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“O mistério da vida me causa a mais forte emoção. É o sentimento que suscita a beleza e a 
verdade, cria a arte e a ciência. Se alguém não conhece esta sensação ou não pode mais 
experimentar espanto ou surpresa, já é um morto-vivo e seus olhos se cegaram.”  

Albert Einstein 

 

 
 Einstein A. Como vejo o mundo. Rio de Janeiro: Nova Fronteira; 1981. 



  

 
 

Bione FTSC. Análise in vitro das propriedades da eriocitrina e eriodictiol sobre 
fibroblastos L929 [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 
da UNESP; 2022. 
 

RESUMO 

A cicatrização de feridas é regida por fases sequenciais, e dentre a complexa rede de 
eventos humorais e celulares destaca-se a atividade de fibroblastos, os quais 
secretam citocinas e fatores de crescimento, participando ativamente do 
desenvolvimento de novo tecido e da regulação do processo de reparo. Fatores 
diversos podem comprometer os mecanismos implicados ao processo de reparo, 
retardando e/ou impedindo seu curso natural, o que faz com que o tratamento de 
feridas apresente limitado sucesso e compreenda estratégias de alto custo. Estudos 
acerca das propriedades cicatrizantes de produtos naturais têm sido realizados pois 
podem facilitar o processo de cicatrização, por demonstrarem desde ações anti-
inflamatória, antioxidante, antibacteriana à síntese de pró-colágeno. Os flavonoides 
são apresentados como alternativas estratégicas para várias afecções 
imunoinflamatórias, por apresentarem potencial anti-inflamatório e antioxidante. O 
objetivo do trabalho foi avaliar a hipótese de que os flavonoides, eriocitrina (Erioc) e 
eriodictiol (Eriod), apresentam propriedades moduladoras sobre a atividade in vitro de 
fibroblastos L929. Os fibroblastos L929 foram cultivados concomitante a diferentes 
tratamentos, de acordo com cada grupo – 1-Células (Controle), 2-Células+Erioc1µM, 
3-Células+Erioc25µM, 4- Células+Erioc50µM, 5-Células+Eriod1µM, 6-
Células+Eriod25µM, 7-Células+Eriod50µM. As análises seguintes foram realizadas: 
proliferação celular e citotoxicidade (Alamar blue e MTT - 1, 3 e 7 dias); atividade 
migratória (ensaio de arranhão – 24 e 72hrs); síntese de colágeno (Espectrofotometria 
– 3 dias); expressão de fatores de crescimento FGF e TGF-β1 (ELISA – 3 e 7 dias). A 
análise estatística dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 8. Os 
resultados demonstraram que o tratamento com eriocitrina ou eriodictiol não 
comprometeu a viabilidade in vitro dos fibroblastos L929 e a proliferação celular 
manteve-se similar entre os grupos tratados ou não com ambos os flavonoides. A 
atividade migratória dos fibroblastos, em 24 hrs, foi estimulada pelo tratamento com 
eriocitrina a 1uM e 25μM (p<0.05) e, após em 72 horas, a administração de eriocitrina 
1uM, 25uM e o eriodictiol 1uM promoveram significativa redução da área do arranhão, 
demonstrando maior atividade de migração celular (p<0.05). Os tratamentos com 
eriocitrina e eriodictiol na concentração de 1μM promoveram significativo aumento na 
produção de colágeno, quando comparados aos grupos controle e eriocitrina 25 e 
50μM (p<0.05). O tratamento com eriocitrina e eriodictiol modulou apenas a expressão 
de TGF-β1 aos 3 dias quando comparada ao grupo não tratado, enquanto em 7 dias, 
os compostos a 25 e 50μM reduziram significativamente a expressão de TGF-β1 e 
FGF, e o tratamento com eriocitrina a 1 μM aumentou de modo significativo a 
expressão de TGF-β1 (p<0.05). Os resultados permitem concluir que a eriocitrina e 
eriodictiol em baixa concentração, modulam a atividade e função in vitro dos 
fibroblastos L929 nas condições avaliadas, estimulando a migração celular e 
produção de colágeno in vitro, sugerindo-se uma correlação ao aumento expressivo 
de TGF- β1. 

Palavras-chave: Cicatrização. Fibroblastos. Inflamação. Flavonoides.  



  

 
 

Bione FTSC. In vitro analysis eriocitrin and eriodictiol properties on L929 fibroblasts 
[dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 

ABSTRACT 

Wound healing occurs in sequential phases, and among the complex network of humoral 

and cellular events, fibroblasts show important activity secreting cytokines and growth 

factors, actively participating in the development of new tissue and in the regulation of the 

wound healing process. Several factors may compromise the mechanisms involved in the 

repair process, delaying and/or preventing its natural course, which makes the treatment 

of wounds with limited success and involves high-cost strategies. Studies on the healing 

properties of natural products have been performed, as they can facilitate the healing 

process, demonstrating from anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial actions to the 

synthesis of pro-collagen. Flavonoids are presented as strategic alternatives for various 

immunoinflammatory disorders, as they have anti-inflammatory and antioxidant potential. 

The aim of the study was to evaluate the hypothesis that the flavonoids, eriocitrin (Erioc) 

and eriodictiol (Eriod), have modulating properties on the in vitro activity of L929 

fibroblasts. L929 fibroblasts were cultured concomitantly with different treatments, 

according to each group – 1-Cells (Control), 2-Cells+Erioc1µM, 3-Cells+Erioc25µM, 4-

Cells+Erioc50µM, 5-Cells+Eriod1µM, 6-Cells +Eriod25µM, 7-Cells+Eriod50µM. The 

following analyzes were performed: cell proliferation and cytotoxicity (Alamar blue and 

MTT - 1, 3 and 7 days); migratory activity (scratch test – 24 and 72 hrs); collagen synthesis 

(Spectrophotometry – 3 days); expression of growth factors FGF and TGF-β1 (ELISA – 3 

and 7 days). Statistical analysis of the data was performed using the GraphPad Prism 8 

software. The results showed that treatment with eriocitrin or eriodictiol did not compromise 

the in vitro viability of L929 fibroblasts and cell proliferation remained similar between 

groups treated or not with both flavonoids. The migratory activity of fibroblasts, in 24 hrs, 

was stimulated by the treatment with eriocitrin at 1uM and 25μM (p<0.05) and, after 72 

hours, the administration of eriocitrin 1uM, 25uM and eriodictyol 1uM promoted a 

significant reduction in the scratch area, demonstrating higher cell migration activity 

(p<0.05). The treatments with eriocitrin and eriodictyol at 1μM promoted a significant 

increase in collagen production, when compared to the control and eriocitrin 25 and 50μM 

groups (p<0.05). Treatment with eriocitrin and eriodictiol just modulated the expression of 

TGF-β1 at 3 days when compared to the untreated group, while at 7 days, compounds at 

25 and 50μM significantly reduced the expression of TGF-β1 and FGF, and the treatment 

with 1 μM eriocitrin significantly increased TGF-β1 expression (p<0.05). The results allow 

to conclude that eriocitrin and eriodictiol in low concentration modulate the activity and 

function of L929 fibroblasts in vitro under the conditions evaluated, stimulating cell 

migration and collagen production in vitro, suggesting a correlation with the expressive 

increase of TGF-β1. 

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

 

O processo de cicatrização de feridas é de natureza multifacetada, sua 

complexidade integra uma variedade de células e fases de reparo, incluindo 

hemostasia, inflamação, proliferação e remodelação1,2. Dentre a emaranhada rede de 

eventos humorais e celulares destaca-se a atividade de fibroblastos, os quais 

secretam citocinas e fatores de crescimento, participando ativamente do 

desenvolvimento de novo tecido e da regulação do processo de reparo3-5.  

Fatores diversos podem comprometer os mecanismos implicados ao processo 

de reparo, retardando e/ou impedindo seu curso natural, o que faz com que o 

tratamento de feridas apresente limitado sucesso e compreenda estratégias de alto 

custo6, tornando-se necessário investimentos para o estabelecimento de inovadores 

e eficientes terapias, como por exemplo o uso de substâncias capazes de acelerar a 

cicatrização interna ou externamente como abordado por Ustener et al.7 (2019), 

havendo um interesse crescente em opções de tratamentos naturais que suportem o 

processo de cicatrização de feridas7-10. 

Diversos estudos acerca das propriedades cicatrizantes de produtos naturais 

têm sido realizados, pois podem facilitar o processo de cicatrização, por 

demonstrarem desde ações anti-inflamatória, antioxidante, antibacteriana à síntese de 

pró-colágeno. Tais propriedades medicinais podem ser atribuídas aos constituintes 

fitoquímicos bioativos das várias famílias químicas, como alcalóides, óleos essenciais, 

flavonoides, dentre outros11,12.  

Os flavonoides são apresentados como alternativas estratégicas para várias 

afecções imunoinflamatórias, por apresentarem potencial anti-inflamatório e 

antioxidante. A eriocitrina, um flavonoide abundante em limões e limas pertencente ao 

grupo das flavononas, é descrita como potente antioxidante em estudos in vitro13,14, 

além de ter sido relacionada à redução de alterações metabólicas observadas em 

indivíduos obesos15-17. O eriodictiol, outro flavonoide da classe das flavanonas 

comumente presente em frutas e vegetais, especialmente frutas cítricas como o limão, 

foi associado à redução dos níveis de óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias em 

ratos diabéticos.  

Estudos prévios descrevem que a eriocitrina e o eriodictiol, apresentam potente 

atividade antioxidante in vitro, e também exercem atividades anti-inflamatórias e 



13 
 

 
 

antioxidantes em ratos diabéticos ou submetidos a exercício físico agudo, 

respectivamente16-20.  

Embora as evidências sejam sugestivas de que os flavonoides beneficiem 

diversas funções cutâneas, o potencial terapêutico sobre o processo de cicatrização 

e os mecanismos subjacentes pelos quais esses compostos atuam ainda não são 

claros, evidenciando a necessidade de realização de novos estudos que corroborem 

com as evidências científicas já existentes. 

  



14 
 

 
 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 
2.1 Cicatrização de Feridas (Wound healing) Sob Perspectiva da Atividade de 

Fibroblastos   
 

A cicatrização de feridas constitui processo multifacetado regido por fases 

sequenciais, ainda que sobrepostas, incluindo hemostasia, inflamação, proliferação e 

remodelação, como descrito por Lindley et al.1 (2016). De acordo com Reinke e Sorg21 

(2012) a primeira fase do processo de reparo abrange a hemostasia e formação de 

uma matriz provisória à ferida, que ocorre imediatamente após a lesão, estando 

completa após algumas horas, e é acompanhada pela liberação de citocinas e fatores 

de crescimento que ativam o início do processo inflamatório21,22. Subsequente à etapa 

inicial instala-se a fase inflamatória, que caracteriza-se pelo recrutamento de 

neutrófilos e liberação de mediadores inflamatórios, estímulo de fatores de 

crescimento, e mais tardiamente, aproximadamente 3 dias após a injúria tecidual, 

macrófagos invadem a área de lesão e iniciam a fagocitose23,24, além de secretarem 

fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas, que mantêm o processo de 

cicatrização intacto e atuam ativando a próxima fase de cicatrização de feridas, 

denominada proliferativa25. 

 Na fase de proliferação, que ocorre entre 3-10 dias após a injúria, o objetivo 

principal do processo de cicatrização reside em cobrir a superfície da ferida, formar 

tecido de granulação e restaurar a vascularização21, e consiste principalmente da 

migração de fibroblastos5. Os fibroblastos repovoam o dano tecidual promovendo a 

formação de uma nova matriz extracelular (MEC), acompanhada pelo fechamento da 

ferida, e essa nova MEC formada durante a fase proliferativa atua como scaffold, isto 

é, suporte em “forma de rede” sobre o qual os fibroblastos e outras células são 

depositados e, ainda, a matriz extracelular forma um tecido de granulação temporário 

juntamente às células endoteliais e macrófagos, fornecendo nutrição e oxigênio ao 

tecido5. Uma vez formado o tecido de granulação os fibroblastos aumentam a 

produção de colágeno, proporcionando maior resistência à matriz permanente da 

ferida5,26,27 e, além da função de suporte estrutural, os fibroblastos são capazes de 

responder a uma série de sinais de danos ao tecido, incluindo a presença de 

moléculas inflamatórias e patógenos e alterações nas propriedades mecânicas e nos 
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níveis de oxigênio5,28-30. Portanto, os fibroblastos produzem variado número de 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em resposta às mudanças no 

ambiente da ferida3-5 e, como resultado, os fibroblastos participam ativamente do 

desenvolvimento de novo tecido e da regulação da cicatrização de feridas. 

Alguns dos fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos durante a fase 

proliferativa, principalmente após a estimulação exercida pela transformação do fator 

de crescimento beta (TGF-β) e, essas células que proporcionam a contração da ferida 

e, eventualmente, sofrem apoptose, são subsequentemente substituídos por uma 

segunda onda de fibroblastos que iniciam a remodelação do tecido5,31. A fase de 

remodelação caracteriza-se pela reorganização ativa da matriz extracelular e redução 

no número de capilares5,32 e, concomitante, a maior parte do colágeno tipo III 

produzido pelos fibroblastos durante os estágios iniciais da cicatrização é substituída 

pelo colágeno tipo I5,33, ocorrendo sua maturação pelo aumento no número de 

ligações cruzadas entre as fibras de colágeno.  

Como descrito por Stunova e Vistejnova5 (2018) durante muitos anos as várias 

funções dos fibroblastos dérmicos foram subestimadas, no entanto, tem sido 

estabelecido que os fibroblastos são capazes de detectar e responder a danos nos 

tecidos através da secreção de citocinas e fatores de crescimento, os quais 

estabelecem uma rede de conexões entre as células circundantes que participam e 

exercem fundamental papel ao processo de cicatrização de feridas. 

 
2.2 Cicatrização de Feridas Como um Problema de Relevância Clínica, Social e 

Perspectivas de Resolução   
 

Há uma crescente preocupação a nível global acerca do problema de feridas 

agudas e crônicas, tanto para os países desenvolvidos como àqueles com escassez 

de recursos. A análise restrospectiva do Medicare benificiares em 2018 aponta que 

8,2 milhões de pessoas apresentaram morbidades relacionadas a feridas infecciosas 

ou não infecciosas, gerando um custo de tratamento entre 28,1 bilhões e 96,8 bilhões 

de dólares7. Portanto, o gradativo aumento de custos em cuidados em saúde, 

acrescido a potencial ocorrência de infecções com maior complexidade de tratamento, 

evidenciam a relevância clínica, social e econômica acerca do tratamento de feridas, 

como enfatizado pelo Compêndio atualizado de estimativas sobre feridas em 

humanos7,34. 
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Atualmente, o tratamento de feridas apresenta limitado sucesso e compreende 

estratégias de alto custo6, tornando-se necessário investimentos para o 

estabelecimento de inovadores e eficientes terapias, como por exemplo o uso de 

substâncias capazes de acelerar a cicatrização interna ou externamente como 

abordado por Ustener et al.7 (2019), havendo um interesse crescente em opções de 

tratamentos naturais que suportem o processo de cicatrização de feridas7-10. Nesse 

contexto, as plantas têm sido consideradas fontes viáveis para vários fitoconstituintes, 

os quais comparados às drogas sintéticas são assimilados mais facilmente, tanto por 

humanos quanto por animais. Compostos à base de plantas são alternativas 

tradicionais de tratamento, constituindo-se opções de tratamento de fácil acesso, além 

de eliminarem as interrupções associadas aos métodos modernos de tratamento7,35,36 

e serem reconhecidos como seguros e eficazes37, enfatizando a recomendação e 

incentivo ao uso de tratamentos à base de plantas pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS)7. 

Diversos estudos como os de Thakur et al.11, 2011 e Ibrahim et al.12, 2018 

acerca das propriedades cicatrizantes de produtos naturais têm sido realizados 

demonstrando desde ações anti-inflamatória, antioxidante, antibacteriana à síntese de 

pró-colágeno, e tais propriedades medicinais podem ser atribuídas aos constituintes 

fitoquímicos bioativos das várias famílias químicas, como alcaloides, óleos essenciais, 

flavonoides, dentre outros. Cada agente bioativo pode apresentar função específica 

nas propriedades de cicatrização de feridas; por exemplo, saponinas podem melhorar 

a síntese de pró-colágeno12,38, enquanto taninos e flavonoides têm atividades 

antissépticas e antibacterianas12,39. 

 

2.3 Aspectos Gerais dos Flavonoides 

 

Flavonoides constituem um grupo de polifenóis de origem vegetal, sendo 

descritos mais de 5.000 tipos de compostos40,41 agrupados nas seguintes subclasses: 

antocianinas, flavonóis, flavanonas, flavonas, flavanolignanos e isoflavonas42. 

Flavanona é uma das maiores classes de flavonoides e, dentre suas formas 

conhecidas, aproximadamente 350 são aglicosadas e 100 glicosadas20,43. Sua 

estrutura é baseada na forma genérica dos flavonoides e composta por um núcleo 

formado por dois anéis aromáticos (A e B) ligados através de um anel de grupamento 



17 
 

 
 

pirona (C). Todos os flavonoides derivam seus 15-carbonos de dois metabólitos 

básicos, o malonil-CoA e o p-cumaroil-CoA 48. Três moléculas de malonil-CoA se 

condensam com o p-cumaroil-CoA formando uma chalcona intermediária. Chalcona é 

uma classe de flavonoides de dois anéis fenólicos conectados por uma ponte de 3 

carbonos, sendo subsequentemente catalisada pela chalcona isomerase em 

flavanona (4’,5,7-trihidroxiflavanona) e, baseada nessa estrutura todas as outras 

classes de flavonoides são geradas20,43-45.  

As atividades biológicas dos flavonoides abrangem um amplo espectro, desde 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, antineoplásicas e antibacterianas, à 

inibição da reabsorção óssea40,46-49. Flavonoides com mais grupos OH, como a 

eriocitrina, apresentam maior atividade antioxidante e efeito anti-inflamatório50, 

propriedades essas que atuam sobre o estresse oxidativo e evitam danos teciduais 

pela oxidação das membranas celulares. 

Dentre os compostos pertencentes ao grupo das flavanonas destaca-se a 

eriocitrina, um flavonoide abundante em limões e limas, descrita como potente 

antioxidante em estudos in vitro13,14, além de ter sido relacionada à redução de 

alterações metabólicas observadas em indivíduos obesos15-17. Ainda, estudos prévios 

descrevem que a eriocitrina e o eriodictiol, apresentam potente atividade antioxidante 

in vitro, e também exercem atividades anti-inflamatórias e antioxidantes em ratos 

diabéticos ou submetidos a exercício físico agudo, respectivamente16-20.  

O eriodictiol, outro flavonoide da classe das flavanonas comumente presente 

em frutas e vegetais, especialmente frutas cítricas como o limão, foi associado à 

redução dos níveis de óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias em ratos diabéticos16. 

No estudo de Huang et al.51 (2010), foi demonstrado que eriodictiol regula moléculas 

de adesão e a migração trans-endotelial de monócitos, que são eventos imunes 

envolvidos na patogênese de doenças inflamatórias, como a aterosclerose. Ainda, o 

eriodictiol tem sido também identificado como ativador do fator de transcrição 

relacionado ao NF-E2 (Nrf2), induzindo enzimas de desintoxicação de fase 2 em 

queratinócitos, células da retina humana, e em modelo de isquemia cerebral52,53. O 

Nrf2 regula a transcrição de enzimas de fase 2 que protegem contra danos causados 

ao DNA pelo estresse oxidativo e evita a morte celular20,54.  
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2.4 Ação de Flavonoides Sobre Fibroblastos e Potencial Terapêutico na 
Cicatrização de Feridas 

 

Os compostos flavonoides demonstram atividade farmacológica 

multidirecional, com propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, antialérgicas, 

hepatoprotetoras, antitrombóticas, antimicrobianas e anticarcinogênicas e, portanto, 

podem afetar significativamente a função de vários sistemas celulares de 

mamíferos55,56. 

Especificamente sobre a cicatrização de feridas, e mecanismos celulares 

envolvidos ao processo de reparo, as informações na literatura científica não são 

conclusivas quanto às propriedades dos flavonoides. No trabalho de Nazaruk e 

Galicka56 (2014) os autores avaliaram o efeito in vitro de 6 diferentes tipos de 

flavonoides sobre a expressão de colágeno a partir de fibroblastos dérmicos 

provenientes de humanos e demonstraram, através de marcação com picrosirius red, 

que os flavonoides aumentaram significativamente a quantidade de colágeno total 

secretada pelas células. Ainda, os autores descreveram aumento significativo da 

expressão gênica de colágeno tipo I e tipo II após tratamento com flavonoides, quando 

comparado ao grupo de fibroblastos que não receberam os compostos56.  

Em ensaio in vitro de arranhão, a partir de fibroblastos, foi observado que o 

tratamento das células com 0.05% de hesperidina acelerou a migração celular em 

39% comparado ao grupo controle57,58. Em ratos diabéticos, a administração oral de 

hesperidna (100mg/Kg) promoveu fechamento de 97 % de lesão cutânea, enquanto 

nos animais que receberam tratamento veículo não ocorreu oclusão da ferida58,59. Os 

autores observaram também aumento significativo na expressão gênica de TGF-β e 

VEGF em amostras de tecido de ratos diabéticos tratados com hesperidina via oral; 

sendo esses dois fatores de crescimento cruciais para a cicatrização de feridas59. 

Singh et al.60, (2019) mostraram que a aplicação tópica de outro tipo de 

flavonoide (icariin) sobre lesão cutânea em ratos, aumentou a contração das feridas, 

elevou a deposição de colágeno e acelerou a reepitelização. Palungwachira et al.61, 

(2019) avaliaram o efeito da antocianina sobre a atividade in vitro de fibroblastos 

dérmicos de ratos, e observaram que o flavonoide promoveu a migração das células 

comparando-se ao grupo controle, aumentou a expressão gênica de colágeno tipo I 

alfa2 e regulou a expressão proteica de colágeno tipo I. 
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Embora as evidências sejam sugestivas de que os flavonoides beneficiem 

diversas funções cutâneas, o potencial terapêutico sobre o processo de cicatrização 

e os mecanismos subjacentes pelos quais esses compostos atuam ainda não são 

claros, evidenciando a necessidade de realização de novos estudos que corroborem 

com as evidências científicas já existentes. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

3.1 Hipótese  

 

A hipótese geral do projeto é que os flavonoides, eriocitrina e eriodictiol, 

apresentam propriedades moduladoras sobre a atividade in vitro de fibroblastos. 

 

3.2 Objetivo Geral e Específico 

 

Avaliar, in vitro, a ação da eriocitrina e eriodictiol sobre a atividade de fibroblastos 

L929, avaliando-se especificamente as propriedades dos flavonoides sobre: 

▪ Proliferação celular e citotoxicidade em fibroblastos L929; 

▪ Atividade migratória de fibroblastos L929;  

▪ Síntese de colágeno a partir de fibroblastos L929; 

▪ Expressão de fatores de crescimento por fibroblastos L929. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 

4.1 Preparo das Formulações de Eriocitrina e Eriodictiol  

 

As formulações de eriocitrina e eriodictiol (USDA-ARS Horticultural Research 

Laboratory, Fort Pierce, Florida 34945, United States) foram preparadas no 

Laboratório de Patologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara. Foram 

estabelecidas soluções estoque de cada composto a 1M, diluídas em DMSO em 

concentração de 0.1% e, em seguida, agitadas e filtradas. No momento da 

administração da eriocitrina e eriodictiol sobre as células, a partir das soluções 

estoque foram preparadas as concentrações 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, 100μm/mL de estreptomicina e 2mol/L de 

glutamina)20.  

 

4.2 Linhagem e Cultura Celular 

 

Os ensaios in vitro foram realizados a partir de linhagem celular de fibroblastos 

L929 (ATCC CCL-1). 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, 100μm/mL 

de estreptomicina e 2mol/L de glutamina), e incubadas a 37ºC em atmosfera de 5% 

de CO2 e 95% de O2
62.  

 

4.3 Determinação das Concentrações de Estudo  

 

Para excluir os efeitos citotóxicos das flavanonas utilizadas testes de 

citotoxicidade foram realizados previamente. Os fibroblastos L929 foram cultivados 

conforme descrito acima e, quando confluentes, foram semeadas em placa de 96 

poços na quantidade de 2x104 células/poço20. Após 24 horas do plaqueamento foram 

adicionados os tratamentos, de acordo com cada grupo: 1-Células+DMEM 

(Controle), 2- Células+DMSO 0.1%, 3- Células+Triton 0.1%, 4- Células+Eriocitrina 

1000µM,  5- Células+Eriocitrina 500µM, 6- Células+Eriocitrina 200µM, 7- 
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Células+Eriocitrina 100µM, 8- Células+Eriocitrina 50µM, 9- Células+Eriocitrina 

25µM 10- Células+Eriocitrina 1µM, 11-Células+Eriodictiol 1000µM, 12- 

Células+Eriodictiol 500µM, 13-Células+Eriodictiol 200µM, 14-Células+ Eriodictiol 

100µM, 15-Células+Eriodictiol 50µM, 16-Células+Eriodictiol 25µM, 9-

Células+Eriodictiol 1µM. O grupo triton corresponde ao grupo controle positivo pois 

apresenta alta taxa de toxicidade às células, proporcionando um parâmetro máximo 

de citotoxicidade para comparação da viabilidade celular nos demais grupos. Os 

tratamentos com ou sem os flavonoides foram avaliados em 48 horas. Após o período 

proposto, o sobrenadante de cada poço foi aspirado e, em seguida, foi adicionado 

sobre as células 100µL de metiltetrazolium (MTT - Sigma, MO, EUA) preparado a 10% 

em meio DMEM sem soro. As células foram incubadas com o MTT por 4 horas a 37ºC 

e 5% de CO2, e após esse período, foram adicionados 100µL de isopropanol 

acidificado e, em seguida, a placa foi lida no equipamento Synergy H1 (BioTek™) no 

comprimento de onda de 570 nm. 

 

4.4 Avaliação do Efeito Citotóxico Após Tratamento com Eriocitrina e Eriodictiol 
em Fibroblastos L929 

 

Os fibroblastos L929 foram cultivados conforme descrito acima e, quando 

confluentes, foram semeadas em placa de 96 poços na quantidade de 2x104 

células/poço20. Após 24 horas do plaqueamento foram adicionados os tratamentos, 

de acordo com cada grupo: 1-Células+DMEM (Controle), 2-Células+DMSO 0.1%, 3-

Células+Triton 0.1%, 4-Células+Eriocitrina1µM, 5-Células+Eriocitrina25µM, 6-

Células+Eriocitrina50µM 7-Células+Eriodictiol1µM, 8-Células+Eriodictiol25µM, 

9-Células+ Eriodictiol50µM. O grupo triton corresponde ao grupo controle positivo 

pois apresenta alta taxa de toxicidade às células, proporcionando um parâmetro 

máximo de citotoxicidade para comparação da viabilidade celular nos demais grupos. 

Os tratamentos com ou sem os flavonoides foram avaliados em 1, 3 e 7 dias. Após 

cada período proposto, o sobrenadante de cada poço foi aspirado e, em seguida, foi 

adicionado sobre as células 100µL de metiltetrazolium (MTT - Sigma, MO, EUA) 

preparado a 10% em meio DMEM sem soro. As células foram incubadas com o MTT 

por 4 horas a 37ºC e 5% de CO2, e após esse período, foram adicionados 100µL de 

isopropanol acidificado e, em seguida, a placa foi lida no equipamento Synergy H1 
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(BioTek™) no comprimento de onda de 570 nm. Foram realizadas 3 repetições do 

ensaio, em momentos diferentes e, em cada repetição os grupos foram estabelecidos 

em triplicata. Os dados de absorbância foram expressos em porcentagem em relação 

ao grupo controle. 

 
4.5 Análise do Tratamento com Eriocitrina e Eriodictiol Sobre Proliferação de 

Fibroblastos L929  
 

Para avaliação da proliferação celular os fibroblastos L929 foram cultivados 

conforme descrito anteriormente e, quando confluentes, foram semeadas em placa de 

96 poços na quantidade de 5x103 células/poço20. Após 24 horas do plaqueamento 

foram adicionados os tratamentos, de acordo com cada grupo: 1-Células+DMEM 

(Controle), 2-Células+DMSO 0.1%, 3-Células+Triton 0.1%, 4-

Células+Eriocitrina1µM, 5-Células+Eriocitrina25µM, 6-Células+Eriocitrina50µM 

7-Células+Eriodictiol1µM, 8-Células+Eriodictiol25µM, 9-Células+ 

Eriodictiol50µM. Os tratamentos com ou sem os flavonoides foram avaliados em 1, 

3 e 7 dias. Após cada período proposto, o sobrenadante de cada poço foi aspirado e, 

em seguida, foi adicionado sobre as células 200µL 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 37ºC e 5% de CO2, e após 

esse período a placa foi lida no equipamento Synergy H1 (BioTek™) nos 

comprimentos de onda 570/600nm. Foram realizadas 3 repetições do ensaio, em 

momentos diferentes e, em cada repetição os grupos foram estabelecidos em 

triplicata. Os dados de absorbância foram expressos em porcentagem em relação ao 

grupo controle. 

 

4.6 Análise das Propriedades da Eriocitrina e Eriodictiol Sobre a Migração de 
Fibroblastos L929  

 

As células L929 foram cultivadas conforme descrito anteriormente e, quando 

confluentes, foram semeadas em placa de 24 poços na quantidade de 5x104 

células/poço62. Em seguida os poços foram tratados com 5µg/mL de mitomicina C 

(Sigma-Aldrich) por 15 minutos. O pré-tratamento com mitomicina C garante que as 

células estejam migrando e não proliferando. Os poços foram lavados com PBS 1X e 
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foi realizado um “arranhão” in vitro na monocamada de células, na região central de 

cada poço, empregando-se a extremidade mais afilada de uma ponteira. Após a 

confecção do arranhão, o meio de cultura foi aspirado, as células foram lavadas duas 

vezes com 500μL de PBS estéril (Sigma-Aldrich®), e os tratamentos administrados de 

acordo com cada grupo: 1-Células+DMEM (Controle), 2-Células+Eriocitrina1µM, 3-

Células+Eriocitrina25µM, 4-Células+Eriocitrina50µM 5-Células+Eriodictiol1µM, 

6-Células+Eriodictiol25µM, 7-Células+ Eriodictiol50µM. Os tratamentos com ou 

sem os flavonoides foram mantidos durante 24 e 72 horas e, após cada período, as 

células foram fixadas em paraformolaldeído 4% durante 1 hora a 4ºC62 (Santana et 

al., 2020). Posteriormente, a solução de paraformolaldeído 4% foi aspirada e os poços 

lavados com PBS estéril (Sigma-Aldrich®), e após secagem em temperatura 

ambiente, as células foram coradas com Cristal Violeta 0.1% por 15 min. Em seguida, 

as células foram lavadas com água destilada, e após secagem, fotografias foram 

realizadas em cada poço por meio de uma câmera fotográfica (Leica DFC295, Leica 

Microsystems, Mannheim, Alemanha) acoplada a um estereomiscroscópio (Leica 

MZ6, Leica Microsystems, Mannheim, Alemanha), com aumento focal de 4×. A área 

de “arranhão” referente a cada imagem foi determinada com o auxílio 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 área de 

“arranhão” pode ser mensurada para determinação da atividade migratória celular62. 

Os dados da área mensurada em cada poço/grupo foram expressos em cm2 e 

porcentagem em relação ao baseline (tempo 0), que corresponde a área do arranhão 

imediatamente a sua realização.  

 

4.7 Avaliação das propriedades da eriocitrina e eriodictiol sobre síntese de 
colágeno a partir de fibroblastos L929 

 

Para avaliação da síntese de colágeno os fibroblastos foram cultivados 

conforme descrito anteriormente e, quando confluentes, foram semeados em placas 

de 24 poços na quantidade de 5x104 células/poço62. Após 24 horas do plaqueamento 

foram adicionados os tratamentos, de acordo com cada grupo: 1-Células (DMEM), 2-

Células+Eriocitrina1µM, 3-Células+Eriocitrina25µM, 4-Células+Eriocitrina50µM 

5-Células+Eriodictiol1µM, 6-Células+Eriodictiol25µM, 7-Células+ 
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Eriodictiol50µM. Os tratamentos com ou sem os flavonoides foram avaliados em 3 e 

7 dias e, após completados esses períodos, 500 μL do meio de cultura em contato 

com as células foram transferidos para tubos contendo o mesmo volume da solução 

de Direct Red em ácido pícrico saturado (0,1%), sendo em seguida incubados por 1 

hora sob agitação a 400 rpm em banho seco a 25° C. Os tubos foram então 

centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado e foram 

adicionados 300 μL de ácido clorídrico 0,01 M. Os tubos foram centrifugados 

novamente (12.000 rpm/10 min), o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 250 

μL de hidróxido de sódio 0,5 M para solubilizar o material precipitado. Em seguida, os 

espécimes foram submetidos à análise de absorbância em espectrofotômetro 

(equipamento Synergy H1 BioTek™) a 555 nm. A porcentagem de síntese de 

colágeno para cada amostra foi calculada baseada nos valores médios de 

absorbância. Foram realizadas 3 repetições do ensaio, em momentos diferentes e, 

em cada repetição os grupos foram estabelecidos em triplicata. Os dados de 

absorbância foram também expressos em porcentagem em relação ao grupo controle. 

 
4.8 Análise das Propriedades da Eriocitrina e Eriodictiol Sobre Expressão de 

Fatores de Crescimento por Fibroblastos L929 
 

Fibroblastos L929 foram cultivados conforme descrito anteriormente e, quando 

confluentes, foram semeados em placa de 24 poços na quantidade de 5x104 

células/poço. Após 24 horas do plaqueamento foram adicionados os tratamentos, de 

acordo com cada grupo: 1-Células (DMEM), 2-Células+Eriocitrina1µM, 3-

Células+Eriocitrina25µM, 4-Células+Eriocitrina50µM, 5-Células+Eriodictiol1µM, 

6-Células+Eriodictiol25µM, 7-Células+ Eriodictiol50µM. Os tratamentos com ou 

sem os flavonoides foram avaliados em 3 e 7 dias. Após os períodos propostos, o 

sobrenadante de cada poço foi coletado e congelado a -80ºC e, posteriormente, foi 

realizada a quantificação da concentração de proteína total de cada amostra coletada 

pelo ensaio BCA Protein Assay (Novagen, EMD Chemicals), de acordo com as 

instruções do fabricante. As amostras foram avaliadas através de imunoensaio ELISA 

para avaliação da produção dos fatores de crescimento TGF-β1 (#BMS608 – 

Invitrogen ELISA KIT) e FGF (#EMFGF2 Thermo Scientific ELISA KIT). Brevemente, 

os sobrenadantes coletados foram incubados em placas pré-tratadas de acordo com 

os anticorpos específicos de cada Kit ELISA e, em seguida incubados com um 
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anticorpo universal e estreptavidina, de acordo com as orientações do protocolo de 

cada fabricante. A absorbância foi lida no comprimento de onda de 450nm.  Os dados 

de absorbância obtidos pelo ensaio ELISA foram calculados através de curva padrão, 

e os resultados foram normalizados dividindo-se o valor de cada amostra pelos 

respectivos valores de proteína alvo obtidos na quantificação pelo método de ensaio 

de proteína BCA. Foram realizadas 3 repetições do ensaio, em momentos diferentes 

e, em cada repetição os grupos foram estabelecidos em triplicata. Os dados de 

absorbância foram calculados e expressos em fold-change em relação ao grupo 

controle. 

 

4.9 Análise Estatística dos Dados  

 

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e distribuição 

usando o teste de Shapiro-Wilk. De acordo com a distribuição dos dados, os testes 

one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn foram 

realizados para análise comparativa entre três ou mais grupos. O t teste de Student 

foi empregado para comparação entre dois grupos. Todas as análises foram 

realizadas usando o software de análises estatísticas GraphPad Prism 8. Todos os 

testes foram aplicados com um nível de confiança de 95% (p <0.05). Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 As Concentrações de 1, 25 e 50µM Foram Mais Bem Toleradas Pelos 
Fibroblastos L929  

 
A avaliação da viabilidade celular através do ensaio MTT mostrou que as 

concentrações de eriodictiol a 200, 500 e 1000µM apresentaram-se citotóxicas sobre 

fibroblastos após 48 horas, reduzindo significativamente a viabilidade celular em 

média à 67, 53 e 11%, respectivamente (p<0.05), enquanto sob a concentração de 

100 µM a porcentagem de células viáveis apresentou-se 88%, e o tratamento com 

eriodictiol a 1, 25 e 50µM manteve a porcentagem de fibroblastos viáveis acima de 

98% (Figura 1). 

Por outro lado, as concentrações de eriocitrina de 1 até 500µM foram bem 

toleradas pelos fibroblastos após 48hrs de tratamento, variando a porcentagem de 

células viáveis em média entre 116 e 84%. O tratamento com o composto a 1000µM 

reduziu significativamente a viabilidade celular para aproximadamente 72% (p<0.05) 

(Figura 1). 

As concentrações de estudo foram baseadas a partir das concentrações teste, e 

portanto, foram estabelecidas as concentrações de 1, 25 e 50µM de eriodictiol e 

eriocitrina para a realização dos experimentos do presente trabalho. 

 

 

As concentrações de estudo foram baseadas a partir das concentrações teste. *p<0.05 comparado ao 
grupo controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

Figura 1 – Determinação das concentrações de estudo 
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5.2 O Tratamento com Eriocitrina ou Eriodictiol não Comprometeu a Viabilidade 
In Vitro dos Fibroblastos L929 
 

A citotoxicidade das diferentes concentrações de eriocitrina e eriodictiol sobre 

os fibroblastos L929 foi avaliada após 1, 3 e 7 dias de tratamento, através do ensaio 

MTT.  

De modo geral, a média percentual de células viáveis variou entre 78 e 136% 

considerando-se os grupos tratados com as diferentes concentrações dos flavonoides 

em comparação ao grupo controle (p<0.05), observando-se uniformidade nos 

diferentes períodos avaliados com discreta redução da viabilidade celular no período 

de 7 dias em relação os períodos de 1 e 3 dias.  O grupo de células que recebeu 

apenas DMSO (solvente da eriocitrina e eriodictiol) também apresentou média de 

porcentagem de viabilidade celular entre aproximadamente 76 e 84%, demonstrando 

baixa citotoxicidade nas condições avaliadas quando comparada ao grupo de células 

sem tratamento (p<0.05). Comparando-se as diferentes concentrações do mesmo 

flavonoide, observou-se que o tratamento com 25 e 50μM de eriocitrina manteve 

aumentada a porcentagem de células viáveis em relação a menor concentração (1μM) 

(p<0.05). (Figura 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Porcentagem média de células viáveis após 1, 3 e 7 dias de tratamento com eriocitrina e 
eriodictiol 

 

 

Em todos os períodos, a administração dos flavonoides apresentou baixo efeito citotóxico sobre os 
fibroblastos independente da concentração dos compostos. *P<0.05 comparado ao grupo controle; 
#P<0.05 comparado ao grupo DMSO; +P<0.05 comparado ao grupo triton; **P<0.05 comparado aos 
grupos 1uM de erioc ou eriod; ##P<0.05 comparado ao grupo eriod 25uM; aP<0.05 comparado ao 
grupo com respectiva concentração de erioc. 

Fonte: Elaboração própria 
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5.3 A Proliferação In Vitro de Fibroblastos L929 Manteve-se Similar Entre os 
Grupos Tratados ou Não com Eriocitrina ou Eriodictiol  

 

O ensaio de Alamar blue foi utilizado para avaliação do tratamento com os 

flavonoides sobre a proliferação dos fibroblastos nos períodos de 1, 3 e 7 dias.  

A taxa percentual média de proliferação celular variou entre 83 e 106% em 

relação ao grupo controle (p<0.05) após os diferentes tempos de tratamento com 

eriocitrina e eriodictiol, apresentando-se reduzida pelas diferentes concentrações de 

eriodictiol após 1, 3 e 7 dias de tratamento (p<0.05). A média percentual de 

proliferação no grupo DMSO manteve-se similar ao grupo sem tratamento (controle). 

Quando comparadas as diferentes concentrações do mesmo tratamento, observou-

se que a proliferação celular foi menor no grupo eriocitrina 50μM em relação a 

concentração de 1μM, nos períodos de 1 e 7 dias de tratamento (p<0.05), e ainda, 

comparando-se as respectivas concentrações de eriocitrina e eriodictiol, verificou-se 

que a proliferação celular foi menor nos grupos tratados com eriodictiol (p<0.05). 

(Figura 3) 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Taxa percentual média de proliferação celular após o tratamento com eriocitrina e 
eriodictiol em 1, 3 e 7 dias 

 

 

De modo geral, os diferentes tratamentos não comprometeram a atividade proliferativa dos fibroblastos. 

*P<0.05 comparado ao grupo controle; #P<0.05 comparado ao grupo DMSO; +P<0.05 comparado ao 

grupo triton; **P<0.05 comparado aos grupos 1uM de erioc ou eriod; ##P<0.05 comparado ao grupo 

eriod 25uM; aP<0.05 comparado ao grupo com respectiva concentração de erioc. 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.4 As Menores Concentrações de Eriocitrina e Eriodictiol Estimularam a 

Migração In Vitro dos Fibroblastos L929 

 

A atividade migratória dos fibroblastos L929 sob o tratamento de diferentes 

concentrações de eriocitrina e eriodictiol, foi avaliada após 24 e 72 horas de 

tratamento, através do ensaio de arranhão. A área mensurada do arranhão é 

apresentada na unidade de cm2 e em porcentagem média em relação ao grupo 

baseline (tempo 0) (Figura 5). 

A média percentual da área de arranhão variou entre 26 e 111% nos grupos 

controle e tratados com flavonoides em relação ao baseline (p<0.05) (Figura 5). Após 

24 horas de tratamento com os compostos, observou-se reduzida quantidade de 

células na área central referente ao arranhão em relação as extremidades. No entanto, 

pode-se observar que no intervalo de 1 dia há a migração de fibroblastos das 

extremidades do arranhão para a área central (Figura 4A). Em comparação aos 

grupos baseline, controle e eriocitrina 50μM, verificou-se redução da área de arranhão 

na monocamada celular dos fibroblastos L929, após o tratamento com eriocitrina a 

1uM (66%) e 25μM (77%), enquanto a administração de eriodictiol nas concentrações 

de 25 e 50μM foi associada a maior área de arranhão comparando-se aos grupos 

controle e eriodictiol 1μM (Figura 5). Quando avaliado em 72 horas, observou-se 

grande quantidade de fibroblastos na área central do arranhão em todos os grupos, 

demonstrando maior atividade migratória das células aos 3 dias (Figura 4B). Nesse 

período, em comparação ao controle, constatou-se a redução da área de arranhão na 

monocamada celular dos fibroblastos L929 após o tratamento com eriocitrina e 

eriodictiol em todas as concentrações testadas com taxa percentual variando entre 26 

e 87%, com destaque para a eriocitrina 1uM, 25uM e o eriodictiol 1uM que 

apresentaram significativa redução da área do arranhão quando comparados ao 

baseline e controle (p<0.05) (Figura 5). Em ambos os períodos, 24 e 72 horas, a 

redução na área de arranhão observada pelo tratamento com eriocitrina 1 e 25μM foi 

significativa em comparação aos respectivos grupos de eriodictiol (p<0.05) (Figura 5). 
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Figura 4 – Imagens representativas da avaliação qualitativa da migração de fibroblastos em ensaio in 
vitro de arranhão 

 

 

A) Pode-se observar que no intervalo de 24 horas (1 dia) há reduzida migração de fibroblastos das 

extremidades do arranhão para a área central. B) Em 72 horas, verificou-se grande quantidade de 

fibroblastos na área central do arranhão em todos os grupos, demonstrando maior atividade migratória 

das células aos 3 dias.  

Fonte: Elaboração própria. 
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5.5 O Tratamento com 1μM de Eriocitrina e Eriodictiol Promoveu Aumento 
Significativo na Síntese In Vitro de Colágeno 

 

O ensaio de espectrofotometria foi utilizado para avaliação do tratamento com 

os flavonoides sobre a síntese de colágeno pelos fibroblastos aos 3 e 7 dias.  

De modo geral, a quantificação de colágeno foi alterada significativamente 

pelas diferentes concentrações da eriocitrina ou eriodictiol. A taxa percentual média 

de síntese de colágeno variou entre 86 e 111% em relação ao grupo controle (p<0.05) 

após os diferentes tempos de tratamento (Figura 6). Os tratamentos com eriocitrina e 

eriodictiol na concentração de 1μM promoveram significativo aumento na produção de 

Figura 5 – Área (cm2) e porcentagem média da área de arranhão nos grupos tratados ou não com 
eriocitrina e eriodictiol. 

 

Os dados demonstram que a eriocitrina e eriodictiol na concentração de 1μM estimularam a migração 

in vitro dos fibroblastos L929. *P<0.05 comparado ao grupo Baseline (TEMPO 0); #P<0.05 comparado 

ao grupo controle; **P<0.05 comparado aos grupos 1uM de erioc ou eriod; ##P<0.05 comparado ao 

grupo erioc 25uM; +P<0.05 comparado ao grupo com respectiva concentração de eriocitrina. 

Fonte: Elaboração própria. 
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colágeno, quando comparados aos grupos controle e eriocitrina 25 e 50μM (p<0.05) 

(Figura 6). Ambos os flavonoides nas concentrações de 25 e 50μM promoveram, 

respectivamente, significativo aumento e redução na porcentagem de colágeno em 

relação ao controle (p<0.05) (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Absorbância média e porcentagem de colágeno após 3 e 7 dias de tratamento com 
eriocitrina e eriodictiol 

Os tratamentos com eriocitrina e eriodictiol na concentração de 1μM promoveram significativo aumento 

produção de colágeno quando comparados aos grupos controle e eriocitrina 25 e 50μM *p<0.05 em 

relação ao controle; **p<0.05 em relação aos grupos eriocitrina 1uM; ***p<0.05 em relação aos grupos 

eriocitrina ou eriodictiol 25uM; #p<0.05 em relação ao grupo com respectiva concentração de eriocitrina. 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.6 O Tratamento com Eriocitrina e Eriodictiol Modulou Apenas a Expressão de 
TGF-β1 nos Períodos de 3 e 7 dias Quando Comparada ao Grupo Não 
Tratado 

 
         A expressão de TGF-β1 foi significativamente aumentada pelo tratamento com 

eriodictiol 1μM em comparação ao grupo controle e a eriocitrina de mesma 

concentração no período de 7 dias (p<0.05) (Figura 7). Enquanto a eriocitrina 50μM 

e eriodictiol a 25μM reduziu a expressão de TGF- β1 em comparação ao controle em 

ambos os períodos testados, com acentuada redução principalmente em 7 dias 

(p<0.05). 

Por outro lado, após 3 dias, nenhum tratamento com eriocitrina modificou a expressão 

do fator de crescimento em fibroblastos (FGF) em relação ao controle, contudo, a 

concentração de eriodictiol a 25μM reduziu significativamente a produção de FGF 

comparando-se aos grupos eriodictiol 1μM e eriocitrina 25μM (p<0.05), redução esta 

que apresentou-se acentuada ao final de 7 dias (Figura 7). 

  

 

 

 

   

 

     

                 

 

 

  

Figura 7 – Avaliação da expressão in vitro de TGF-β1 e FGF a partir de fibroblastos L929 

 

 

 

 

 O tratamento com eriocitrina e eriodictiol modulou apenas a expressão de TGF-β1 aos 3 dias quando 

comparada ao grupo não tratado. Em 7 dias, os compostos a 25 e 50μM reduziram significativamente 

a expressão de TGF-β1 e FGF, enquanto o tratamento com eriocitrina a 1 μM aumentou de modo 

significativo a expressão de TGF-β1.  *P<0.05 comparado ao grupo controle; **P<0.05 comparado 

aos grupos eriod 1uM; #P<0.05 comparado ao grupo com respectiva concentração de erioc. 

Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Estudos prévios descrevem algumas propriedades de diferentes classes de 

flavonoides sobre mecanismos associados ao processo de reparação tecidual, 

demostrando por exemplo a capacidade em estimular a secreção celular de colágeno 

total, promover a contração de ferida, além de aumentar a expressão de fatores de 

crescimento presentes no reparo de tecidos56-59. Nessa perspectiva, os fibroblastos 

constituem células especializadas, capazes de detectar e responder a danos nos 

tecidos através da secreção de citocinas e fatores de crescimento, os quais 

estabelecem uma rede de conexões entre as células circundantes e, portanto, 

participam e exercem fundamental papel ao processo de cicatrização. No estágio atual 

do nosso conhecimento sobre o uso de flavonoides, não há evidências conclusivas 

acerca do potencial terapêutico da eriocitrina e eriodictiol sobre o processo de 

reparação tecidual e os mecanismos subjacentes pelos quais esses compostos 

atuam, como por exemplo a modulação sobre fibroblastos. Portanto, considerando-se 

o potencial papel dos flavonoides em regular diferentes mecanismos implicados à 

cicatrização, e a crucial importância dos fibroblastos nesse processo, o presente 

estudo avaliou in vitro a ação dos flavonoides eriocitrina (erioc) e eriodictiol (eriod) 

sobre cultura de fibroblastos, através da análise de diferentes atividades e 

mecanismos. 

A avaliação da citotoxicidade constitui parâmetro fundamental na seleção e 

aplicação de novos agentes potencialmente terapêuticos e, desse modo, com a 

finalidade de excluir possíveis efeitos citotóxicos dos flavonoides utilizados no 

presente estudo, diferentes concentrações de erioc e eriod foram previamente 

avaliadas através do ensaio de MTT. A porcentagem de células viáveis variou de 

acordo com o composto administrado e as diferentes concentrações, contudo, os 

tratamentos até 50µM mantiveram a viabilidade celular in vitro acima de 90% e, 

portanto, foram definidas para o estudo as concentrações de 1, 25 e 50µM. Quando 

avaliadas ao longo do tempo, as concentrações de estudo não foram citotóxicas aos 

fibroblastos, viabilizando o desenvolvimento dos experimentos propostos. Os dados 

na literatura avaliando-se especificamente a viabilidade in vitro de fibroblastos após o 

tratamento com erioc ou eriod são limitados, porém, recente estudo63 demonstrou que 

concentrações mais baixas de eriodictiol (5, 10 e 20µM) não alteraram a viabilidade 
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celular em células RGC-5. Em fibroblastos de pulmão o tratamento com eriodictiol 

apresentou baixa toxicidade com concentração inibitória de 50% (IC50) de 410 µM 

após 24h de tratamento in vitro64. No entanto, enfatizamos que os autores utilizaram 

um período reduzido e avaliaram uma diferente linhagem celular, quando comparado 

ao nosso estudo. Complementar à avaliação de citotoxicidade, a atividade proliferativa 

celular foi avaliada, e os resultados demonstraram que após 1, 3 e 7 dias, a 

proliferação in vitro de fibroblastos não foi significativamente modulada pelos 

compostos flavonoides. San Miguel et al.65, (2011) mostraram que, in vitro, 

determinadas concentrações de flavonoides promovem um aumento na quantidade 

de células endoteliais e fibroblastos gengivais humanos, sendo que altas 

concentrações mostrem efeito contrário. Os achados permitem sugerir que os 

mecanismos in vitro avaliados em nosso estudo, não são devido à menor ou maior 

atividade de proliferação celular induzida pela eriocitrina ou eriodictiol.  

A capacidade dos fibroblastos repovoarem a área de células removidas foi avaliada 

através do ensaio de arranhão, que constitui um protocolo comumente empregado para 

a análise da atividade migratória de fibroblastos em cultura celular62,66, e verificou-se que 

as menores concentrações de eriocitrina e eriodictiol estimularam a migração in vitro 

dos fibroblastos. Em geral, os compostos flavonoides testados foram capazes de 

aumentar a migração celular em comparação ao controle, com destaque para a 

eriocitrina em menores concentrações (1uM e 25 μM) que promoveu maior aceleração 

da atividade migratória quando comparada ao eriodictiol e ao controle, sugerindo uma 

maior eficácia no aumento da migração celular20. O mecanismo molecular da ação 

dos flavonoides eriocitrina e eriodictiol na migração celular ainda não está bem 

elucidado, entretanto os estudos previamente publicados57,58,61 reforçam os resultados 

obtidos no presente trabalho, demonstrando o aumento da migração de fibroblastos 

quando tratados com outras classes de flavonoides. Destacamos que a proliferação 

celular não foi um fator que contribuiu para a oclusão da área de arranhão, pois os 

fibroblastos foram previamente tratados com o antiproliferativo mitomicina C67, com o 

propósito de avaliar realmente a capacidade de migração celular. Contribuindo aos 

nossos resultados, um estudo prévio avaliou a migração in vitro de fibroblastos 

tratados com naringenin, um outro tipo de flavonoide, e demonstrou que a 

concentração mais baixa do composto (50μM), promoveu maior porcentagem de 
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fechamento da área de arranhão comparando-se à concentração mais alta do 

flavonoide (100 μM)68. 

Acrescido à atividade de migração celular, através do ensaio de 

espectrofotometria observou-se o aumento significativo da síntese in vitro de colágeno 

nos grupos que receberam tratamento com 1μM de eriocitrina e eriodictiol, reforçando 

a sugestão de que as menores concentrações dos flavonoides apresentam maior 

capacidade modulatória sobre cultura de fibroblastos. A técnica utilizada para a 

análise da síntese de colágeno a partir dos fibroblastos constitui um método clássico 

para avaliação da produção de colágeno celular. Corroborando aos nossos 

resultados, Nazaruk e Galicka56 (2014) demonstraram que os flavonoides são capazes 

de aumentar a quantidade de colágeno total secretado pelas células. Nanashima et 

al.69, (2018) também relataram o aumento da produção de colágeno em ratas tratadas 

com antocianina, um flavonoide da classe das flavonas.  

Os fibroblastos são capazes de produzir TGF-β e FGF, fatores de crescimento 

capazes de modular diversas etapas do processo de reparo. No presente trabalho, a 

expressão gênica de TGF-β1 foi significativamente aumentada pelo tratamento com 

eriodictiol 1μM em comparação ao grupo controle e a eriocitrina de mesma 

concentração no período de 7 dias. Além disso, a eriocitrina 1μM aumentou a 

expressão de TGF-β1 no mesmo período quando comparada ao controle. O TGF-β1 

é responsável por estimular a transformação de fibroblastos em miofibroblastos 

promovendo a contração da ferida. Portanto, o aumento da expressão de TGF-β1 

pode estar relacionado com a aceleração da migração celular após tratamento com 

as menores concentrações de eriocitrina e eriodictiol. O trabalho de Li et al.59, (2018) 

também mostrou aumento significativo na expressão gênica de TGF-β e VEGF em 

amostras de tecido de ratos diabéticos tratados com outra classe de flavonoide, a 

hesperidina, reforçando os achados do presente trabalho e confirmando as 

propriedades dos flavonoides em modular positivamente o processo de reparo 

tecidual. 

Concomitante à expressão de TGF-β, a sinalização de FGF desempenha papel 

essencial no desenvolvimento, metabolismo e homeostase tecidual70. A expressão 

gênica do FGF ocorreu nos grupos tratados com eriocitrina e eriodictiol e, apesar de 

não ser significativa, a produção foi visível principalmente nos grupos de menores 



38 
 

 
 

concentrações, eriocitrina e eriodictiol 1 μM. No entanto, não há evidências que 

reforcem ou corroborem com os dados encontrados em nosso estudo. 

 De modo geral, os resultados mostraram claramente que os flavonoides 

eriocitrina ou eriodictiol foram capazes de modular mecanismos in vitro que mimetizam 

diversas fases do processo de reparo, como por exemplo a migração celular, a síntese 

de colágeno e expressão de fatores de crescimento como o TGF-β1. Contudo, 

enfatizamos que é preciso ponderar que os achados são pertinentes à um estudo in 

vitro, o qual apresenta limitações e, além disso, estudos de biologia celular, modelos 

animais, e estudos clínicos demonstram que cada agente bioativo apresenta uma 

função específica nas propriedades de cicatrização de feridas sendo os flavonoides 

capazes de desempenhar diversas atividades farmacológicas. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Os resultados permitem concluir que a eriocitrina e eriodictiol em baixa 

concentração, modulam a atividade e função in vitro dos fibroblastos L929 nas 

condições avaliadas, estimulando a migração celular e produção de colágeno in vitro, 

sugerindo-se uma correlação ao aumento expressivo de TGF- β1. 
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