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Bassetti LA. Avaliagdo do impacto da Tangeritina sobre a atividade migratoria e
sintese de colageno de fibroblastos L929 [Trabalho de Conclusdo de Curso —
Graduacdo em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2023.

RESUMO
Fibroblastos participam ativamente na inflamagéo, formacao de tecido de granulacao,

deposicao da matriz extracelular e remodelacgéo liberando mediadores biologicamente
ativos. Sabe-se que alguns flavonoides abrangem um amplo espectro de atividades
biolégicas. Este estudo propbe avaliar a hipotese de que o flavonoide citrico
tangeritina (TANG) module, in vitro, a atividade migratéria e a deposicao de colageno
a partir de fibroblastos L929. Para isso, fibroblastos foram cultivados concomitante a
diferentes concentracdes de TANG e as seguintes analises foram realizadas:
avaliacdo da citotoxicidade por ensaio de MTT apds 48h; avaliacao da proliferacéo
celular por Alamar blue® apés 1 e 5 dias; avaliacdo da sintese de colageno por
espectrofotometria apés 3 e 7 dias e analise da atividade migratoria apos 3 dias.
Observou-se que concentragbes menores que 50uM apresentaram seguranca para
as demais analises, enquanto apenas tangeritina 1uM aumentou atividade metabolica
apos 5 dias. Tratamento com TANG nas concentracdes 1 e 25 uM estimulou a sintese
de colageno quando comparado ao grupo controle em 3 dias. O tratamento com 1 e
10 uM TANG melhorou atividade migratoria apos 1 dia quando comparado ao grupo
sem tratamento. Dessa maneira, podemos concluir que a TANG na menor
concentracao estimula a capacidade migratéria e sintese de colageno de fibroblastos
L929 e que esses estimulos sdo tempo dependente.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Fibroblastos. Inflamacé&o. Flavonoides.



Bassetti LA. Evaluation of the impact of Tangeritine on the migratory activity and
collagen synthesis of fibroblasts L929 [Trabalho de Conclusdo de Curso — Graduagéo
em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

Fibroblasts actively participate in inflammation, granulation tissue formation,
extracellular matrix deposition and remodeling by releasing biologically active
mediators. It is known that some flavonoids cover a wide spectrum of biological
activities. This study proposes to evaluate the hypothesis that the citrus flavonoid
tangeritin (TANG) modulates, in vitro, migratory activity and collagen deposition from

L929 fibroblasts. For this, fibroblasts were cultured concomitantly with different
concentrations of TANG and the following analyzes were performed: evaluation of
cytotoxicity by MTT assay after 48h; assessment of cell proliferation by Alamar blue®
after 1 and 5 days; evaluation of collagen synthesis by spectrophotometry after 3 and
7days and analysis of migratory activity after 3 days. It was observed that
concentrations lower than 50uM were safe for the other analyses, while only 1uM
tangerine increased metabolic activity after 5 days. Treatment with TANG at
concentrations 1 and 25 puM stimulated collagen synthesis when compared to the
control group in 3 days. Treatment with 1 and 10 uM TANG improved migratory activity
after 1 day when compared to the untreated group. Thus, we can conclude that TANG
at the lowest concentration stimulates the migratory capacity and collagen synthesis
of L929 fibroblasts and that these stimuli are time dependent.

Keywords: Wound healing. Fibroblasts. Inflammation. Flavonoids.
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1 INTRODUCAO

O processo de cicatrizacdo de feridas é complexo, integrando multiplos
estagios celulares e de reparo. Nesta rede de eventos humorais e celulares, a
atividade dos fibroblastos é a mais proeminente, tendo como funcdo secretar
citocinas e fatores de crescimento, sendo assim, participa no desenvolvimento de
novos tecidos e regulacdo dos processos de reparo. Diferentes fatores podem
impedir o processo de reparagao, o que faz com que a terapia de feridas seja restrita
e de alto custo, mostrando-se necessario investimento para estabelecer novas
terapias eficazes.

Varios estudos tém sido realizados sobre produtos naturais que podem
facilitar o processo de cicatrizacdo, pois demonstram efeitos anti-inflamatario,
antioxidante e antimicrobiano. Essas propriedades medicinais podem ser atribuidas
a varias familias quimicas, dentre elas, os flavonoides.

Os flavonoides s&o considerados alternativas estratégicas em diversas
doencas imunoinflamatorias. A Tangeritina € uma flavona polimetoxilada,
considerada como um dos flavondides mais hidrofébicos, sendo encontrada na polpa
de frutas citricas e, sobretudo, em suas cascas?.

Embora as evidéncias sejam sugestivas de que os flavonoides beneficiem
diversas func¢des cutaneas, o potencial terapéutico sobre o processo de cicatrizacéo
e 0S mecanismos subjacentes pelos quais esses compostos atuam ainda ndo séo
claros, evidenciando a necessidade de realizacdo de novos estudos que corroborem
com as evidéncias cientificas ja existentes. Portanto, considerando-se o essencial
papel dos fibroblastos durante a cicatrizacdo, e as possiveis acfes benéficas dos
flavonoides sobre esse processo, o objetivo desse projeto foi avaliar, in vitro, a acéo

da tangeritina sobre a atividade de fibroblastos L929.



2 PROPOSICAO

Avaliar, in vitro, a acédo de diferentes concentracdes de tangeritina sobre a
atividade de fibroblastos L929, avaliando-se especificamente as propriedades do
flavonoide sobre:

v' Analise de citotoxicidade e teste de proliferagcdo em fibroblastos de linhagem
celular L929;

v' Analise de atividade migratéria em fibroblastos de linhagem celular L929;

v' Analise da sintese de colageno a partir de fibroblastos de linhagem celular

L929. Tirar numeracao
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3 REVISAO DA LITERATURA

Segundo Lindley et al.?(2016), em um artigo cientifico a cicatrizacéo de feridas
constitui processo multifacetado regido por fases sequenciais, ainda que sobrepostas,
incluindo hemostasia, inflamagéo, proliferacdo e remodelacdo. De acordo com
Stunova e Vistejnova® (2018), durante muitos anos as varias funcdes dos fibroblastos
dérmicos foram subestimadas, no entanto, tem sido estabelecido que os fibroblastos
sdo capazes de detectar e responder a danos nos tecidos através da secrecdo de
citocinas e fatores de crescimento, 0s quais estabelecem uma rede de conexdes entre
as células circundantes que participam e exercem fundamental papel ao processo de
cicatrizacao de feridas.

Atualmente, o tratamento de feridas apresenta limitado sucesso e compreende
estratégias de alto custo?, tornando-se necessario investimentos para o
estabelecimento de inovadoras e eficientes terapias, como por exemplo o uso de
substancias capazes de acelerar a cicatrizagdo interna ou externamente como
abordado por Ustener et al.®> (2019), havendo um interesse crescente em opcoes de
tratamentos naturais que suportem o processo de cicatrizacéo de feridas®”.

Flavonoides constituem um grupo de polifendis de origem vegetal, sendo
descritos mais de 5.000 tipos de compostos &° agrupados nas seguintes subclasses:
antocianinas, flavondis, flavanonas, flavonas, flavanolignanos e isoflavonas. As
atividades biolégicas dos flavonoides abrangem um amplo espectro, desde
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antineoplasicas e antibacterianas®!*-
13, Os compostos flavonoides demonstram atividade farmacol6gica multidirecional,
com propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes, antialérgicas, hepatoprotetoras,
antitrombdticas, antimicrobianas e anticarcinogénicas e, portanto, podem afetar
significativamente a funcdo de varios sistemas celulares de mamiferos41d,
Especificamente sobre a cicatrizacao de feridas, e mecanismos celulares envolvidos
ao processo de reparo, as informacfes na literatura cientifica ndo sdo conclusivas
guanto as propriedades dos flavonoides. Avaliando-se o efeito in vitro de 6 diferentes
tipos de flavonoides sobre a expresséo de colageno a partir de fibroblastos dérmicos
provenientes de humanos foi demonstrado, através de marcacdo com picrosirius red,
gue os flavonoides aumentaram significativamente a quantidade de colageno total

secretada pelas células. Ainda, os autores descreveram aumento significativo da
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expressao génica de colageno tipo | e tipo Il apds tratamento com flavonoides, quando
comparado ao grupo de fibroblastos que ndo receberam os compostos?é,

A tangeritina € um flavonoide encontrado exclusivamente na casca de frutas
citricas e € amplamente estudada por suas ac¢des anti-inflamatoérias e antioxidantes,
sendo capaz de restaurar niveis de IL-10 e diminuir a expressdo de NF-kB,
demonstrando sua potencial acdo anti-inflamatéria'®. Conforme mostrado por
Ashrafizadeh e colaboradores!” (2020), a tangeritina aumentou a capacidade
antioxidante e a sobrevivéncia celular e inibiu as respostas inflamatérias e através
regulacdo negativa de NF-kB, KIM-1, NGAL, TNF-a, iNOS e expresséo de caspase e
regulagdo positiva de Nrf2, HO-, e expressbes NQO-. Além disso, estudos
farmacocinéticos indicam que a tangeritina tem ampla aplicacéo farmacologica e pode
ser consumido por via oral sem manifestar toxicidade risco l6gico para o paciente, ou
seja, isso faz com que ela se torne uma alternativa real de aplicacdo clinica

odontoldgica®®.
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4 MATERIAL E METODO

A seguir, serdo descritos materiais e métodos utilizados no laboratério de
cultura de células e microorganismos do Departamento de Fisiologia e Patologia da

FOAr- Unesp, para a execugao da presente pesquisa.

4.1 Linhagem e cultura celular

Os ensaios in vitro foram realizados a partir de linhagem celular de fibroblastos
L929. As células foram cultivadas em placa para cultura celular contendo meio DMEM
completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina, e 1% de glutamina (100UT/mL de penicilina, 100pm/mL de
estreptomicina e 2mol/L de glutamina), e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO 2 e 95% de O2.

4.2 Preparo da solucdo de Tangeritina

As formulacdes de Tangeritina (USDA-ARS Horticultural Research Laboratory,
Fort Pierce, Florida 34945, United States) foram preparadas no Laboratorio de
Patologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara. Foram estabelecidas solucdes
estoque de cada composto a 1M, diluidas em DMSO e em seguida, agitadas e
filtradas. No momento da administracdo da tangeritina sobre as células, a partir das
solucdes estoque foram preparadas as concentracdes de trabalho em DMEM
completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina, e 1% de glutamina (100UT/mL de penicilina, 100um/mL de

estreptomicina e 2mol/L de glutamina).

4.3 Citotoxicidade da Tangeritina sobre linhagem celular de fibroblastos L929
Os efeitos citotoxicos da tangeritina foram avaliados por ensaio de MTT (3-(4,
5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide, #cod M5655, Sigma-Aldrich).
Fibroblastos L929 foram cultivados em placas de 96 pocos (1x104 células/poco) e
mantidos em incubadora a 37°C com 5% de CO 2 por 24h. Em seguida, 0 meio de
cultura gasto foi aspirado e substituido por novo meio contendo diferentes
concentragdes de tangeritina (1600uM, 800uM, 400uM, 200uM, 100uM, 50uM, 25uM,
10uM e 1uM), DMSO 0,1% e Triton 1% (utilizado como controle positivo, #cod T8787,

Sigma- Aldrich). Como controle negativo para citotoxicidade, somente DMEM foi
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adicionado as células. Apos 48 horas, novo meio contendo 10% de MTT (preparado
por meio da dissolucéo de 5mg do sal de MTT em 1 mL de PBS estéril) foi adicionado
e as placas incubadas por um periodo de 4 horas a 37°C. Em seguida, o0 meio de
cultura com a solucdo de MTT foi aspirado e, posteriormente, aplicado 200 pL de
solucdo de isopropanol acidificado em HCL a 0.04N para solubilizar os cristais
formados na presenca de mitocondrias ativas. A coloragéo produzida foi quantificada,
considerando- se que as células com atividade mitocondrial normal foram coradas em
violeta intenso. A citotoxidade foi avaliada por espectrofotometria (570 nm) utilizando
um espectrofotometro (Synergy H1 Multi-Mode Reader - BioTek, EUA).

4.4 Efeito da tangeritina sobre a proliferacéao celular

Para avaliacdo da proliferacdo celular, fibroblastos L929 foram cultivados
conforme descrito anteriormente e, quando confluentes, foram semeadas em placa de
96 pocos na quantidade de 5x10 3 células/poco. Apos 24 horas do plagqueamento
foram adicionados os tratamentos, de acordo com cada grupo: 1-Células+DMEM
(Controle), 2-Células+ Tangeritina 1uM (Tang 1), 3- Células+ Tangeritina 10uM (Tang
10), 4-Células+ Tangeritina 25uM (Tang 25), 5- Células+ Tangeritina 50uM (Tang 50).
Os tratamentos com ou sem o flavonoide foram avaliados em 1 e 5 dias. Apés cada
periodo proposto, o sobrenadante de cada poco foi aspirado e, em seguida, foi
adicionado sobre as células 200uL do corante AlamarBlue® (Invitrogen®, Life
Technologies) preparado a 10% em meio DMEM sem soro. As células foram
incubadas com o AlamarBlue® por 4 horas a 37°C e 5% de CO 2, e ap0s esse periodo
a placa foi lida no equipamento Synergy H1 (BioTek™) nos comprimentos de onda
570/600nm. Foram realizadas 3 repeticbes do ensaio, em momentos diferentes e, em
cada repeticdo os grupos foram estabelecidos em triplicata. Os dados de absorbancia

foram expressos em porcentagem em relacdo ao grupo controle.

4.5 Andlise das propriedades da tangeritina sobre a migracdo de fibroblasto
L929
As células L929 foram cultivadas conforme descrito anteriormente e, quando

confluentes, foram semeadas em placa de 24 pocos na quantidade de 5x10*

células/pocgo. Apos 24 horas os pocos foram lavados com PBS 1X e foi realizado um
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“arranh&o” in vitro na monocamada de células, na regido central de cada poco,
empregando-se a extremidade mais afilada de uma ponteira de 5ml. Apés a confeccéo
do arranh&o, o meio de cultura foi aspirado, as células foram lavadas duas vezes com
500uL de PBS (Sigma-Aldrich®), e os tratamentos administrados de acordo com cada
grupo: 1-Células+DMEM (Controle), 2-Células+ Tangeritina 1uM (Tang 1), 3- Células
+ Tangeritina 10 uM (Tang 10), 4- Células+ Tangeritina 25uM (Tang 25), 5- Células+
Tangeritina 50uM (Tang 50). Os tratamentos com ou sem tangeritina foram mantidos
durante 24 e 72 horas e, ap0s cada periodo, as células foram fixadas em
paraformolaldeido 4% durante 1 hora a 4°C! Posteriormente, a solucdo de
paraformolaldeido 4% foi aspirada e os pocos lavados com PBS (Sigma-Aldrich®), e
apos secagem em temperatura ambiente, as células foram coradas com Cristal Violeta
0.1% por 15 min. Em seguida, as células foram lavadas com agua destilada, e apos

secagem, fotografias foram realizadas em cada poco por meio de uma camera
fotografica (Leica DFC295, Leica Microsystems, Mannheim, Alemanha) acoplada a
um estereomiscroscopio (Leica MZ6, Leica Microsystems, Mannheim, Alemanha),

com aumento focal de 4x. A area de “arranhao” referente a cada imagem foi
determinada com o auxilio de um software de imagem utilizando-se o plug-in MRI
Wound Healing Tool (ImageJ®; NIH, EUA). Cada imagem foi analisada por um mesmo
examinador, e desta forma, a area de “arranhdo” pode ser mensurada para
determinacao da atividade migratoria celular. Os dados da area mensurada em cada
poco/grupo foram expressos em porcentagem em relagcéo ao baseline (tempo 0), que

corresponde a area do arranhdo imediatamente a sua realizacao.

4.6 Avaliacao das propriedades da tangeritina sobre a sintese de colageno

Para avaliacdo da sintese de colageno os fibroblastos foram cultivados
conforme descrito anteriormente e, quando confluentes, foram semeados em placas
de 24 pocos na quantidade de 5x10 4 células/pogo’®. Apés 24 horas do plagueamento
foram adicionados os tratamentos, de acordo com cada grupo: 1-Células+DMEM
(Controle), 2-Células+ Tangeritina 1uM (Tang 1), 3- Células+ Tangeritina 25uM (Tang
25), 4- Células+ Tangeritina 50uM (Tang 50). Apés 3 dias, 500 uL do meio de cultura
em contato com as células foram transferidos para tubos contendo 0 mesmo volume
da solugdo de Direct Red em &cido picrico saturado (0,1%), sendo em seguida
incubados por 1 hora sob agitacao a 400 rpm em banho seco a 25°C. Os tubos foram

entao centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado
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e foram adicionados 300 uL de &cido cloridrico 0,01 M. Os tubos foram centrifugados
novamente (12.000 rpm/10 min), o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 250
ML de hidroxido de sédio 0,5 M para solubilizar o material precipitado. Em seguida, 0s
espécimes foram submetidos a analise de absorbancia em espectrofotdmetro
(Synergy H1 BioTek™) a 555 nm. A porcentagem de sintese de coldgeno para cada
amostra foi calculada baseada nos valores médios de absorbancia. Foram realizadas
3 repeticbes do ensaio, em momentos diferentes e, em cada repeticdo 0S grupos
foram estabelecidos em triplicata. Os dados de absorbancia foram também expressos

em porcentagem em relagdo ao grupo controle.

4.7 Analise estatistica

Dados foram analisados utilizando o programa de analise estatistica GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados da citotoxicidade,
metabolismo celular e avaliagdo da sintese de colageno foram transformados em
porcentagem considerando ao grupo controle como 100%. A distribuicdo da
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e os dados
normalmente distribuidos foram analisados utilizando ANOVA one-way ou ANOVA
two-way e poés teste de Tukey. Todos os testes foram aplicados com um nivel de
confianca de 95% (p&lt;0.05). Os dados foram expressos como média + desvio

padrao.
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5 RESULTADO

A seguir, seréo descritos os resultados encontrados, sua analise,

interpretacdes e exemplificacdo grafica, de modo padronizado.

5.1 Citotoxicidade da tangeritina sobre linhagem celular de fibroblastos L929

A avaliagdo da citotoxicidade da tangeritina sobre fibroblastos L929 estdo
representados na figura 1. Foi observada reducao significativa da viabilidade celular
dos fibroblastos tratados com tangeritina nas concentragdes maiores que 100uM
(=%81,40+9.97) apdés 48 horas comparado ao controle negativo (p&lt;0,05).
Concentracdes menores que 50uM (=% 86,19+7,46) de tangeritina ndo mostraram

efeitos citotoxicos apos 48 horas (p&gt;0,05).

Figura 1 - Avaliacdo da viabilidade celular por ensaio de MTT
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Verifica-se que 1uM resulta em melhor viabilidade celular. *p&lt;0.05 em relagéo ao
grupo controle. One-Way ANOVA, pés-teste de Tukey.

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.2 Efeito da tangeritina sobre a proliferacéo celular

As concentracfes utilizadas para avaliacdo da atividade metabdlica em
fibroblastos foram estabelecidas ap6s a determinacdo do experimento de
citotoxicidade celular. A figura 2 mostra o aumento significativo da atividade
metabdlica em todos 0s grupos apds os 5 dias. Pode-se observar que nao houve
diferenca estatistica entre os grupos submetidos ao tratamento com tangeritina
guando comparado ao grupo controle no periodo de 1 dia independente das
concentragfes utilizadas com exce¢do ao grupo Tangeritina 50 uM. Apoés 5 dias de
tratamento observou-se aumento significativo na atividade metabdlica (indicativo
indireto de proliferacao celular) no grupo tangeritina 1uM quando comparado ao grupo

controle e aos demais tratamentos.

Figura 2 - Atividade metabdlica de fibroblastos (%) apds 1 e 5 dias de tratamento com
tangeritina 1, 10, 25 e 50 uM
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Letras maiusculas diferentes representam diferenga estatistica entre 0 mesmo grupo nos
diferentes periodos. Letras minusculas diferentes representam diferenca estatistica entre os
grupos no mesmo periodo. Two-way ANOVA, poés-teste de Tukey.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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5.3 Avaliacdo das propriedades da tangeritina sobre a sintese de colageno a
partir de fibroblastos L929
De modo geral, a sintese de colageno teve aumento significativo nas
concentracbes de 1 e 25 puM de tangeritina ap6s 3 dias de tratamento quando
comparado ao grupo controle. O tratamento com tangeritina 50 uM resultou em menor
porcentagem de sintese de colageno com significante diferenca ao grupo tangeritina
1 uM.

Figura 3 - Avaliacdo da sintese de colageno de fibroblastos
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Apos 3 dias de tratamento com tangeritina 1, 25 e 50 uM. *p&lt;0.05 em relacao
ao grupo controle; **p&lt;0.05 em relacdo ao grupo Tangl. One-Way ANOVA,
poOs-teste de Tukey.

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.4 Andlise da atividade migratdria em fibroblastos de linhagem celular L929

Apébs o periodo de 24 horas, o grupo tratado com Tangeritina 1uM resultou
significante reducdo da area do arranhdo quando comparados ao grupo sem
tratamento (DMEM). Observou-se que a area do arranhao do grupo tratado com 25uM
de tangeritina também foi menor, mas sem diferenca estatistica ao grupo controle. Em
contrapartida, ap6s o periodo de 72h todos 0s grupos apresentaram similar

caracteristica de migracéo e consequente reducdo da area do arranhao.

Figura 4 — Resultado do ensaio de aranh&o
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(A) Ensaio de arranhéo e (B) grafico da area do arranhdo apoés tratamento com tangeritina 1
e 10uM nos periodos de 24 e 72 horas. *p&lt; 0.05 comparado ao grupo DMEM.

Fonte: Elaboracéo propria.
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6 DISCUSSAO

Estudos prévios descrevem algumas propriedades de diferentes classes de
flavonoides sobre mecanismos associados ao processo de reparacdo tecidual,
demostrando por exemplo a capacidade em estimular a secre¢do celular de colageno
total e promover a contracdo de feridas'®?%-?4, Nessa perspectiva, os fibroblastos
participam e exercem fundamental papel ao processo de cicatrizacdo?. No estagio
atual do conhecimento sobre o uso de flavonoides, ndo ha evidéncias conclusivas
acerca do potencial terapéutico da tangeritina sobre o processo de reparacao tecidual
e 0S mecanismos subjacentes pelos quais esses compostos atuam, como por
exemplo a modulacao sobre fibroblastos. Portanto, considerando-se o potencial papel
dos flavonoides em regular diferentes mecanismos implicados a cicatrizacdo, e a
crucial importancia dos fibroblastos nesse processo, o presente estudo avaliou in vitro
a acao do flavonoide tangeritina sobre cultura de fibroblastos, através da analise de
diferentes atividades e mecanismos.

A avaliacdo da citotoxicidade constitui parametro fundamental na selecéo e
aplicacdo de novos agentes potencialmente terapéuticos e, desse modo, com a
finalidade de excluir possiveis efeitos citotoxicos da tangeritina utilizada no presente
estudo, diferentes concentracdes de tangeritina foram previamente avaliadas através
do ensaio de MTT 26, A porcentagem de células viaveis variou de acordo com as
concentracfes de tangeritina utilizadas, todas as concentracdes de tangeritina acima
de 100 uM apresentaram alta taxa de citotoxicidade sobre fibroblastos apos 48 horas,
portanto as concentracdes abaixo de 50 uM foram eleitas.

Complementar a avaliacédo de citotoxicidade, pode-se observar que ndo houve
diferenca estatistica na proliferacdo celular entre os grupos tratados com tangeritina
guando comparado ao grupo controle no periodo de 1 dia, com exce¢do ao grupo
tangeritina 50uM que mostrou menor atividade metabdlica. Apos 5 dias de tratamento
observou-se aumento significativo na atividade metabdlica (indicativo indireto de
proliferacdo celular) no grupo tangeritina 1uM comparado ao grupo controle, o que
demonstra que este flavonoide, em sua menor concentracdo, teve éxito em melhorar
a atividade proliferativa. Em complemento a esses dados, observou-se aumento
significativo na sintese de colageno nos grupos que receberam tratamento com 1 e
25 uM de tangeritina ap6s 3 dias quando comparado ao grupo controle. Neste mesmo

periodo a Tang 50 uM mostrou menor porcentagem de sintese de colageno se
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comparada a Tang 1 uM. Assim, observa-se que as menores concentracdes de
tangeritina resultaram em melhores efeitos sobre mecanismos celulares relacionados
ao reparo de feridas. Niknam e colaboradores mostram que o uso de extrato herbais
(Punica granatum L. e Matricaria chamomilla L.) em concentra¢cdes menores foram
mais efetivos para o reparo de feridas in vivo?’. Em relacédo a melhor efetividade nos
periodos menores, vale destacar que uma vez que as lesBes estdo presentes em
estagios inflamatérios iniciais, os potenciais efeitos anti-inflamatérios e antioxidante
da tangeritina podem resultar em mais beneficios nesse periodo 27 28,

A capacidade dos fibroblastos repovoarem a area de células removidas foi
avaliada através do ensaio de arranhdo, que constitui um protocolo comumente
empregado para a andlise da atividade migratdria de fibroblastos em cultura celular?®.
Verificou-se que apos o periodo de 24 horas, 0s grupos tratados com Tang 1 e Tang
25 UM apresentaram menor area de arranhdo quando comparados ao grupo controle
(DMEM). Em contrapartida, ap6és o periodo de 72h, observou-se que todos os
arranhdes foram completamente fechados, tal qual o grupo controle, 0 que esta em
acordo com os achados anteriores. A possivel justificativa para os melhores efeitos
da tangeritina em menores concentracdes é de que 0s mecanismos bioquimicos que
regulam as mudancas avaliadas nesse estudo, saturam nas baixas concentracfes
testadas. Isso sugere que esses eventos bioquimicos preliminares sdo ativados e
altamente controlados pelas baixas concentracdes de tangeritina, entretanto como
isso ocorre ainda é desconhecido. Resultados semelhantes foram encontrados em

estudos anteriores 27: 29,
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7 CONCLUSAO

O conjunto de resultados nos permite concluir que a tangeritina, sendo uma
substancia tempo e dose dependente, em baixas concentragdes, durante periodos
menores, modulam a atividade e funcéo in vitro dos fibroblastos L929 nas condi¢des

avaliadas, estimulando a migracao celular e producao de colageno in vitro.
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