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Resumo: A Tocoyena formosa (Rubiaceae) tem sido utilizada popularmente para tratar inflamagoes e propiciar o reparo
tecidual. Assim, objetivou-se prospeccao fitoquimica dos extratos aquosos das folhas (Tf-aqf) e das cascas do caule (Tf-aqc) de
T. formosa, avaliar sua atividade antioxidante e seus efeitos citotoxico e migratdrio sobre fibroblastos (L929). Os extratos foram
obtidos por maceragdo a quente e, em seguida, foi realizada a prospeccao preliminar e a determinagao do contetido de fendis
e flavonoides totais. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH e ABTS. O efeito citotéxico pelo ensaio de
MTT e o potencial cicatrizante foi determinado pelo ensaio scratch-wound healing. Os extratos mostraram-se ricos compostos
fendlicos, entre eles os flavonoides. Esses compostos tém especial importancia por sua propriedade de interagir diretamente
no metabolismo oxidativo. Ambos se mostraram com capacidade antioxidante de maneira concentracao-dependente, porém
o Tf-aqf mostrou-se mais potente que o Tf-aqc. Por outro lado, ambos nao foram citotdxicos e aceleraram a migracao celular
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apos 12 e 24 horas, nao havendo diferenga entre si. Os dados obtidos corroboram com o uso popular da espécie frente ao
reparo tecidual, tornando-a uma promissora alternativa terapéutica para o enfrentamento de dificuldades na cicatrizagao de
feridas.

Palavras-chave: Fitoterapia; Plantas medicinais; Tocoyena formosa; Fibroblastos murino L.929; Feridas cutaneas.

Abstract: Tocoyena formosa (Rubiaceae) has been popularly used to treat inflammation and promote tissue repair. Thus, the
objective was to conduct a phytochemical screening of the aqueous extracts of the leaves (Tf-aqf) and stem bark (Tf-aqc) of T.
formosa, evaluate their antioxidant activity, and their cytotoxic and migratory effects on fibroblasts (L929). The extracts were
obtained by hot maceration, followed by a preliminary screening and determination of total phenol and flavonoid content.
Antioxidant activity was evaluated by DPPH and ABTS methods. The cytotoxic effect was assessed by the MTT assay, and
the wound healing potential was determined by the scratch-wound healing assay. The extracts were found to be rich in
phenolic compounds, including flavonoids. These compounds are particularly important for their property of directly
interacting with oxidative metabolism. Both extracts showed antioxidant capacity in a concentration-dependent manner, with
Tf-aqf being more potent than Tf-aqc. On the other hand, neither extract was cytotoxic, and they accelerated cell migration
after 12 and 24 hours, with no difference between them. The data obtained support the popular use of the species in tissue
repair, making it a promising therapeutic alternative for addressing wound healing challenges.

Keywords: Phytotherapy; Medicinal plants; Tocoyena formosa; Murine fibroblasts L929; Cutaneous wounds.

Resumen: Tocoyena formosa (Rubiaceae) ha sido utilizada popularmente para tratar inflamaciones y promover la reparacion
tisular. Asi, el objetivo fue realizar una prospeccién fitoquimica de los extractos acuosos de las hojas (Tf-aqf) y la corteza del
tallo (Tf-aqc) de T. formosa, evaluar su actividad antioxidante y sus efectos citotdxicos y migratorios sobre fibroblastos (L929).
Los extractos se obtuvieron por maceracion en caliente, seguida de una prospeccién preliminar y la determinacion del
contenido total de fenoles y flavonoides. La actividad antioxidante se evalué mediante los métodos DPPH y ABTS. El efecto
citotoxico se evalué mediante el ensayo MTT y el potencial cicatrizante mediante el ensayo de cicatrizaciéon por rasguno. Los
extractos resultaron ser ricos en compuestos fendlicos, incluidos los flavonoides. Estos son de especial importancia por su
propiedad de interactuar directamente con el metabolismo oxidativo. Ambos mostraron capacidad antioxidante de manera
dependiente de la concentracién, siendo Tf-aqf mas potente que Tf-aqc. Por otro lado, ninguno de ellos fue citotoxico y
aceleraron la migracion celular después de 12 y 24 horas, sin diferencia entre ellos. Los datos obtenidos corroboran el uso
popular de la especie en la reparacion tisular, convirtiéndola en una prometedora alternativa terapéutica a los desafios en la
cicatrizacién de heridas.

Palabras clave: Fitoterapia; Plantas medicinales; Tocoyena formosa; Fibroblastos murinos 1.929; Heridas cutaneas.

1. Introdugao

A cicatrizagao raramente € vista como um problema em individuos saudaveis, contudo a prolongacao desse
processo é um grave problema de satde ptblica, tendo em vista que reduz a qualidade de vida do paciente e
aumenta significativamente os custos para o tratamento (NASCIMENTO et al., 2020). Este por sua vez pode vir a
ser muito oneroso tanto para os sistemas publicos de satide como para o individuo devido aos gastos excessivos
com curativos e medicamentos necessarios, os quais muitas vezes sao invidveis para pessoas de baixa renda
(NASCIMENTO, 2015). Estudos mostram que aproximadamente 22,8% da populagao mundial sofre com feridas
cronicas o que resulta em despesas custosas que variam de R$ 28,1 a R$ 96,8 bilhdes (SILVA et al., 2020;
DOMINGUES; URIZZI; SOUZA, 2022).

H4 poucas informagdes sobre o custo do tratamento de feridas no Brasil. No entanto, estima-se que a cada ano
570 mil brasileiros apresentem novas feridas cronicas (JUNIOR; CARBINATTO; BAGNATO, 2019). As
complicagdes durante esse processo podem resultar em intensas dores, infec¢des, hospitalizagao e amputagdes,
comprometendo a sauide e a qualidade de vida do paciente (FUHR MARCHESINI; BAZI RIBEIRO, 2020; BRITO;
LEITE, 2021; DANTAS et al., 2022; MAGALHAES et al., 2022; FREEDMAN et al., 2023).

Diversos fatores podem contribuir para a dificuldade de cicatriza¢do, como: a idade do individuo, o estado
nutricional, ma vasculariza¢do (RIBEIRO, 2019; FUHR MARCHESINI; BAZI RIBEIRO, 2020; ZANOTIL 2021) e
presenca de condigdes cronicas como obesidade e diabetes que alteram o funcionamento metabolico normal do
organismo, aumentando o estresse oxidativo (MORESKI; BUENO; LEITE-MELLO, 2018; VIEIRA; DE FARIA
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NUNES; BRAGA, 2021; DE ALFAIA; PANTOJA, 2022) e, por consequéncia, aumenta o tempo habil de reparo
tecidual (SOUZA; MENDONCA; SILVA, 2013).

Dessa forma, € imprescindivel o desenvolvimento de estudos que corroborem para a busca de medicamentos
que possibilitem a potencializagao da cicatrizagdo. Os brasileiros apresentam grande aceita¢do ao uso tradicional
de produtos naturais como terapia alternativa ou complementar para diversos problemas de satide. Ademais, o
Brasil, € o pais de maior biodiversidade do mundo, tendo condi¢des de adotar a fitoterapia como uma possibilidade
eficaz no tratamento de diversas doengas (SANTOS et al., 2019; FERRAZ et al., 2023). Entretanto, apesar de toda
diversidade vegetal encontrada no pais, a utilizagao de plantas medicinais de forma regulamentada e segura ainda
é reduzida, tendo seu uso norteado pelos saberes populares (CONCEICAO et al., 2023; VELOSO et al., 2023).

Até o momento apenas 71 espécies de plantas medicinais constam na Relagdao de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (ReniSUS) e 12 medicamentos fitoterapicos na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(Rename) que sao ofertados a populacao através SUS (BRASIL, 2024). Isso reforca o quanto € necessario o
desenvolvimento de pesquisas sobre plantas medicinais consagradas no meio popular nao s6 para a valorizagao
do saber popular, mas também para expandir as possibilidades terapéuticas (SOARES et al., 2020; VELOSO et al.,
2023).

Dentre os diversos compostos provenientes do metabolismo secundario de plantas, os compostos fenolicos se
destacam por estarem diretamente relacionados com propriedades biologicas apresentadas por extratos vegetais,
tais como atividade antibacteriana, anti-inflamatdria, imunomoduladora e no combate ao estresse oxidativo
(NASCIMENTO; DUTRA; MELO, 2020, VANLALVENI et al., 2021). Além disso, eles também auxiliam o processo
de proliferacdo de fibroblastos e, por conseguinte, na aceleracdo do processo de cicatrizagdao (JARDIM; CORTELL
2019).

Nesse contexto, o género Tocoyena, pertencente a familia Rubiaceae, possui espécies com potencial antioxidante
(OLIVEIRA, 2021), antifingica, antileishmania (SOUSA et al., 2019), anti-inflamatério e antibacteriano (BELCHIOR,
2021). Dentre elas, a espécie Tocoyena formosa, popularmente conhecida como Jenipapo bravo e Jenipapo do campo,
¢é nativa da América Tropical, tipica dos dominios xeromorficos como o cerrado, restinga e caatinga (COELHO;
AGRA; BARBOSA, 2006). Sua utilizagdo baseada no conhecimento popular foi descrita no tratamento de diversas
enfermidades como inflamacoes, entorses, inchagos e lesdes, sendo amplamente utilizada no Nordeste brasileiro
(AZEVEDO; NETO; DANTAS, 2006). Além disso, as cascas do caule sdo utilizadas em forma de cataplasma sendo
aplicado diretamente sobre a rea lesionada para acelerar o processo de reparo tecidual (CESARIO et al., 2019).

Diante disso, decidiu-se investigar o efeito do extrato aquoso das folhas e das cascas do caule de T. formosa
sobre a cicatrizacdo experimental de feridas em fibroblastos, por ser células importantes para o complexo processo
de cicatrizagao, bem como avaliar o seu potencial antioxidante in vitro.

2. Materiais e Métodos

2.1. Coleta do material botanico

As cascas do caule foram coletadas na Propriedade Agroecoldgica do Vale de Sao José, na Zona Rural do
Municipio de Caetés, localizado no Agreste de Pernambuco. O material botanico foi coletado por meio da técnica
de turné-guiada (ALBUQUERQUE et al., 2014), onde um especialista indicou o local e a planta a ser coletada. Por
meio aplicativo de celular SW MAPS®, foi possivel detectar a localizagdo mais precisa da arvore, que apresentou
coordenadas geograficas 8,77429627° ao sul e 36,71909083° ao oeste para latitude e longitude, respectivamente,
bem como elevacao de 883,519 metros. Para identificacdo botanica, foram coletadas amostras em estado fértil, onde
foram prensadas ainda em campo e levadas para secagem em estufa a 50 °C por 48 horas. Por fim, as exsicatas
foram depositadas no Herbario IPA do Instituto Agronomo de Pernambuco com N¢ de tombo 94760. O acesso ao
uso da planta para fins de pesquisa foi autorizado pelo Conselho de Gestao do Patrimonio Genético - Sistema
Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN - n® A93223E).

2.2. Prospecgio dos extratos e andlise do perfil fitoquimico

As folhas e as cascas coletadas de T. formosa foram fragmentadas e desidratas em estufa a 37 °C.
Posteriormente, foram trituradas em moinho obtendo-se um pé fino do qual foram pesados 2 g em um béquer,
sendo acrescido de 200 mL de agua ultrapura. O extrato aquoso das folhas (TF-aqf) e extrato aquoso das cascas do
caule (TF-aqc) foram obtidos a 1% por maceragao a quente até atingir 70 °C durante 15 minutos, sob agitagao
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constante, para a extracdo dos metabdlitos (MENDES et al, 2011; OLIVEIRA et al., 2024). Em seguida, filtrou-se o
extrato para a remocao das particulas grandes. O extrato foi estocado em recipiente ambar e armazenado em
geladeira com temperatura abaixo de 10 °C, para impedir a degradagdo dos compostos presentes. Uma aliquota
desse extrato foi submetida ao processo de liofilizacao, visando a realizacdo de algumas metodologias do estudo.
Para a realizacao da anadlise do perfil fitoquimico do extrato obtido, foi utilizada a metodologia de Matos (1997).

Para execugao dessa analise qualitativa utilizou-se os extratos TF-aqf e TF-aqc na concentragao de 1 mg/mL.
Foram separados 9 tubos para os testes de cada amostra. Nos tubos de nimero 1, foram realizados o teste de
saponinas, foram colocados 10 mL dos extratos e agitado manualmente entre 3-5 minutos, observando a formagao
de espuma, caracteristico desses metabolitos. Nos tubos 2 e 4, a fim de identificar a presenca de taninos, taninos
pirogalicos, gomas e mucilagens, foram adicionados 2 mL dos extratos e 5 mL da solugdo de acetato de chumbo
neutro a 10%. Nos tubos de niimero 3, foram realizados o teste de fendis, onde adicionou-se 5 mL dos extratos e 2
mL de cloreto de ferro III a 3-5%. Para identificar a presenca de flavonoides, foram utilizados 3 tubos, para cada
extrato, contendo 2 mL da amostra, sendo o primeiro tubo acidificado com acido cloridrico (HCI) diluido, o
segundo alcalinizado com hidréxido de sédio (NaOH) 70%, deixando o terceiro como branco.

Nos tubos de ntimero 8, a fim de identificar a presenca de alcaloides, foram adicionados 2 mg dos extratos
liofilizados e solubilizados em 8 mL de HCl a 5%. Em seguida, 2 mL da solugao acida foi acrescida de 5 gotas dos
reagentes de Dragendorff. Nos tubos de nimero 9 foi realizado o teste para identificar a presenca de taninos, para
isso utilizou-se 2 mL dos extratos e adicionou-se 10 mL de agua destilada e, posteriormente, 5 gotas da solucao de
cloreto férrico 1%.

2.3. Determinagdo do teor de compostos fendlicos totais e flavonoides

O teor dos compostos fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu (SOUSA et al., 2007; Giilgin et al., 2004) com modificagdes, empregando o acido galico como composto
fendlico padrao. Os experimentos foram realizados em triplicata. As amostras foram solubilizadas em etanol numa
concentragao de 1 mg/mL. 25 pL. das amostras foram misturadas com 25 uL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apo6s
1 minuto, adicionou-se 25 puL da solugao de NaCOs (15%, p/v) e a microplaca foi agitada por 30 segundos. A
microplaca foi deixada em repouso por 2 horas em ambiente protegido de luz, e a absorbancia foi medida em
760 nm com o auxilio do leitor de microplacas. Utilizando agua destilada como branco. Os resultados dos teores
de compostos fenolicos totais foram expressos como equivalentes de acido galico (ug EAG/g).

A determinacao do contetido de flavonoides totais seguiu o método de (Meda et al. 2005). O volume de 5 mL
dos extratos solubilizados em metanol foi acrescido do mesmo volume de solucao de AlCls a 2% (p/v). A mistura
permaneceu em repouso por 10 min antes de ser colocada em microplaca. Em seguida, adicionou-se 300 uL/pogo
da mistura e leu-se a microplaca na absorbancia a 415 nm contra um branco composto pela solugao de AICls. A
curva de calibracdo foi obtida a partir de uma solu¢do padrao a 100 pug/mL de quercetina em metanol. A
concentragao de flavonoides foi expressa como equivalentes de quercetina (ug EQ/g).

2.4. Avaliagdo do potencial antioxidante pelo método de DPPH e ABTS

A capacidade antioxidante foi determinada utilizando o método de reducdo do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil). O método de redugao do DPPH foi realizado por microdiluicdo em microplacas de 96
pogos proposto por Mezza et al., (2017) e realizado em triplicata. A amostra foi solubilizada em etanol numa
concentra¢ao de 1 mg/mL. Em microtubos, foram adicionadas as quantidades apropriadas dos extratos, do etanol
(padrao) ou da solu¢do de DPPH (em etanol). Posteriormente um volume de 300,0 pL de cada uma das solugdes
foi transferido para microplacas com 96 pogos, ficando em repouso por 30 min sob o abrigo de luz. Em seguida, a
leitura foi realizada no espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 517 nm. Para o controle, foi feita
uma solugao de 50 uL em 450 pL de solugao DPPH, utilizando etanol como branco. A capacidade antioxidante foi
determinada conforme equagdo: % de protecao = (Abs do controle — Abs da amostra) x 100 / Abs do controle. A
concentra¢do de inibi¢do (Clso) foi determinada em (uL/mL) capaz de reduzir 50% da concentragao inicial da
solugdo padrao de DPPH 60 uM.

O método de andlise antioxidante por ABTS é amplamente utilizado para avaliar a capacidade antioxidante
de diferentes amostras, baseado na reducdo do radical ABTS+ gerado pela oxidagao do ABTS (acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)). Inicialmente a solucao estoque de ABTS foi preparada obtendo-se uma
concentragdo de 7 mM. A solucdo de persulfato de potassio foi obtida numa concentracdo de 140 mM.
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Posteriormente, foi realizado o preparo da solugao do radical Cation ABTS*, para isso, foi adicionado a um balao
volumétrico 2,5 mL da solugao de ABTS (7,0 mM), 44 uL da solucdo estoque de persulfato de fosfato (140 mM), a
qual foi mantida sob abrigo de luz por 16h. Apos, a solugao de ABTS foi diluida em aproximadamente 40 mL de
etanol, até atingir uma absorbancia de 0,7 +/- 0,05 num comprimento de onda de 734 nm. Para a execugado do ensaio
ABTS, adicionaram-se quantidades apropriadas das solugdes das amostras, em uma concentragao de 0,1 mg/mL,
ou do padrao, etanol e solucdo de ABTS em eppendorfs de 500,0 pl, em triplicata. As solugdes foram
homogeneizadas e os eppendorfs foram submetidos a um banho ultrassonico por 6 minutos. Em seguida,
transferiram-se 300,0 ul de cada solugao para uma placa de 96 pocos. Para o controle, adicionaram-se 300,0 ul da
solucdo de ABTS em eppendorfs de 500,0 pl, em triplicata, utilizando-se etanol como branco. Em seguida, a leitura
foi realizada no espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 517 nm (RE, et al., 1999; RUFINO et al.,
2007; HAN; ZHANG; LUO, 2011; ZHU et al., 2011).

2.6. Cultura de células

A linhagem de fibroblastos murinos L929 foi cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de glutamina e 100 U de penicilina 10 ug de estreptomicina/mL a
37 °C com 5% de COa. As células foram manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar vertical e
cultivadas em frascos plasticos para cultura (25 cm?, volume de 50 mL ou 75 cm?, volume de 250 mL).

2.7. Avaliagdo do potencial citotdxico dos extratos

A capacidade Tf-aqf e Tf-aqc em induzir a proliferacao celular foi avaliada pelo ensaio de MTT ([brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazélio]) de Mosmam, 1983. Os fibroblastos (7x10° células/pogo) foram
cultivados em microplacas de 96 pogos, e tratados apenas com DMEM (controle negativo) ou com Tf-agf ou Tf-
aqcas diluidos em meio de cultura DMEM, em concentrag¢oes de 1, 3, 9, 27 e 81 pug/mL. Como controle positivo
foram utilizadas células tratadas com 1% de TRITON X-100. Ap6s a incubagdo por 24h a 37 °C em estufa de COx,
adicionou-se 15 ug/mL de MTT, as placas foram mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO:2 por 4
horas. Apos o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi desprezado e, adicionado 100 pL de dimetilsulféxido
(DMSO), para solubilizar o formazan produzido. A densidade 6ptica (OD) da solugdo em cada pogo foi registrada
a 540 nm. A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada em triplicata e os valores de absorbancia foram expressos
como percentagem de viabilidade celular, conforme a equagdo: (Abs de células tratadas/Abs de células nao
tratadas) x 100%.

2.8. Avaliagdo da capacidade cicatrizante in vitro dos extratos

A capacidade dos Tf-agf e Tf-agc em induzir a migracdo celular foi avaliada pelo ensaio de migragao
horizontal (scratch-wound healing) (CARDOSO et al., 2018). Os experimentos foram realizados em triplicata. As
células L929 (2x10° células/pogo) foram plaqueadas em microplacas de 24 pogos. Apos 90% de confluéncia, foi
realizado um risco linear em cada pogo, com o auxilio de uma ponteira de 200 pL. Os pogos foram lavados duas
vezes com tampao salina fosfato (PBS), para remover os residuos celulares. Em seguida, o meio removido foi
substituido por um meio suplementado apenas com 1% de SBF na auséncia dos extratos (controle negativo) ou na
presenca deles na concentragao de 27 ug/mL. Foi feita a avaliagdo microscdpica dos riscos, mediante as aquisi¢oes
de imagens com uma camera acoplada ao microscépio de luz invertida, nos tempos 0, 12 e 24 horas apos o
tratamento. A migracgao celular foi avaliada mediante a analise das imagens através do programa de analise de
imagens Image]. O valor da migrac¢ao das células, em porcentagem, foi obtido mediante o céalculo: % de migracao
= (Ao-At)/Ao x 100, no qual Ao é a drea original e At é a drea no periodo de tempo apds a lesao.

2.9. Anuilise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM), e analisados empregando
testes estatisticos. Os resultados foram considerados significantes quando p < 0,05. Os valores de Cls foram
calculados por regressao nao linear. Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versao 8.0.3.
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3. Resultados

3.1. Andlise do perfil fitoquimico e quantificacdo do teor de fenélicos totais e flavonoides

Partindo da triagem fitoquimica preliminar dos extratos de TF-aqf e TF-aqc, através da realizagao de testes
colorimétricos e de formacao de espuma, revelou a presenga de fenois, taninos, saponinas, flavonoides e alcaloides
(Tabela 1). Apresentando maior intensidade da presenga de fendis no extrato das folhas.

Tabela 1. Tabela de prospecgao fitoquimica dos extratos TFf-aq e TFc-aq.

Teste TF-aqf TF-aqc
Saponinas +H+ ++
Taninos, Gomas e Mucilagens +H+ +H

Taninos pirogalhicos - -

Fenois +++ +
Flavonoides + +
Alcaloides - -
Taninos - -

(+++) Alta intensidade; (++) Média intensidade; (+) Baixa intensidade; (-) Ausente. Fonte: Autores, 2024.

Ainda referente aos metabolitos, os compostos fenodlicos totais foram avaliados pelo método de Folin-
Ciocalteu, os resultados foram expressos como micrograma equivalente ao acido galico por grama de extrato (ug
de EAG/g) de peso seco da amostra. O valor de fendlicos totais observados foi de 44,33 e 83,89 ug de EAG/g para
os extratos TF-aqc e TF-aqf, respectivamente (Figura 1a). Na determinagao de Flavonoides Totais, os dados foram
expressos como micrograma equivalente a quercetina por grama de extrato (ug de EQ/g) de peso seco da amostra,
obtendo-se 641,66 e 589,03 ug de EQ/g para os extratos TF-aqc e TF-aqf, respectivamente (Figura 1b), corroborando
com os dados obtidos na triagem preliminar.
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Figura 1. Comparacdo da presenga de compostos fendlicos e flavonoides nos extratos TF-aqf e TF-aqc. (a)
Quantificagdo de compostos fenolicos. (b) Quantificagdo de flavonoides.***p<0,001. Fonte: Autores, 2024.

3.2. Avaliagdo do potencial antioxidante pelo método de DPPH e ABTS

O actmulo de radicais livres além da capacidade de neutralizagao do organismo pode resultar em um estado
de estresse oxidativo o que interfere diretamente em processos inflamatdrios de forma que haja a sua intensificacao
e, por consequéncia, levando a um retardo do tempo habil de fechamento da ferida (LOPEZ et al., 2022; WANG et
al., 2023). Assim, torna-se importante buscar por produtos vegetais que apresentem potencial antioxidante e
auxiliam no processo de cicatrizagao.
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O método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
sao técnicas utilizadas para avaliar a atividade antioxidante de compostos e extratos. Através dessa metodologia é
possivel avaliar substancias com potencial para atividade antioxidante, a partir do parametro ICs que representa
qual a concentragao do extrato é necessaria para o DPPH e/ou ABTS perderem sua atividade em 50%. Os resultados
sao frequentemente expressos como porcentagem de inibicdo do DPPH e/ou ABTS, que indica o quanto o composto
¢ capaz de neutralizar estes radicais livres.

Para calcular a porcentagem de inibi¢ao do radical DPPH (I%), foi utilizada uma curva linear baseada nos
valores das concentra¢des empregadas e na capacidade de cada uma delas de reduzir a atividade do DPPH,
utilizando-o o Trolox como controle positivo. As concentragdes utilizadas vao de 40 pg/mL a 500 pg/mL (Figura
2a e 2b).
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Figura 2. Porcentagem de inibigao de radicais de DPPH pelos (a) TF-aqf e (b) TF-aqc.

As porcentagens de sequestro de DPPH (Cls0) obtidas foram de 46.19 + 3,58 ug/mL e 118,7 + 14,92 ug/mlL,
respectivamente, havendo diferengas significativas entre si. Pode-se inferir que ambos os extratos demonstraram
um bom potencial antioxidante e o Tf-aqf se destaca por apresentar um valor menor de Cls. Esses dados
corroboram com os obtidos no perfil fitoquimico, em que o Tf-aqf apresentou maiores concentra¢des de compostos
fenolicos totais.

Para calcular a porcentagem de inibicao do radical ABTS, foi utilizada uma curva linear baseada nos valores
das concentragdes empregadas e na capacidade de cada uma delas de reduzir a atividade do ABTS, utilizando o
Trolox como controle positivo. Foram utilizadas concentragdes crescentes de 5 pg/mL a 100 pg/mL para TF-aqf e
TF-aqc (Figura 3). As porcentagens de redugao do ABTS (Clso) obtidas foram de 9,78 +0,2103 ug/mL e 15,45 + 0,528
pg/mL, para os extratos Tf-aqf e Tf-aqc, respectivamente, (Figura 3). Semelhante ao observado no ensaio de DPPH,
o Tf-aqf mostrou-se mais potente em inibir o radial ABTS~.
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Figura 3. Porcentagem de inibigao de radicais pelos TF-aqf e TF-aqc.
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3.2. Avaliagdo do potencial citotéxico dos extratos

Para testar o potencial efeito citotdxico dos extratos de TF-aqf e TF-aqc sobre fibroblastos da linhagem 1929,
foi aplicado o ensaio de MTT. Ambos os extratos nao apresentaram efeito citotoxico nas concentragdes testadas (1
- 81 pug/mL) no periodo de 24 h (Figura 4).
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Figura 4. Efeito dos extratos de TF-aqf e TF-aqc sobre a viabilidade celular da linhagem fibroblastos da linhagem
celular L929. A linha pontilhada vermelha representa o grupo controle, onde as células foram mantidas apenas com
o meio de cultura (DMEM), a linha vermelha sélida representa as células na presenga do TRITON X-100 (controle
positivo) e as barras verticais representam a média e S.E.M de trés experimentos independentes, cada um realizado
em quadruplicata. ANOVA two-way, seguida do pds teste de Dunnet (controle negativo vs. TF-aqf ou TF-aqc).

Apos a verificagao da baixa toxicidade celular apresentada pelos extratos, dos metabolitos encontrados com a
prospecgao fitoquimica e da apresentagao de atividade antioxidante por ambos, prosseguiu-se com a avaliagao da
capacidade cicatrizante, utilizando o ensaio de migracdo horizontal. Para isso, utilizou-se a concentracao
submaxima (27 ug/mL) utilizada no ensaio de MTT.

3.2. Avaliagdo da capacidade cicatrizante in vitro dos extratos

O efeito dos Tf-aqf ou Tf-aqc sobre a atividade migratéria de fibroblastos foi avaliado utilizando o ensaio
scratch-wound healing. Os fibroblastos tratados com o ambos os extratos apresentaram uma taxa de fechamento do
risco superior ao observado com o grupo controle (Figura 5). Ap6s 12 e 24 h de cultivo, é possivel observar os
niveis basais do fechamento do risco em células do grupo controle de 7,43% e 14,84%, respectivamente. Enquanto
isso, os fibroblastos cultivados na presenca da concentracao de 27 pg/mL de TF-aqf e TF-aqc, apresentaram um
aumento na migrac¢do de 11,9% e 17,19% no tempo de 12 h e 19,1% e 15,55% no tempo de 24 h, respectivamente
(Figura 6).
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Figura 5. Imagens representativas da migracao celular para a area livre de células ap6s 12 e 24 h. Aumento de 100X.
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Figura 6. A percentagem de riscos cobertos foi medida pela quantificagdo do total da distancia em que as células
moveram da borda do arranhao em diregao ao centro do arranhao, usando o software Image], seguida de conversao
para uma porcentagem da ferida abordada. As barras verticais representam a média + S.E.M de dois experimentos
independentes, cada um realizado em triplicata. *p < 0,05 e ** p < 0,01 comparado com células tratadas com veiculo
nos respectivos intervalos de tempo.

68




Olam: Ciéncia & Tecnologia, v. 18, n. 1, p. 60-74, 2023. 69

4. Discussao

A Tocoyena formosa, popularmente conhecida como Jenipapo do campo, tem uma ampla distribuicdo no
Nordeste brasileiro e é popularmente utilizada para diversas finalidades, dentre elas no auxilio do reparo tecidual
(CESARIO et al., 2019).

Estudos apontam que produtos naturais sao ricos em compostos bioativos importantes no enfrentamento de
alguns problemas de satde por apresentarem propriedades analgésicas, antimicrobianas (DA SILVA et al., 2019;
CHOPRA; DHINGRA, 2021), cicatrizantes, anti-inflamatdrias e antioxidantes (DE SA-FILHO et al., 2021; VELOSO
et al., 2023). Assim, essa riqueza de propriedades faz dos produtos naturais potenciais alternativas terapéuticas
para o tratamento de algumas condi¢des como a demora na cicatrizagao de feridas (DE PRADO et al., 2020). Para
tanto, € importante investigar a composi¢do quimica destes para relaciona-los com as propriedades difundidas em
meio popular (DE SA-FILHO et al., 2021).

Estudos realizados por Bolzani ef al. (1996a, 1997b) identificaram a partir das cascas do caule e das folhas de
T. formosa a presenga de saponinas, flavonoides, iridoides e esteroides. CESARIO et al. (2019) avaliou
qualitativamente o Extrato Hidroalcéolico das folhas de T. formosa e identificou algumas classes de metabdlitos
como: taninos condensados, flavonoides, flavondis, xantonas, chalconas, auronas, flavonas, catequinas,
leucoantocianidinas, triterpenoides pentaciclicos e saponinas.

Ja é sabido que os metabdlitos secundarios desempenham um papel importante na defesa contra herbivoros
e patogenos, além de atrair outros animais e proteger contra a radiagao ultravioleta (DE SA-FILHO et al., 2021).
Este fato pode justificar a variagdo dessas quantificagdes dos extratos nas diferentes partes da planta. Além disso,
seu contetido e composigao quimica podem variar de acordo com condiges climaticas e geograficas (AUAD, 2018).

Ademais, a presenca dos compostos mencionados sugere que os extratos obtidos das diferentes partes dessa
planta possuem potencial para apresentar atividades bioldgicas antioxidantes, anti-inflamatéria e cicatrizante
(SHUKLA; RASIK; DHAWAN, 1999; LU et al., 2004, WYKOWSKI, 2012; JARDIM; CORTELLI, 2019; BACELAR,
2020; DA SILVA NETO et al., 2022; PEREIRA; KAFER; WYREPKOWSKI, 2022; FARISCO et al., 2019; DE VARGAS;
ANDRADE, 2022; MORAES et al., 2022).

O acumulo de radicais livres além da capacidade de neutralizagdo do organismo pode resultar em um estado
de estresse oxidativo o que interfere diretamente na inflamagao de forma que haja a sua intensificacdo e, por
consequéncia, levando a um retardo do tempo habil de fechamento da ferida (LOPEZ et al., 2022; WANG et al.,
2023). Assim, torna-se importante buscar por produtos vegetais que apresentem potencial antioxidante e
contribuam para a melhora do processo de cicatrizagao.

E importante salientar que o ensaio da capacidade antioxidante foi realizado com o extrato aquoso. Além
disso, é importante ressaltar que ambos os métodos mostraram uma correlagdo demonstrando atividade
antioxidante, mesmo depois de seguir metodologias diferentes. Os dados encontrados na literatura sdo escassos,
tanto sobre a respectiva planta quanto ao método de extragdo escolhido baseado no uso popular, levando a
dificuldade na comparacao de resultados. Por outro lado, ao avaliar atividade antioxidante, pelo método de DPPH,
do extrato hidroalcoolico de folhas de T. formosa (HELTF), Cesério et al. (2018) observaram apresentando uma Clso
de aproximadamente 180 pg/mL, bem superior aos nossos achados. Tal diferenca pode estar relacionada ao tipo
de solvente e método de extragao utilizado, resultado diretamente da quantidade e nos compostos extraidos.

Além disso, essa capacidade antioxidante pode estar relacionada com a presenca dos metabdlitos secundarios
encontrados na T. formosa, uma vez que estes ja demonstraram ser bons antioxidantes naturais (FARISCO, 2019;
DE VARGAS; ANDRADE, 2022). Devido a sua potencialidade em modular o estresse oxidativo, espera-se também
que os extratos apresentem acao frente ao fechamento de feridas (ZAMBONI, 2023).

Os produtos de origem natural possuem intiimeras propriedades terapéuticas de acordo com a medicina
popular (SOARES et al., 2020; FONSECA et al., 2023). Contudo, sua utilizacao deve ser cautelosa e seguida de testes
cientificos que, além de investigar seus 34 potenciais, atestem sua viabilidade terapéutica (ZAGO; DE MOURA,
2018; VELOSO et al., 2023), tendo em vista que estes compostos podem apresentar toxicidade (PEDROSO;
ANDRADE; PIRES, 2021; VELOSO et al., 2023), o que compromete a confiabilidade de sua utilizagao.

O ensaio MTT tem sido amplamente utilizado em pesquisas experimentais para avaliar viabilidade celular
(KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). Existem inimeras vantagens do ensaio de MTT, a exemplo: facilidade e
rapidez de execucao, reprodutibilidade dos resultados, além de ser evidenciado uma correlagao clinica entre os
testes in vitro e in vivo (SASAKI et al., 2019).
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Ha dificuldades em encontrar em artigos cientificos estudos com espécies do género Tocoyena spp. para poder
realizar uma discussdo mais acurada. Em trabalhos avaliando a citotoxicidade de espécies da mesma familia
Rubiaceae foi possivel identificar o trabalho de Oliveira et al. (2024). Os autores avaliaram o extrato de Hamelia patens
sobre a viabilidade celular de fibroblastos da linhagem (NIH/3T3) e observaram que o extrato reduziu a viabilidade
de maneira concentragao-dependente a partir da concentragao de 50 pug/mL. Arruda (2019), ao realizar testes com
o extrato de Morinda citrifolia, nas concentracdes de 6,25 ug/mL a 200 pug/mL, ndo encontrou citotoxicidade diante
da linhagem de macroéfagos murinos RAW 264.7. Bem, ambos os extratos Tf-aqf e Tf-aqc ndo foram citotoxicos em
fibroblastos L929, dando segurancga na avaliacao do seu potencial cicatrizante.

Durante o processo de cicatrizagao de feridas, os fibroblastos sao importantes para restaurar a integridade e
fungao tecidual. As respostas dos fibroblastos adjacentes ao local da ferida incluem proliferagao, migracao
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; CARMO, 2019; GUSMADOQ, 2023), além de auxiliar na contragao
da ferida, formacdo do tecido de granulacdo e sintese da nova matriz extracelular (MEC), produzindo
principalmente colageno, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, sendo que a falta dessas fungdes leva ao
comprometimento da cicatrizagao (LEAL; CARVALHO, 2014; MORESKI; BUENO; LEITE-MELLO, 2018; WANG
et al., 2018; RODRIGUES et al.,2017).

Segundo achados de Oliveira et al. (2024), a espécie Hamelia patens, da mesma familia botanica, aumentou a
proliferacao celular em células NIH/3T3 tratadas com o extrato nas concentragdes de 10 pg/mL e 50 pug/mL. Estudos
in vitro com fibroblastos humanos abordam a utilizagao de compostos fendlicos e flavonoides estando relacionados
a estimulagao da viabilidade celular, proliferagao e migracao celular (YANG et al., 2016; MOGHADAM et al., 2017;
PIVEC et al., 2019). Esse fato corrobora com os achados deste trabalho, visto que extratos de Tf-aqf e Tf-aqc sdo
ricos em compostos fendlicos em especial flavonoides e apresentaram um bom perfil de acelerar a
migracao/proliferacdo celular de fibroblastos.

Todos esses dados corroboram com o uso popular da espécie T. formosa frente ao reparo tecidual, sendo uma
potencial alternativa terapéutica na cicatrizagdo de feridas cutaneas. Tais descobertas sdo relevantes para a
avaliacdo de alternativas terapéuticas e até mesmo vislumbrar o desenvolvimento de um novo fitoterapico
destinado a aprimorar o processo de cicatrizagdo. No entanto, sdo necessarios mais estudos para melhor
caracterizar os mecanismos moleculares pelos quais T. formosa exerce tais efeitos biologicos.

5. Conclusoes

Os extratos de TF-aqf e TF-aqc nao demonstraram ser toxicos para os fibroblastos murinos (L929) nas
concentragdes testadas, além de apresentar quantidades satisfatorias de compostos fendlicos, flavonoides e outros
metabdlitos secunddrios o que sugere que ambos possuem potenciais atividades anti-inflamatdrias. Eles também
exibiram atividade antioxidante, sendo capazes de inibir os radicais DPPH e ABTS mesmo em concentragdes
baixas. Assim, infere-se que tais extratos podem apresentar atividade bioldgica no combate a inflamagao e ao
estresse oxidativo, os quais sao obstaculos para uma cicatrizagao eficiente. Os resultados indicam que os extratos
das folhas e das cascas do caule de Tocoyena formosa se apresentam como uma potencial alternativa terapéutica
frente a melhora do processo de cicatrizacao, principalmente para individuos com condi¢des de satide que o
afetam. Tais descobertas sdo relevantes para a descoberta de alternativas terapéuticas e o desenvolvimento de
produtos destinados a aprimorar o processo de cicatrizagao.
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