, 0125, 0,25, 0.5, and 1.0 mM) was built to determine
H,0), dose which decreases cell viability by B0% after 24h
of exposure using MTT assay. The chosen concentration was
LO0mM of HyO;. Subsequently, L929 fibroblast cells were
seeded at a density of 5 x 107 cells/well into a 96-well plate
containing DMEM culture medinm supplemented with 10%
FES and incubated overnight at 37°C, in 2 humidified 5% CO,
atmosphere. After incubation, DMEM with 10% FBS contain-
imgg 0.5, 5, 25, 50, and 100 pg/mL {dry weight) of HEJFP was
used to treat cells in different times as follows: (1) cells were
treated for 24 h followed by 1.0 mM of H; O, exposure for 3 h,
{2) cells were exposed concomitantly to HEJFF and L0 mM
of HyO; for 24 b, and (3) cells were exposed to LOmM of
H, 0, for 3h followed by cells treatment with HEJFP for 24 h.
Evaluation of cell survival was performed using MTT assay
as described above.

2.7 Scratch Assay. The stimulatory effect of HEJFF on migra-
tion of 1929 cells was determined as described by Balekar
et al [18]. The 1929 fibroblast cells were seeded at a density
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of 5 % 10° cells/well into a 24-well plate containing DMEM
culture medinm supplemented with 10% FBS and incubated
overnight at 37°C, in a humidified 5% CO; atmosphere. After
incubation, DMEM was completely removed and the adher-
ent cell layer was scratched with a sterile yellow pipette tip.
Cellular debris was removed by washing off with phosphate
buffer saline (PES). The cells were treated with DMEM with
1% FBS containing 0.5, 5, 25, 50, and 100 ug'ml {dry weight)
of HEJFP. Controls received only fresh DMEM. To avoid
profiferation of cells, mitomycin C (10 ug/mlL) was added in
each well along with control and HEJFP-treated cells; this
way only migration was evaluated. The cells were incubated
{at 37°C in humidified 5% CO; atmosphere for 12h) and
then the recording of images of the scratch area was carried
out in two different points, using a built-in camera in the
microscope (40x magnification) at 0'h (just afier scratching
cells) and at 12h after incubation with HEJFP and control
Data were analyzed with Image] 142y imaging software
{Mational Institutes for Health, US) in order to determine the
width of the scratch and thus to-caloulate the rate of migration
of cells by the foll owing formula:

migration rate (%) = &

2.8 Statistical Anmalysis. Data were collected and summa-
rized, followed by statistical analysis using one-way ANOVA
and Tukey's test. F* values lower than 0.05 were considered to
e statistically significant. The values were expressed as mean
+ 51 or median as indicated in figures' captions.

3. Results

3.1 Total Phenolic and Flavonoid Contents of the Hydroal-
coholic Extract. The total phenol and flavonoid contents of
HEJFF were 92,2 + 9,75 mg gallic acid equivalent/g and 6,43
+ 0,49 mg quercetin equivalent/g, respectively.

3.2, Antinxidant Activity. DPPH radical scavenging of HEJFP
was measured in different times to determine the peak
of antioxidant capacity. Afier 5min of incubation, HEJFP
inhibited 83.6% of DPPH radicals, showing an excellent
antioxidant activity in few minutes of reaction. At 30 min
of incubation, 91% scavenging activity was achieved and it
remained until 50 minutes of reaction (Table 1).

3.3. Cell Proliferation and Viability. The effect of HEJFP on
both cell proliferation and visbility was evaluated in L929
murine fibroblasts cell line in different concentrations afier
24h and 48, using MTT assay.

HEJFP was able to promiote cell proliferation at 100 ggfmL
after 2dh and at 25, 50, and ¥ ug/ml afier 48h. The
concentration of 200 ug/ml was shown to be cytotoxic in
both times of exposure, decreasing significantly cell viability.
For the other concentrations assayed, the cell viability was
higher than 8% (Figure 1).

distance within scratch (0h) — distance within scratch (120)
‘distance within scratch (0h) -

[

34, Hydrogen Perovide-Induced Oxidative Stress and Cell
Survival 1919 fibroblast cells were treated with LOmM
H;04 as a model study of oxidative siress and resulted in
decrease of cell viability by 9% after 24h of exposure. The
antioxidant potential of the HEJFP was tested before and
after H, 0, exposure for 3 hand concomitantly with H, O, for
24 h. The HEJFF was not effective in protecting cells against
oxidative stress before or concomitantly with exposure to
H, 0, resulting in low rate of cell survival However, when
cells were first treated with HEJFP for 24 b, followed by HyO,
exposure for 3h, the tested concentrations of 25, 50, and
100 pg/mL protected the cells against adverse effects caused
viahility {Figure Z).

35 Scraich Assay. 1929 murine fibroblasts cell line was
tested through the scratch assay to determine the capacity
of these cells to migrate under HETFP stimulus (Figure 3).
L.929 cells have a fast migration rate; then the time to evaluate
the cell migration was determined as 12h upon exposure to
HEJFE At 24 h, scratch is almost closed, making it difficult to
analyze images.

Although concentrations of 0.5 and 100 pg/mL increased
thie cell migration rate after 12 h, the effect was not significant
when compared to control (Table 2).

4. Discussion
Plant extracts can be efficient in helping the wound healing
process if they contain phytochemicals with antimicrobial
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TABLE |- Antioxidant activity of HEJFP determined by the DFFH
asmsay.
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fibroblasts cell line. Mowadays, cell culture is a popular and
effective method to test the sensitivity of cells to selected
groups present in the microenvironment. Fibroblasts cell
cultures have been proposed as a method for testing wound
healing activity in vifre [22].

Hydrogen peroxide-induced oxidative stress is an alterna-
tive to evaluate extract’s antioxidant activity in cells. H, 0, is
an impartant molecule in wound healing process, the effect of
which shall be under control of a molecular antioxidant appa-
ratus such as 30D, GPx, and phosphaolipid hydroperooxide
ghutathione peroxidase [23]. A cytoprotective effect of HEJFP
was detected when oxidative stress was induced to cells after
the treatment with the extract. In this sense, a plausible
assumption takes into account the fact that the protective
effiect of the extract could be related to the antioxidant activity
therenf, correborated by the results obtained through DPPH
asay.

Xu et al [11] also found a protective effect against hydro-
gen peraxide-induced oxidative stress in keratinocytes and
fibroblasts of black soybean seed coat extract. The authors
asigned this effect to the antioxidant activity of antho-
cyanins, metabolites that belong to phenolic group and are
fiound in shundance in jabaticaba fruit peels.

Cell profiferation and migration are two extremely
important features during the tissue formation phase in the
wound healing Scratch assay is a form to mimic a wound
im vilro and evaluate the cell migration rate. Once the cell
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FIGURE |: Percentage of survival of 1929 fbroblast cell d with
HEJFP after 24k and 48 h. Data are expressed as a mean 2 5Dk =
18). # indicates P « (.01 agai ] for 24 b; # inds <001

and ## indicates P« (1.05 against control for 4885

TABLE  Scratch length (um) and cell migration rate (%) of 1929
murine Ghroblasts treated with HEJFP determined by the scratch
assay

Length within the scratch (pm) % migration rate

Time 0 859.97 + 1139 [

Control 4673 2 6284 AT
0.5 pgfml 15756 + 53.58 BL&B £ 623
5 pglmlL 26181 £ 9932 6954 £ 1155
25 pgfmL. 26336 + 734 TL42 853
S0pgiml. 24579 + 138.65 6937 + 1612
100 gglml 18331 £ 5115 TEST + 106

Walues are mean £ S0 (- 2).

active compounds that enhance mitogenic activity, angiogen-
esis, collagen production, and DNA synthesis [20].

Jzboticaba fruit peel has a promising potential as a
wound healing enhancer duo to its biomass rich in phenolic
compounds. Indeed, those secondary metabolites have a well-
known antioxidant activity that prevents tissue damage and
stimulates wound healing [11, 21].

The evaluation of the effectiveness of HETFP in wound
healing process was performed in vifro using L92% murine

is disrupted, the loss of cell-cell interaction results
in increasing concentration of growth factors and cytokines
at the wound edge, initiating migration and proliferation of
cells [24]. Interestingly, although the HEJFP was not able
to increase cell migration rate, the extracts at 25, 50, and
100 pg/mL promoted fibroblasts proliferation. This mitogenic
effect is & positive event for wound healing process because
fibroblasts are important cells involved in wound contraction
and ECM production [18].

5. Conclusion

HE]JFP has been shown to be in vitro-a potential plant extract,
enhancing the wound healing process. The cyloprotective
effect of HEJFP in fibroblasts against hydrogen peroxide-
induced oxidative stress can be assigned to its phenolic
compounds, which have been proven to be strong antiox-
dants. Besides, HEJFP induced mitogenic activity of fibrob-
lasts, an important feature in the wound healing process.
Further investigations are necessary to isolate and identify
the compounds responsible for these activities, as previous
findings refer to the ic acid as a major compound
in the HEIFP (unpublished data). Besides, in vitro studies
measuring antioxidant enzymes will help understand the
mechanisms underlying the effects described herein for the
wound healing process.
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ANEXO A — CERTIFICADO EMITIDO PELA COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SANTA CATARINA

'l
ém Universidade Federal Comissdo de Etica no
;-,...,é de Santa Catarina Uso de Animais

UFSC

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Andlise do potencial anti-inflamattrio e antioxidante durante o processo cicatricial do
extrato hidroakcdelico proveniente da casca de jabuticaba [Plinia peruviana) *, protocolada sob o CEUA n? 3252200417, sob a
responsabilidade de Marcelo Maraschin e equipe; Daniela Sousa Coelho; Heloisa da Silva Pitz - que envolve a producdo,
manutencdo efou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentac3o Animal {CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUAUFSC) na reunido de
04/08/2017.

We certify that the propasal “Anti-inflammatory and anticxidant activity of Jaboticaba (Plinia peruviana) fruit peel hydroalcohalic
extract during wound healing process®, utilizing 198 Heterogenics mice (males or females), protocol numbser CEUA 3252200417,
under the responsibility of Marcelo Maraschin and team; Daniela Sousa Coelho; Heloisa da Silva Pitz - which involves the
production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.734 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as
well as with the rules issued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation {OONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 0B/04/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 08/2017 a 12/2017 Area: Fitotecnia

Owrigem: Biotério Central

Espédie: Camundongos heterogénicos sexg: Machos ou Fémeas  idade: 6a B semanas N: 198
Linhagem: Swiss Pesp: 25a35g
Resumo: Os palifendis s50 metabdlitos vegetais secundérios com ida ativis doidante e anti-inf Dentre a

wasta diversidade de substincias que compdem este grupo, destacam-se as antocianinas, pigmentos naturalmente encontradas
em plantas que conferem a coloracio vermelha, azul ou roxa a uma variedade de frutos e folhas. Estes compostos possuem
atividades bioldgicas semelhantes dquelas descritas para os polifendis. Dentre a flora brasileira existem muitas espécies vegetais
ricas em antocianinas que possuem pouco ou nenhum estudo gue avaliem o efeito dessas substincias. Exemplo disto s3o os frutos
da espécie Plinia peruviana (jabuticaba), potencialmente ricos nesta classe de compostos bioatives. O interesse em avaliar o uso de
extratos de plantas na cicatrizacdo de feridas cresceu nas duas Gitimas décadas. Dentre os efeitos listados para se considerar um
extrato vegetal potencialmente ativo na promegdo da cicatrizago de feridas estdo: atividade antimicrobiana, antioxidante, efeite
mitogénico e angiogénico, estimulo & producdo de coldgeno e sintese de DMA (Ghosh & Gaba, 2013). Neste contexto, extratos ricas
em antocianinas da casca dos frutos de jabuticaba (P. peruviana) parecem potenciais indutores & cicatrizacdo de feridas. O intuito
do presente trabalho & avaliar a atividade do extrato hidroalcdolico extralde da casca de frutos de Plinia peruviana (jabuticaba)
durante o processo de cicatrizagSo de feridas avaliando em modelos de cicatrizagdo in vivo e in vitro pardmetros inflamatdrios e
antioxidantes através da mensuragio da liberagio de citocinas prd- e anti-inflamatfrias assim como a atividade de enzimas
antioxidantes e a peroxidagdo lipidica e a velocidade de fechamento das lesdes.

Local do experimento: Todos os procedimentos realizados com os animais serdo feitos no Laborattrio Neonatal Experimental
[Biotério Setorial).
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Fua Desernbargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - FloriandpolinSanta Cataring-5C CEP: 28040400 - tel: 55 (48) 37216093 / fac: -
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