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RESUMO

O alho é uma planta utilizada desde a
antiguidade, por possuir diversas
propriedades curativas, dando enfoque
no seu efeito cicatrizante. O objetivo da
pesquisa é obter evidéncias sobre a acdo
do Allium sativum L. durante o processo
de cicatrizagdo, estimulando a
proliferacéo de fibroblastos.

A metodologia utilizada foi a realizagdo

de testes de avaliacdo da viabilidade
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celular com azul de tripano e o0 ensaio de
reducdo MTT a formazan, além da
quantificacdo de colageno em uma
linhagem de fibroblastos que foi
cultivada em meio IMDM (meio
segundo Iscove) e lavada com tampao.
Os resultados obtidos de acordo com a
técnica de azul de tripano sugerem que o
extrato hidroalcoolico de Allium sativum
foi capaz de induzir a proliferagcdo dos
fibroblastos. A técnica de redugéo do

MTT confirmou a atividade proliferativa
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do extrato  hidroalcodlico, mais
efetivamente nas concentragcbes de 80
pg/mL e 100 pg/mL; j& em relacdo a
sintese de colageno, observou-se que a
concentracdo de 100 pg/mL aumentou
de modo significativo. Com base nos
resultados  adquiridos através da
pesquisa, pode-se sugerir que o alho
possui acdo cicatrizante, promovendo

proliferacdo celular, e a deposicdo de

colageno.

PALAVRAS-CHAVE.: Allium
sativum;  cicatrizacdo;  fibroblastos;
colageno.

ABSTRACT

Garlic has been used since ancient times,
as it has several healing properties, focu-
sing on its healing effect. The objective
of the research is to obtain evidence
about the action of Allium sativum L.
during the healing process, stimulating
the proliferation of fibroblasts.

The methodology used was to carry out
tests to evaluate cell viability with trypan
blue and the MTT to formazan reduction
assay, in addition to the quantification of
collagen in a fibroblast strain that was
cultivated in IMDM medium (medium
according to Iscove) and washed with

plug.

The results obtained according to the
trypan blue technique suggest that the
hydroalcoholic extract of Allium sati-
vum was able to induce the proliferation
of fibroblasts. The MTT reduction tech-
nique confirmed the proliferative acti-
vity of the hydroalcoholic extract, more
effectively at concentrations of 80
pug/mL and 100 pg/mL; in relation to col-
lagen synthesis, it was observed that the
concentration of 100 pg/mL increased
significantly. Based on the results acqui-
red through the research, it can be sug-
gested that garlic has a healing action,
promoting cell proliferation and collagen
deposition. Keywords: Allium sativum;

healing; fibroblasts; collagen.
INTRODUCAO

O uso de fitoterapicos cresce com
0 aumento da procura de produtos a base
de plantas, sendo utilizado em conjunto
com a medicina convencional. Ha muitos
séculos 0 homem ja utilizava diversos
tipos de plantas medicinais para o
tratamento de enfermidades (Gomes,
2011). E nesse contexto que o alho tem
sido usado por milhares de anos para fins
medicinais.

H4 registros da utilizacdo do alho

em escrituras antigas do Egito, Grécia e
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Roma, onde era usufruido como remédio
curativo. Na medicina chinesa, tem sido
utilizado ha pelo menos 3.000 anos; e em
1958, Louis Pasteur foi o primeiro a
demonstrar os efeitos antimicrobianosdo
alho (Sivam, 2001).

O género Allium pertence a
familia Liliaceae, que compreende mais
de 700 espécies, entre estas o Allium
sativum, que é amplamente conhecido
como especiaria e remédio popular para
varias finalidades. A maioria das
propriedades terapéuticas é atribuida a
6leos especificos e a componentes
organossulforados, que sdo responsaveis
pelo odor e sabor tipico. A alicina e a
aliina estdo entre os principios ativos,
estando presentes quando o alho €
danificado, através da trituracdo ou corte
(Baghalian et al., 2005).

O processo de cicatrizagdo
acontece quando ha lesdo tecidual,
posteriormente ocorre a infiltracdo de
células inflamatorias, sucedida pelo
aumento da formacdo de novos vasos
(angiogénese), fase na qual ha atuacéo
do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF); o alho atua no
processo cicatrizante, estimulando a
proliferacdo  de  fibroblastos e

consequentemente na deposicdo de

colageno no tecido, eventos necessarios
para formacdo da cicatriz (Dvorak,
2002).

Recentemente, através  de
pesquisas cientificas, tem se obtido bons
resultados sobre a eficacia do alho
durante a cicatrizagcdo (Farnood et al.,
2009; Mohammad et al., 2017; Ejaz et
al., 2009). Porém, ha uma necessidade
crescente de obter informacdes sobre o
efeito estimulante de seus principios

ativos durante o processo cicatrizante.

OBJETIVO

Investigar a eficacia do Allium
sativum L. no processo de cicatrizacdo de
tecido lesionado, através de mecanismos
como a formacdo de novos vasos,
proliferacdo de fibroblastos e a
deposicdo de colageno na area afetada.

Foram coletados dados que
demonstraram este crescimento através

de uma pesquisa experimental.

REFERENCIAL TEORICO

Allium sativum L.
A Anvisa (RDC 26) define fitoterapico
como um produto obtido através de matéria

prima vegetal, com a finalidade profilatica,

paliativa ou curativa (Brasil, 2014).Além

da comprovacdo da acdo
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terapéutica de varias plantas que sao
utilizadas popularmente, a fitoterapia é
uma parte importante para a manutengéo
das condicdes de saude da populacdo
(Alves e Silva, 2002).

Existem relatos de que o alho tenha
surgido na Asia Central e sua origem no
oeste da China. Ele foi muito utilizado
por conta do seu poder de cura sobre as
enfermidades da época. Sua eficacia
sobre as doencas, fez com que logo se
disseminasse pelo mundo, tanto no
antigo, quanto no novo mundo
(Petrovska e Cekovska, 2010). Suas
caracteristicas  bioquimicas atribuem
propriedades que sdo importantes na
fitoterapia, tendo em vista que o
interesse por alimentos saudaveis vem se
ampliando (Jabbes et al, 2012).

H& uma discusséo sobre a correta
localizagdo do género Allium em meio as
familias botanicas. Alguns autores
contemporaneos acreditam que ele faca
parte da familia Alliaceae (Silva e Silva,
2009). Entretanto, de acordo com Joly
(1998), o género Allium pertence a
familia Liliaceae, e tal classificacdo € a
mais adotada atualmente.

O alho é uma planta constituida
por folhas escamiformes e um bulbo ou

cabeca utilizada como remédio

medicinal e como tempero (Block,
2010). O alho contem pelo menos 33
compostos sulfurados, diversas enzimas,
17 aminoé&cidos, vitaminas (A, B6, C,
acido folico, niacina) e minerais como 0
selénio e enxofre. Em sua composicéo
fitoquimica  ativa, se  destacam
compostos como a alicina e 0 ajoeno
(Ledezma e Apitzcastro, 2006). Os
fitoquimicos séo responsaveis tanto pelo
odor pungente do alho, quanto por
muitos dos seus efeitos medicinais, tais
como, acdo antiviral, antifungica,
antibidtica, e por ter consideravel teor de
selénio age como antioxidante. (Corzo-
Martinez et al., 2007).
Dentre 0s compostos € encontrado
a aliina e outro componente ativo é a
alicina, primeira substancia
guimicamente isolada na década de1940;
ela ndo esta presente no alho, até que ele
seja amassado, partido, cortado ou
mastigado. Quando a lise celular ocorre,
a enzima aliinase é liberada, e quando
elas entram em contato com aliina, elas
sdo convertidas em alicina (Gomez e
Sanchez, 2000).
O alho e a cicatrizacgéo
O alho possui agdo cicatrizante,
certos componentes tém o poder de

acelerar o processo de cura, através da
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acdo antiinflamatoria, antimicrobiana e
favorecendo a reconstrugdo natural dos
tecidos, podendo rapidamente curar
feridas, queimaduras e lesdes. Seus
compostos promovem o crescimento e a
reparacao celular, aumentando a fungéo
imunoldgica; como a vitamina C que é
importante para formacdo de colageno
(Yaar e Gilchrest, 1990).

A cicatrizacdo ocorre em trés
fases, que sdo divididas em:inflamatdria,
proliferativa e de remodelagem (Clark
R.A., 1996). Durante a fase inflamatdria,
0 endotélio lesado e as plagquetas
estimulam a cascata de coagulacédo e a
liberacdo de fatores de crescimento que
atraem neutrofilos e macréfagos para a
ferida (Broughton e Janis, 2006).

Ja na fase proliferativa ocorre o
fechamento da lesdo, que pode ser
dividida em reepitelizacdo, angiogénese,
formacdo do tecido de granulacdo e
deposicéo de colageno pelos
fibroblastos. A reepitelizagdo ocorre
precocemente, as celulas epiteliais
migram em dire¢&o a parte superior, e as
camadas normais da epiderme s&o
restauradas (Lawrence e Diegelmann,
1994).

A angiogénese é estimulada pelo

fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), ela é uma etapa fundamental,
onde ha formacdo de novos vasos
sanguineos a  partir de  vasos
preexistentes (Folkman e Shing, 1992).
Esses novos vasos vao participar na
formacéo do tecido de granulagéo (parte
final da fase proliferativa) (Li J et al.,
1999).

Os fibroblastos e as células
endoteliais sdo 0S principais
componentes da fase proliferativa. Os
fibroblastos dos tecidos vizinhos migram
para a ferida, onde produzem colageno
tipo | e transformam-se em
miofibroblastos, o que promove a
contracdo da ferida (Witte e Barbul,
1997). Eles tém por principal funcéo a
manutencdo da integridade do tecido
conjuntivo, pela sintese de colageno
(Junqueira e Carneiro, 2013). O
colageno e a elastina produzidos pelos
fibroblastos sdo responsaveis pela
retirada do tecido desvitalizado de uma
ferida e pelo remodelamento fisiologico
celular (Hildebrand et al., 2005).

Na fase de remodelagem ha
recuperacao da estrutura do tecido, nesta
fase, hd tentativa de repor o tecido
lesionado. E a dltima fase do processo

de cicatrizacdo, a quantidade de células e
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de vasos da ferida diminui, pois acabam
saindo do local, o que leva a formacéo da
cicatriz; enquanto hd maturacdo das
fibras de colageno, e posteriormente
ocorre uma reorganizacdo da matriz
extracelular, havendo uma mudanca,pois
esta passa a ser definitiva (Gabbianiet al.,
1972).

MATERIAIS E METODOS

O extrato hidroalcodlico de Allium sati-
vum foi adquirido no laboratorio fitote-
rapico Panizza. O extrato foi avaliado, in
vitro, em relacdo a sua possivel atividade
proliferativa ou citotdxica sobre fi-
broblastos humanos (CCD-1072sK;
ATCC). Foram preparadas solugdes com
diferentes concentracGes para realizagdo

dos testes.
Linhagem celular CCD1072SK

A linhagem de fibroblastos humanos
CCD1072SK (ATCC), mostrada na fi-
gura 1, foi adquirida através do banco de
células do Rio de Janeiro e mantida em
cultura na Universidade Federal de Séo
Paulo (Unifesp).

Figura 1: Aspecto morfoldgico da linhagem de
fibroblastos CCD1072sk. Aumento de 200x

As células foram cultivadas em meio
IMDM com 10% de soro fetal bovino,
2mM de L-glutamina, 100 IU/mL peni-
cilina e 100 pg/mL de estreptomicina e
remogdo do meio e lavagem da cultura
com tampdo fosfato salino (PBS). Todos
0s experimentos realizados com a linha-
gem de fibroblastos foram submetidos ao
teste de viabilidade celular utilizando o
corante azul de tripano e realizando a lei-
tura em camara hemocitométrica por mi-
croscopia 6ptica. Todos os experimentos
descritos foram realizados quando a via-
bilidade celular foi igual ou superior a
90%.

Preparo do meio base

Para a preparacdo do meio base RPMI
(Roswell park memorial Institute) foi ne-
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cessario colocar 300 mL de agua deioni-
zada em um becker e levar ao agitador,
apos o ajuste da velocidade, foi acrescen-
tado 5g do meio em po, junto a 1g de
agente tamponante de acido sulfonico e
1g de bicarbonato de sddio até completa
solubilizacdo. O conteudo foi vertido
para um baldo volumétrico e completo
com &gua deionizada até a marcacdo de
500 ml.

No fluxo laminar uma unidade de filtra-
cao de 0.22 um foi acoplada a bomba de
vacuo, o meio foi vertido, e em seguida
a bomba foi ligada. Apds o processo, a
unidade de filtracdo foi desacoplada da
garrafa do meio e a tampa que acompa-
nha o kit foi fechado com filme de para-

fina plastica.
Preparo do meio suplementado

Para a preparagdo do meio suplementado
IMDM de Iscove, o qual é uma modifi-
cacdo do meio DMEM (modified Dul-
becco’s medium), homogenizou-se 50ml
de Soro fetal bovino e 5 ml de Peni-
cilina/Estreptomicina, acrescentando-0s
ao meio nas proporcdes indicadas. O
meio antigo era retirado e descartado, e a
garrafa lavada com 5 ml de PBS; O meio
foi incubado a 37°c com 1 ml de tripsina

por 5 minutos, em seguida a tripsina foi

retirada da garrafa e depois foi necesséa-
rio completar com 10 ml de meio de cul-

tura e ser colocado na estufa.
Avaliacéo da viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celu-
lar pelo método de incorporagdo do co-
rante azul de tripano foi realizada apos a
aplicacdo em diferentes concentracdesdo
extrato do alho, a saber: 20, 40, 60, 80e
100 pg/ml, onde apds o periodo de in-
cubacdo de 24h o contetdo de cada poc¢o
das culturas de fibroblastos foi recolhido
em tubos estéreis de plastico de 15 mL, e
centrifugado a 1500 rpm por 8 minutos.
Os pellets foram ressuspendidos em 1 ml
de meio RPMI. Ap0és isso, as solugdes de
células foram diluidas (1:2) em corante
de azul de tripano e a contagem das cé-
lulas viaveis e inviaveis foi realizada em
camara hematocitométrica por microsco-
pia optica. A soma da contagem de célu-
las totais (viaveis e inviaveis de cada
poco) foi considerada como 100% de cé-
lulas, sendo realizados os calculos para
verificar as porcentagens corresponden-
tes as células viaveis e as inviaveis ana-

lisadas no experimento.
Ensaios de reducdo MTT

O teste de reducdo MTT a forma-
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zan ([3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Dife-
nil Brometo de Tetrazolio]) € usado com
grande sucesso para estimar o nimero de
celulas viaveis em uma analise inicial de
farmacos. Assim, as células tratadas com
diferentes concentragdes do extrato do
Allium sativum, em diferentes periodos
de tempo, conforme descrito no item an-
terior, e na concentracdo 5x104 células
por poco, foram adicionados 10pul da so-
lucdo de MTT 5 mg/ml em cada poco.
Apds 4 horas, a placa foi centrifugada, o
sobrenadante de cada poco descartado e
0 pellet com os cristais formado no fundo
da placa foi dissolvido com 100 pL de
etanol puro e em seguida homogenei-
zado em agitador de placas por 15 minu-
tos. A densidade Optica foi medida pelo
leitor de microplacas em 540 nm. A per-
centagem de sobrevivéncia celular na
presenca dos compostos em estudo foi

calculada da seguinte maneira:

Absorbancia por poco (com
droga) x 100

Absorbancia do controle (sem droga)

= 0p Células viaveis

Quantificacdo de colageno com

corante acido Sirius Red

As células foram cultivadas e tra-

tadas conforme descrito anteriormente.

Apos cultivo, o meio foi retirado e os po-
cos lavados trés vezes com PBS 0,1M.
Foram adicionados 100 pL de fluido de
Bouin (&cido picrico, formaldeido e
acido acético glacial) para fixacdo du-
rante 1 h. As amostras foram lavadas
com PBS, em seguida, foi adicionado o
corante Sirius Red. Apés 1 h, foi remo-
vido 0 maximo do corante e procedeu-se
a lavagem com 150 pL de solugdo de
acido hidroclérico 0,01M por 30 segun-
dos para remocdo do corante que ndo se
ligou ao colageno. Em seguida, o corante
foi retirado das camadas celulares com a
adicdo de solucdo de NaOH 0,1M du-
rante 30 min. Aliquotas de 100 pL das
solucdes contidas nos pogos foram trans-
feridas para uma nova placa. A absor-
béncia foi medida em um leitor de micro-

placas a 570 nm.
Analise Estatistica

O delineamento experimental,
para todos os bioensaios, foi inteira-
mente casualizado, em modelo hi-
erarquico, com dois fatores e cinco repe-
ticoes. Procedeu-se a analise de va-
riancia dos dados obtidos pelo teste
ANOVA e as médias foram comparadas
pelo POST HOC de Tukey, P<0,05
(5%). Os dados foram analisados pelo
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programa estatistico IBM SPSS Statis-
tics 22.

RESULTADOS

De acordo com a técnica de azul
de tripano, os resultados obtidos suge-
rem que o extrato hidroalcodlico de Al-

lium sativum foi capaz de induzir a pro-

liferacdo dos fibroblastos. A figura 2
mostra as diferentes concentracdes de
extrato hidroalcodlico de Allium sati-

vum que foram utilizadas para o teste.

Azul de Tripan
150+
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Figura 2: Teste de incorporacdo do azul de
tripano. Efeitos da exposicdo do extrato
hidroalcoolico de Allium sativum sobre linhagem
de fibroblastos humanos CCD-1072SK.
Exposicdo por 24 horas. Durante as 24h
anteriores, as culturas de fibroblastos foram
carenciadas de soro bovino fetal. (*) P<0,05
ANOVA, Tukey.

No mesmo sentido, a técnica de reducdo
do MTT foi realizada com o objetivo de
confirmar a atividade proliferativa do extrato
hidroalcotlico de Allium sativum. A figura 3
mostra os resultados obtidos com as diferentes

concentracdes do extrato hidroalcodlico de

Allium sativum.

MTT
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Figura 3: Teste de redugdo do MTT. Efeitos da
exposicdo do extrato hidroalcodlico de Allium
sativum sobre linhagem de fibroblastos humanos
CCD-1072SK. Exposic¢do por 24 horas. Durante
as 24h anteriores, as culturas de fibroblastos
foram carenciadas de soro bovino fetal. (*)
P<0,05 ANOVA, Tukey.

A quantificacdo do colageno
produzido pelos fibroblastos CCD-
1072SK foi obtida pelo método que
emprega o corante acido Sirius Red. Os
resultados mostraram que o0 extrato
hidroalcodlico de Allium sativum
estimulou os fibroblastos testados a
produzirem colageno durante o periodo

de 24 horas (figura 4).

Sirius Red (Colageno)
150

1%

1001

(%) Colageno total
(&)
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Figura 4: Teor de colageno. Efeitos da
exposicdo do extrato hidroalcodlico de Allium
sativum sobre linhagem de fibroblastos humanos
CCD-1072SK. Exposicdo por 24 horas. Durante
as 24h anteriores, as culturas de fibroblastos
foram carenciadas de soro bovino fetal. (*)
P<0,05 ANOVA, Tukey.

DISCUSSAO

Para avaliar a viabilidade dos
fibroblastos e verificar o estimulo do
alho, foram utilizados dois métodos. O
método com azul de tripano, o qual é
utilizado para determinar o nimero de
células viaveis em uma suspensdo
celular; este teste se baseia no principio
de que células vivas e com a membrana
celular intacta sdo capazes de excluir o
corante, enquanto as células inviaveis,
com a membrana rompida ou
comprometida, conseguem incorporé-lo
(Strober, 2001).

Outro método utilizado para avaliar a
viabilidade celular, foi o ensaio de
reducdo do MTT, um corante utilizado
para distinguir as células vivas, das
celulas mortas. A redugdo do sal do MTT
a formazan ¢ realizada pelo citocromo
das células viaveis e resulta em cristais
de formazan insolGveis de cor violeta, a
intensidade da cor resultante é uma

medida direta da viabilidade e da

atividade metabolica mitocondrial (local
de ocorréncia da redugdo) (Mosmann,
1983).

Jé para obter a quantificacdo de colageno
(importante durante o reparo tecidual),
foi utilizado o corante 4cido Sirius Red,;
o qual, por meio dos seus grupos deacido
sulfénico, se liga a molécula de
colageno, reagindo com 0s Qrupos
bésicos presentes na mesma,
proporcionado a andlise quantitativa das
fibras colagenas, de acordo com o tipo e
espessura da fibra, pois estas possuem
diferentes birrefrigéncias, devido a
intensidade da cor obtida (Junqueira,
1979).

Os resultados apresentados neste artigo
trouxeram evidéncias de que o A.
sativum possui efeito cicatrizante, o teste
azul de tripano demonstrou que as
concentracdes testadas do extrato do
alho induzem a proliferacdo de
fibroblastos, confirmado pela
viabilidade celular superior a 100%; o
teste reducdo do MTT também confirma
a viabilidade, sendo maior nas
concentragdes de 80 pg/ml e 100 pg/ml.
Ja atraves do teste de quantificacdo de
colageno com Sirius Red, demonstra a

hipétese de que o alho aumenta a
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producdo de fibras colagenas pela
linhagem de fibroblastos, principalmente
na concentragdo de 100 pg/ml. Estas
evidéncias nos indicam que o alho
acelera o processo de cicatrizagdo, fato
que foi previamente comprovado por
outros  estudos (Farnhood, 2009;
Saifzadeh et al., 2006; Mohammad, 2017
e Ejaz et al., 2009).

O estudo de Farnhood (2009) investigou
a eficacia do extrato do alho em 10
coelhos, foi criada uma ferida retangular
nas costas de cada um, e elas foram
tratadas com 5 ml do extrato durante 21
dias, no final foi comprovado que o uso
topico do alho diminui o tamanho da
ferida e o tempo de cicatrizagcdo. Outro
estudo semelhante feito por Saifzadeh et
al., (2006) teve o objetivo de testar 1%
de extrato aquoso (0,5 ml) em feridas
criadas em 5 cdes; que também

demonstrou a aceleragéo da cicatrizagéo.

Sob um olhar mais fisiologico
Mohammad (2017) conduziu um estudo
para avaliar o efeito do extrato
hidroalcoolico do alho em feridas de
ratos; foi aplicado topicamente 2% do
extrato de alho em feridas criadas na pele
de 72 ratos Wistar por 21 dias. Eles

observaram que houve neovacularizagao

no tecido, aumento da deposicdo de
colageno, reepitelizacdo, aumento do
numero de fibroblastos e encurtamento
da fase inflamatdria, confirmando a

eficacia do extrato

No estudo de Ejaz et al., (2009), testou-
se topicamente o extrato envelhecido do
alho em diferentes concentracbes (1%,
5%, 10% e 15%) em feridas feitas em 90
galinhas por 6 dias; o estudo revelou que
houve aumento da angiogénese, da
formacdo de neocolageno e de sua
maturacao, além de resultados positivos

sobre a reepitelizacéo do tecido.

CONCLUSAO

Neste artigo observamos que as
concentracfes do extrato hidroalcodlico
de Allium sativum se mostraram efetivas
em  promover  proliferacdo  dos
fibroblastos e aumento do coldgeno na
area lesionada. O alho estimula estes
efeitos através do mecanismo de
angiogénese, pois com o aumento do
nimero de vasos no local, auxilia na
formacdo do tecido cicatricial. Os
resultados obtidos sugerem que o extrato
do alho € eficaz durante o processo de

cicatrizacao.
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