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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi analisar a seguranca do consumo do 6leo fixo do
Syagrus coronata (licuri), além de verificar seu potencial antioxidante, cicatrizante,
antigenotéxico e antimutagénico in vivo. O oleo fixo utilizado foi disponibilizado pela
Cooperativa de Producdo da Regido do Piemonte da Diamantina. Na andlise
guimica observou-se predominancia de acidos graxos saturados, sendo o &cido
laurico o composto majoritario. Para a analise de seguranca, no teste de
citotoxicidade, o 6leo ndo inibiu o crescimento das trés linhagens de células
analisadas (HEK-293, J774.A1 e Sarcoma-180). No ensaio de toxicidade oral, foi
identificado através da analise bioguimica reducdo da glicose, ureia e proteinas
totais nos grupos tratados com 6leo. Na histomorfometria, células endoteliais do
figado apresentaram alteracfes, no entanto essas alteragcdes ndo comprometeram a
saude dos animais. Nao foi evidenciado efeitos de genotoxicidade, uma vez que o
teste de micronucleo e ensaio cometa nédo identificaram danos significativos no DNA.
Diante da seguranca observada, foi verificado o potencial cicatrizante do 6leo fixo do
licuri isolado e associado a laserterapia de baixa intensidade em lesdes no ventre da
lingua de ratos. Os resultados mostraram que o 0Oleo tanto isolado quando associado
a laserterapia possui um efeito anti-inflamatoério, além de auxiliar na proliferagéo de
fibroblastos e fibras colagenas, contribuindo para o reparo tecidual. No teste de
antioxidante, os métodos de DPPH e ATT demonstraram baixa atividade do 6leo. Na
avaliagcdo antigenotoxica e antimutagénica, os animais foram submetidos a danos
genéticos através de uma injecdo intraperitoneal de ciclofosfamida, entéo se realizou
um pré-tratamento e tratamento simultdneo com o 6leo fixo do licuri. Evidenciou-se
efeito antigenotoxico no pré-tratamento para figado, sangue, rim e encéfalo, ja no
tratamento simultdneo apenas para sangue e figado. Na andlise antimutagénica,
verificou reducéo significativa na mutacdo genética em todos o0s tratamentos.
Conclui-se que, em nossas condicdes experimentais, o 6leo fixo do licuri € seguro
para consumo, além de apresentar resultados promissores no reparo de tecidos e
protecdo a danos no DNA. No entanto, é importante que mais estudos sejam
realizados, garantindo o uso seguro do 6leo e verificando seus efeitos biolégicos a

fim de gerar novas fontes de terapias para auxiliar nos tratamentos de doencas.

Palavras Chaves: Seguranca toxicologica. Cicatrizacdo. Antimutagénico. Plantas

medicinais. Caatinga.



ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the safety of consumption of Syagrus
coronata (licuri) fixed oil, in addition to checking its antioxidant, healing, antigenotoxic
and antimutagenic potential in vivo. The fixed oil used was made available by the
Diamantina Piemonte Region Production Cooperative. In the chemical analysis, a
predominance of saturated fatty acids was observed, with lauric acid being the major
compound. For the safety analysis, in the cytotoxicity test, the oil did not inhibit the
growth of the three cell lines analyzed (HEK-293, J774.A1 and Sarcoma-180). In the
oral toxicity test, a reduction in glucose, urea and total proteins was identified through
biochemical analysis in the groups treated with oil. In histomorphometry, liver
endothelial cells showed changes, however these changes did not compromise the
animals' health. There was no evidence of genotoxicity effects, since the
micronucleus test and comet assay did not identify significant DNA damage. In view
of the observed safety, the healing potential of the isolated licuri oil isolated and
associated with low-level laser therapy in lesions in the belly of the tongue of rats
was verified. The results showed that the oil, both isolated and associated with laser
therapy, has an anti-inflammatory effect, in addition to assisting in the proliferation of
fibroblasts and collagen fibers, contributing to tissue repair. In the antioxidant test,
the DPPH and ATT methods demonstrated low oil activity. In the antigenotoxic and
antimutagenic evaluation, the animals were subjected to genetic damage through an
intraperitoneal injection of cyclophosphamide, then a pretreatment and simultaneous
treatment with fixed licuri oil was performed. An antigenotoxic effect was evidenced
in the pre-treatment for liver, blood, kidney and brain, while in the simultaneous
treatment only for blood and liver. In the antimutagenic analysis, there was a
significant reduction in the genetic mutation in all treatments. It is concluded that, in
our experimental conditions, the licuri oil is safe for consumption, in addition to
presenting promising results in tissue repair and protection against DNA damage.
However, it is important that further studies are carried out, ensuring the safe use of
oil and verifying its biological effects in order to generate new sources of therapies to

assist in the treatment of diseases.

Key words: Toxicological safety. Healing. Antimutagenic. Medicinal plants. Caatinga.
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1 INTRODUCAO

A caatinga é uma floresta tropical sazonalmente seca que no Brasil esti
localizada predominantemente na regido semiarida do Nordeste, abrangendo partes
dos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia, Minas Gerais, Piaui e Ceara. Apresenta um clima predominante seco, altas
temperaturas e uma vegetacao xerofila (TABARELLI; VICENTE, 2004; DA SILVA
TRENTIN et al.,, 2011; FRASSON et al., 2012). Acomoda uma rica diversidade de
plantas, sendo a Umburana, aroeira, umbu, baraina, manigcoba, a macambira, o
mandacaru, o xiquexique, faceiro, juazeiro e Licuri as espécies mais predominantes
desse bioma (GIULIETTI et al., 2004).

A Syagrus coronata (Martius) Beccari € uma palmeira pertencente a familia
Arecaceae, sendo popularmente conhecida como licuri, coqueiro cabecudo,
licurizeiro, ouricuri, nicuri ou urucuri (DRUMOND, 2007; DE LA et al., 2010;
BELVISO et al.,, 2013). Essa palmeira nativa do semiarido se caracteriza por
apresentar porte mediano, atingindo cerca de dez metros de altura e 25 cm de
didmetro, e consegue resistir as secas prolongadas, florescer e frutificar. Além disso,
apresenta grande importancia social, econémica e ecoldgica para a comunidade
(TASSARA, 1996; LORENZI et al., 2004; DRUMOND, 2007).

O licuri € um vegetal totalmente aproveitavel, as folhas servem para producéo
de chapéus, sacolas, espanadores e vassouras; também pode ser retirada a cera
para fabricacdo de papel carbono e graxa para sapatos, moveis e automoveis. O
fruto pode ser consumido in natura, sendo utilizado como fonte de alimentacéo
principalmente na pecuaria, pois apresenta um alto valor nutricional. Da améndoa é
extraido o Oleo, que € consumido e comercializado pela populagéo local (LORENZI
et al., 1996; DRUMOND, 2007; MELO et al. 2016; RODRIGUES, 2018).

Estudos realizados com o Oleo de licuri mostraram caracteristicas fisico-
quimicas promissoras, 0s quais identificaram um alto teor de &cidos graxos
saturados, tendo predominancia do o acido laurico, miristico e caprilico (YABUUCHI
et al., 2006; IHA et al., 2014). Pesquisas realizadas com o 06leo e os acidos graxos
isolados mostraram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
(NASCIMENTO, 2013), Salmonella spp., Escherichia coli e Yersinia enterocolitica
(SKRIVANOVA et al., 2005), frente a Streptococcus mutans, Streptococcus

salivarius, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus aureus e Candida albicans
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(BASTOS, 2017), além de atividade antioxidante (MIRANDA, 2011; BAUER et al.,
2013), larvicidas e ovicidas em Aedes aegypti (SANTOS et al., 2017).

Apesar da literatura descrever a acao do 6leo frente a alguns microrganismos
patogénicos, ainda se sabe pouco em relacdo ao seu mecanismo de acdo e
potencial terapéutico. Na medicina popular era usado de forma empirica e passado
para as geragdes como tratamento para dores na coluna, inflamagao ocular, feridas
e micoses. Em vista da sua ampla utilizacdo e pouca informacéao cientifica, torna-se
importante o desenvolvimento de pesquisas para ampliar os conhecimentos do 6leo
fixo de licuri, visto que ele é utilizado pela populacdo rotineiramente, seja na
alimentac&o ou como recurso terapéutico (RUFINO et al., 2008; OLIVEIRA, 2013).

A vista disso, torna-se importante estudos que atrelem o conhecimento
popular ao cientifico e descubram novas substancias naturais com propriedades
terapéuticas, possibilitando o crescimento da industria farmacéutica (VILLAS BOAS;
GADELHA, 2007). Sabe-se que os pesquisadores da area de produtos naturais
mostram-se cada vez mais interessados em ampliar os conhecimentos biolégicos
sobre plantas medicinais, principalmente no Brasil que ha uma grande riqueza de
recursos naturais, no entanto, a maior parte dessa rigueza biotecnolédgica ainda ndo
é conhecida ou n&o s&o utilizadas (VIEIRA et al., 2010; SIMOES et al., 2010).

Desta forma, levado que as substancias naturais apresentam uma ampla
diversidade molecular que precisa ser explorada, torna-se essencial estudos que
analisem o potencial fitoquimico, toxicolégicas e aspectos farmacoldgicos dessas
substancias, como o 6leo de licuri, com o intuito de desenvolver possiveis terapias

para a saude do homem.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade e genotoxidade do 6leo fixo de Syagrus coronata (Mart.) Becc e

seus efeitos bioldgicos

1.1.2 Objetivos especificos

- Realizar a analise quimica do 6leo fixo da Syagrus coronata (Mart.) Becc;

- Analisar a seguranga do uso 0leo fixo de licuri frente as linhagens celulares;
saudaveis (HEK-293 e J774.A1) e também na linhagem tumoral primaria(S-180);
- Avaliar a toxicidade aguda in vivo;

- Verificar a genotoxicidade e mutagenicidade in vivo;

- Avaliar a atividade antioxidante;

- Investigar a capacidade antigenotoxica e antimutagénica in vivo;

- Averiguar o potencial cicatrizante do 6leo fixo do licuri em cavidade oral de ratos.



16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A CAATINGA

A Caatinga ocorre exclusivamente no Brasil, ocupando cerca de 10% do
territdrio do pais (844.453 Km?), abrangendo Piaui, Ceard, Maranhéo, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Norte de Minas Gerais (figura 1)
(IBGE, 2004). Apresenta um clima predominantemente seco, caracterizado por uma
vegetacdo xerofila decorrente de longos periodos de seca e altas temperaturas
(menos de 800mm de precipitacdo/ano) (FERNANDES; DE QUEIROZ, 2018).

Seu nome ¢€é de origem Tupi-Guarani e significa floresta branca,
caracterizando bem os aspectos da vegetacdo na estacdo seca, quando as folhas
caem (PRADO, 2003), por isso também é conhecida como -Mata branca, por
apresentar-se sem folhas neste periodo. O clima é considerado semiarido devido as
massas de ar secas e estaveis na regido (LEAL; TABARELI; SILVA, 2005).

Figura 1 — Mapa indicando os biomas brasileiros, com realce ao dominio da caatinga.
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Fonte: Acervo de mapas do Ministério do meio ambiente. Disponivel em:;
<https://www.mma.gov.br/estruturas/203/arquivos/mapasbsicoscaatinga.pdf>. Acesso em 15 de
janeiro de 2020.

A regido semiarida nordestina, devido ao clima de seca prolongada com altas

temperaturas, apresenta uma vegetacao principalmente de arvores baixas, troncos
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tortuosos, arbustos ramificados, plantas sem folhagem e com aspecto seco
(FERNANDES; DE QUEIROZ, 2018). No entanto, em periodos chuvosos verifica-se
arvores e arbustos com floracédo, por isso de uma forma geral o bioma apresenta
uma vegetacado sazonal (TRENTIN et al., 2011; FERNANDES; DE QUEIROZ, 2018).

Apresenta uma ampla biodiversidade na fauna e flora, sendo considerada
alvo frequente de estudos com plantas e animais vertebrados e invertebrados
(LEAL, TABARELLI; SILVA, 2005). Segundo Giulietti et al. (2004) ja foi identificada a
existéncia de 510 géneros e 5.344 espécies de plantas vasculares, dentre os quais
18 géneros e 318 espécies sdo consideradas endémicas, por isso ela é
caracterizada como a regido como uma das grandes areas de maior biodiversidade
no Brasil. Algumas das espécies vegetais mais comuns encontradas sdo: a
umburana, aroeira, umbu, a barauna (brauna), manicoba, a macambira, o
mandacaru, 0 xiquexique, Licuri, faceiro e juazeiro (DA SILVA TRENTIN et al.,
2011).

Devido a grande biodiversidade na vegetacdo da caatinga, estas plantas sao
amplamente encontradas e utilizadas para o tratamento de diversas doencas pelas
comunidades locais (GOMES et al., 2008), sendo considerada como um dos
principais biomas fornecedores de recursos naturais para as populagdes rurais na
regido semiarida nordestina (DE FREITAS PESSOA et al., 2008). Compostos
obtidos de plantas demonstraram propriedades medicinais como atividades anti-
inflamatdrias, antimicrobiana, cicatrizante e antioxidante (CHANDA; NAGANI, 2010),
e estes compostos aparecem essencialmente em algumas familias de plantas
nativas desta regiao (ALMEIDA et al., 2005).

Véarios estudos tém demonstrado a eficAcia dos compostos naturais
presentes nas plantas com um grande potencial terapéutico (ARCOVERDE, 2015).
Sendo assim, mostra-se a importancia de explorar, identificar e estudar na
biodiversidade substancias que possam oferecer subsidios para o desenvolvimento

de novas drogas que auxiliem na prevencao e tratamento de doencas e agravos.

2.2 Syagrus coronata (LICURI)

O género Syagrus, composto por 36 espécies, € quase totalmente restrito a
América do Sul, onde ocorrem 30 espécies. Seu nome é derivado do latim e traz
como significado —-um tipo de palmeira (LORENZI et al., 2004). Sua palmeira,

denominada popularmente de Licuri, possui adaptacdes importantes para sobreviver
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em regides secas e aridas da caatinga, constituindo-se numa espécie de importante
relevancia ecoldgica, social e econémica (ROCHA, 2009).

Popularmente é conhecida por Licuri, Ouricuri, Auricuri, Nicuri, coqueiro
cabecudo, e se caracteriza por apresentar porte mediano, atingindo cerca de dez
metros de altura e 25 cm de didmetro a altura do peito. As folhas possuem coloracéo
verde clara, atingem o comprimento de até trés metros e se distribuem sempre em
cinco fileiras arranjadas comumente numa sequéncia de espiral ao longo do estipe;
além disso, sao pinadas e as pinas se dispdem em varios planos (DRUMOND,
2007), das quais sdo produzidas e comercializadas as ceras advindas de suas
folhagens (LORENZI, 2010). Seus frutos s&o produtos da inflorescéncia das
angiospermas (figura 2) e ha variacdo fenotipica na cor, tamanho e forma,
apresentando, geralmente, trés camadas: epiderme, mesocarpo e endocarpo (Figura
3) (LOPES, 2007).

Figura 2: Palmeira da espécie Syagrus coronata, pertencente a familia Arecaceae
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A: inflorescéncia do licuri. B: cacho de frutos do licuri. C: licurizeiro. Figura adaptada retirada da
internet: <https://www.semanticscholar.org/paper/Licuri-Syagrus-coronata-(Mart.)-Becc.-
Drumond/fbb23b6b3bc1e9718d180b71d97850333f44750f> Acesso em 15 de jan. de 2020.

Syagrus coronata (Figura 2) foi primeiramente descrita por Martius em 1826,
tendo como basindmio Cocos coronata. Posteriormente ela passou por algumas

modificacdes na classificacdo, até que ano de 1916, Beccari fez nova combinacéo,
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inserindo-a no género Syagrus, designando-a Syagrus coronata (Mart.) Becc.,
fazendo parte da familia das Arecaceae. (DE MEDEIROS-COSTA, 1982). Com 115
géneros e 1500 espécies, a subfamilia Arecoideae € considerada a maior entre a
familia Arecaceae (CREPALDI et al., 2001).

Parte da familia Arecaceae e da subfamilia Arecoideae, a espécie S. coronata
cresce, principalmente, em regides semiaridas e, no Brasil, sua distribuicdo
geografica compreende parte dos estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe e
Alagoas. A palmeira da frutos ao longo do ano, porém em marco, junho e julho séo
0os meses de melhor producdo (NOBLICK, 1986; CREPALDI et al., 2001; BELVISO
et al.,, 2013). Do ponto de vista quimico, segundo Nascimento (2013), as plantas
dessa familia sdo comumente ndo cianogénicas. Os alcaloides (ocasionalmente
pirimidinicos) e proantocianidinas podem estar presentes nessas espécies.

O fruto (Figura 3) é constituido pela epiderme, superficie externa lisa com
coloracdo variada, do amarelo-claro ao alaranjado, dependendo da maturacéo; o
endocarpo: também chamado de casca, possui cor escura e consisténcia dura; o
mesocarpo: uma polpa fibrosa, geralmente de cor castanha e tem aparéncia de
—palhall; e o albumen: conhecido como améndoa, que é comestivel e carnosa,
apresenta 49% de 6leo, 13% de carboidratos e 11% de proteina, além de magnésio,
célcio, ferro, zinco e cobre (CREPALDI et al., 2001; PEREIRA, 2006).

Figura 3 — Fruto do Syagrus coronta (licuri)
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Coco do licuri (& esquerda); Corte esquematico do fruto para identificar sua constituicdo (a direita).

Figura adaptada retirada da internet: https://www.ativo.com/nutricao/oleo-saudavel-conhece-o-oleo-

de-licuri/. Acesso em 15 de jan. de 2020.
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O fruto é muito consumido pelo gado, que retira a polpa e em seguida rumina
a améndoa, a qual é conhecida como licuri do gado. Esse tipo de fruto ndo é colhido
diretamente da palmeira, mas sim encontrado no pasto ap0s consumo dos
ruminantes, desta forma acaba sendo um subproduto, que neste caso ndo ha um
controle de qualidade, uma vez que ele pode encontrar-se no pasto ha dias,
semanas ou meses (RODRIGUES, 2018).

O licurizeiro é uma palmeira que apresenta estratégias importantes de
autodefesa para sobreviver no clima semiarido. Na superficie dos seus foliolos
existe uma camada de cera que evita a perda de 4gua, mas permite a entrada de
raios solares para realizacdo da fotossintese. Além disso, ela mantem vivo os talos
durante 3 a 4 anos apoOs perder as folhas, e na base desses talos ela armazena
nutrientes no periodo chuvoso para usar durante a seca. A agua da chuva também é
armazenada nas axilas das folhas. Desta forma, o licuri consegue sobreviver por
longos periodos sem chuva (DRUMOND, 2007). Segundo Drumond (2007), a
resisténcia apresentada pelo licuri, devido as estratégias de autodefesa, faz com que
ela consiga sobreviver as secas, florescer e frutificar durantes meses, por isso ela

apresenta grande importancia socioeconémica na caatinga.

2.2.1 Importancia socioeconémica

De uma forma geral todas as partes do licurizeiro sdo aproveitadas pela
populacdo regional para diversos fins, pois, em cada parte do Licuri existem
propriedades possiveis de serem transformadas em ingredientes comerciais com
potencial de gerar renda. Em vista disso, essa palmeira é conhecida como a —arvore
salvadora da vidall, e apresenta grande importancia socioecondmica nas areas de
ocorréncia natural, especialmente naquelas situadas em regides semiaridas
(PEREIRA, 2006).

As folhas do Licuri séo fontes de matéria-prima para produzir objetos utilitarios
e de artesanato, como vassouras, chapéus, cestas, esteiras e espanadores; também
podem ser utilizadas na forragem para os animais, na cobertura de construgdes
campestres, paredes e portas (figura 4). As folhas velhas sdo usadas para
confeccdo de fachos para iluminacdo noturna ou utilizadas como fonte de energia

em fornos domésticos (DRUMOND, 2007). Da folha ainda pode ser extraida a cera,
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gue é usada na fabricacdo de papel carbono, graxa para sapatos, méveis e pintura
de automéveis (DOS SANTOS et al., 2006).

O fruto do licuri tem grande importancia social e econdmica para a regiao,
uma vez que que envolve a participacdo da comunidade na época de colheita e
processamento de suas sementes. Existe contratacdo de mao de obra desde a
coleta até a venda dos produtos que sdo comercializacdo a partir do fruto do licuri;
também existem os produtores autbnomos, que usam o licuri com fonte de renda
familiar (PEREIRA, 2006; BELVISO; et al., 2013).

A determinacdo da composi¢cdo nutricional indicou que o fruto € calorico,
sendo importante para a subsisténcia do sertanejo na alimentacdo do gado, de aves
e animais silvestres. Além disso, estudos mostraram a presenca de carotendides,
gue sdo compostos que apresentam atividade pré-vitaminica A, por iSso 0 consumo
do fruto € importante em regibes pobres de paises em desenvolvimento que
possuem a hipovitaminose A endémica (CREPALDI et al., 2001).

Andlises do fruto também mostram um elevado teor de minerais, 0s quais
podem ser utilizados na fabricagdo de subprodutos, como: farinha, compotas, sucos,
licor, iogurtes, geleias, cervejas, cocadas, entre outros subprodutos (figura 4)
(PEREIRA, 2006). Quando verde e aferventado, o fruto fornece améndoas
saborosas para fazer cuscuz, cocada, pagoca, barra de cereal, biscoitos e farinha
(DRUMOND, 2007).

Figura 4: Produtos gerados a partir do Syagrus coronata
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Fonte: Pereira (2006) e figura adaptada retirada da internet:
<https://jornaldachapada.com.br/2015/12/03/produtos-derivados-do-licuri-sao-
expostos-na-feira-de-agricultura-familiar/> https://www.ativo.com/nutricao/oleo-

saudavel-conhece-o-oleo-de-licuri/. Acesso em 15 de jan. de 2020.
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O dleo de Licuri, extraido da améndoa pela propria comunidade regional, é
muito usado na culinaria para temperar saladas e outros alimentos. Devido ao
grande valor nutricional do 6leo, rico em acidos graxos, ele se tornou um produto
importante para estudos e aplicagdes na utilizagdo como componentes de sabdes,
cosmeéticos, tintas e combustiveis (PINHO; OLIVEIRA; SILVA, 2009).

O apelo ambiental mundial tem gerado uma busca incessante por fontes
alternativas de combustiveis de vegetais em substituicdo aos de origem foéssil.
Varias fontes de biomassa sado testadas e validadas quanto a sua aplicacdo na
obtencdo de biodiesel (como milho, mamona e girassol), no entanto a literatura
apresenta 0 Oleo de licuri com excelentes caracteristicas para esse proposito
(SANTOS; SANTOS, 2012). Por conta disso, o Licuri também vem despertando
grande interesse por parte dos produtores rurais do sertdo nordestino em manejar
seus povoamentos naturais e até mesmo em estabelecer novos plantios para fins de
producao de biodiesel (DRUMOND, 2007).

2.2.2 Oleo do S. coronata (Licuri)

O o6leo de licuri é obtido com frequéncia a partir das améndoas presente no
fruto de maneira extrativista pelos moradores e cooperativas na regido nordeste.
Algumas industrias fazem a extragdo do Oleo, mas utilizam na producdo de
cosmeéticos e saponaceos, para 0 consumo alimenticio e fitoterapico a extracdo €
realizada principalmente pelas cooperativas de forma artesanal (DRUMOND, 2007)

A extracdo do oleo tem inicio com a torra das améndoas, e posteriormente
sua prensagem, a qual é constituida de pressdo que pode ser realizada a frio ou
através de temperatura elevadas (QUEIROGA et al., 2010). Essa extracdo mecanica
pode ser realizada por prensagem continua ou hidraulica, porém na prensa continua
o rendimento do 6leo chega a 50%, obtendo-se um alto teor em 6leo e mostrando
viabilidade em se trabalhar a améndoa do licurizeiro (OLIVEIRA, 2013; IHA et al.,
2014).

As analises realizadas com o Oleo de licuri extraido mostram que suas
caracteristicas fisico-quimicas encontram-se dentro das normas exigidas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, para 6leos brutos (Figura 5) (ZAMBIAZI et.
al., 2007; BELVISO et al., 2013; OLIVEIRA, 2013; IHA et al., 2014). Quanto a sua
composicao, o Oleo apresenta 90% de acidos graxos saturados, com predominancia

do &cido laurico, miristico e caprilico (Figura 6) (IHA et al., 2014). Além dessas, ele



apresenta uma boa estabilidade térmica, fator considerado desejavel para sua
utilizacao na fritura (MIRANDA, 2011; BELVISO et al., 2013).

OLEO DE OURICURI

Umidade (%)
Densidade (kg/m’)

Viscosidade 40 °C (mm?/s)
Residuo de carbono (%) m/m
Entupimento a filtro frio (°C)
Rancimat (h)

Poder calorifico (J/g)

Indice de acidez (mg KOH/g 6le0)

0,357
922
1.53

27,56
0.19

5
30
38600

Figura 5: Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo extraido da améndoa da palmeira S. coronata.

Fonte: Figura adaptada retirada de Oliveira, 2013.

Figura 6: Composicao de acidos graxos presentes no 6leo extraido da améndoa do S. coronata.

Acido graxo Syagrus coronata
C8:0 (caprilico) 13,0
C10:0 (caprico) 8,0
C12:0 (laurico) 48,0
C14:0 (miristico) 14,0
C16:0 (palmitico) 5,0
C18:0 (estearico) 2,0
C18:1 (Oleico) 7,0
Cadeias saturadas (%) 90,0
Cadeias monoinsaturadas (%) 7,0
Cadeias poli-insaturadas (%) 3,0

Fonte: Figura adaptada retirada de lha, 2014.
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Estudos etnobotanicos apontaram o uso medicinal do Licuri no tratamento de

inflamacédo ocular, micoses, cicatrizacédo de feridas e dores na coluna vertebral (DE
MEDEIROS COSTA; DA SILVA; ANDRADE, 2008). No entanto, apesar de sua

utilizacdo fitoterapica, é escasso no meio cientifico trabalhos que analisem o seu

potencial biolégico, apesar de ele apresentar uma composi¢cdo e caracteristicas

fisico-quimicas que sdo promissoras para possiveis atividades bioldgicas.

Na literatura existem trabalhos que avaliaram o efeito do 6leo, no entanto o

objetivo € como fonte de nutricdo animal, especialmente em ruminantes. Estes

estudos mostraram que usar o 0leo de Licuri como suplemento na nutricdo animal

gera aspectos positivos, como melhora na producéo leite em cabras; além disso
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existe a descricdo do uso dele na fabricacdo de sabonetes, sendo o melhor 6leo
brasileiro para esse fim, além de fonte de dleo vegetal em dietas de homens
(QUEIROGA et al., 2010).

Com o consumo diario pela populacdo, o 6leo de licuri deve despertar a
curiosidade de cientistas, ja que na crenca popular ele possui atividades
terapéuticas importantes para sadide humana e muitos desses dados ainda néo
foram pesquisados (BAUER et al.,, 2013). Os dados descritos na literatura
apresentam capacidade antioxidante (MIRANDA, 2011; BAUER et al., 2013);
atividade antimicrobiana (NASCIMENTO, 2013); (SKRIVANOVA; MAROUNEK;
DLOUHA; KANKA, 2005); larvicidas e ovicidas, bem como efeitos na oviposicdo de
Aedes aegypti (SANTOS et al., 2017), além de atuar frente a bactérias promotoras
de caries e outras afec¢fes orais (BASTO, 2017).

Diante do exposto, nota-se que que o Oleo de licuri apresenta caracteristicas
€ composicao promissoras para a saude humana, no entanto, apesar da sua ampla
utilizacdo, seu potencial ainda é pouco explorado pelo meio cientifico. Tona-se
assim essencial o desenvolvimento de pesquisas que avaliem o seu potencial
fitoquimico, toxicoldgicas e aspectos farmacolégicos, a fim de desenvolver possiveis

terapias para a saude do homem.
2.3 SEGURANCA E POTENCIAL TERAPEUTICO DAS PLANTAS MEDICINAIS

Segundo a Organizagcdo mundial de saude (ORGANIZATION, 2002), as
plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem para fins alimenticios e terapéuticos.
Esse uso medicinal € considerado como uma pratica milenar, tendo seu
conhecimento difundido intergeracionalmente através da tradicdo oral. Sua atuacéo
terapéutica esta intrinsicamente relacionada pela presenca dos metabdlitos, que sao
considerados como a principal fonte de produtos naturais farmacologicamente ativos
das plantas (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

O uso de plantas medicinais faz parte da medicina popular constituindo um
conjunto de saberes utilizado pelo homem, sendo considerado como um dos
principais recursos terapéuticos para o0 tratamento e prevencdo de diversas
patologias (RANGEL; BRAGANCA, 2009), sendo mais utilizados nos paises em
desenvolvimento. Sua eficacia no tratamento €, em parte, atribuida as observacdes
advindas da populacdo, que colaboram de maneira significativa para a divulgacao

das caracteristicas terapéuticas dos vegetais, mas, apesar de possuirem efeitos
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terapéuticos relatados na literatura, muitas vezes os constituintes quimicos n&o séo
totalmente conhecidos (MACIEL et al., 2002).

Desta forma, a descoberta de um produto natural comega com o
conhecimento popular sobre o uso de plantas medicinais, entdo sdo realizados
estudos com o intuito de desenvolver novas substancias a serem comercializadas e
utilizadas para o tratamento de doencas. E a partir de estudos etnobotanicos que a
comunidade cientifica pesquisa 0s potenciais biol6gicos e a seguranca quanto aos
possiveis efeitos toxicos dessa planta medicinal para a saitde humana (ALMEIDA,;
ALVES; AMARAL, 2012).

A seguranca de um fitoterapico é de extrema importancia para a populacéo,
visto que o uso de plantas medicinais baseado no conhecimento popular, aliado a
ideia de que um produto natural ndo causa racdes adversas, fez com poucos
fitoterapicos fossem avaliadas quanto a sua seguranca. Por isso, hoje ha uma
crescente preocupacdo das autoridades regulatérias com a normatizacdo de
medicamentos fitoterapicos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A regulamentacdo das plantas medicinais e seus derivados é feita pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que tem o papel de garantir a
seguranca do consumidor. Para isso, segue-se a Resolugcdo de Diretoria Colegiada
(RDC) 48/2004, a qual determina a identificacdo botanica do vegetal, além de testes
e resultados que mostrem a eficacia e seguranca que validem as indicacfes
terapéuticas. Para avaliacdo da seguranca e eficicia terapéutica ha uma lista de
guias para realizacdo de testes de toxicidade pré-clinica e uma de alteracdes,
inclusdes e cancelamento pos-registro fitoterapico (ANVISA, 2004; CARVALHO;
BALBINO; MACIEL; PERFEITO, 2008). Dente os testes recomendados, estdo a
toxidade aguda, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagénicidade.

Testes que avaliem a toxicidade sistémica aguda s&o importantes para
analisar o potencial de letalidade ou toxicidade de uma substancia, assim como é
preconizado pela legislacdo brasileira. Além da letalidade esse teste pode investigar
potencial toxico em 6érgdos especificos, identificar a toxicocinética e a relacao-
dose resposta (PURCHASE et al., 1998; BLAAUBOER, 2003; PRIETO; BAIRD et al.,
2006). Varios estudos na literatura utilizam esse modelo experimental para analise
de produtos naturais (ANDRADE; DA SILVA; CARDOSO, 2014; DA SILVA
MANZANO et al., 2016; FERRARI et al., 2019).
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Em relacdo a citotoxicidade, essa avaliacdo € importante para analisar as
atividades toxicas das plantas frente a diferentes tipos celulares, com o intuito de
observar os possiveis danos que podem afetar a célula. Dentre os danos, esse teste
consegue contatar a presenca de danos metabdlicos ou alteracbes na
permeabilidade de membrana, além de verificar a quantidade de células viaveis
apés exposicdo (COSTA; MENK, 2000). Algumas pesquisas mostram que esse
ensaio é eficaz na identificacdo toxica de substancias naturais (PEREIRA et al.,
2018; DA SILVA et al., 2019; HIGA et al., 2019; CARVALHO, 2020).

Dentre os métodos disponiveis para avaliacdo em Genética Toxicoldgica in
vivo, 0 teste de micronucleo e o ensaio cometa tem sido bastante empregado e
aceito pelas agéncias reguladoras e comunidade cientifica (OBE et al., 2002;
MATEUCA et al., 2006). Esses bioensaios conseguem detectar substancias com
potencial de causarem lesbes no material genético, sendo entdo conhecidas como
genotoxicas (COSTA; MENK, 2000). O ensaio cometa detecta danos mais sutis, 0s
quais o sistema de reparo ainda atua; ja o teste de micronucleo detecta alteragcbes
gendmicas ja estabelecidas, as mutacdes. Trabalhos realizados em ratos
observaram uma correlacdo entre a frequéncia dessas mutacfes e surgimento do
cancer, por isso o teste de micronucleo é considerado um teste pré-cancerigeno
(AZEVEDO et al., 2003; REZENDE; PALHAES; CUNHA, 2006).

A partir da seguranca estabelecida, as plantas medicinais podem ser
utilizadas para fins terapéuticos. Diante da rica disponibilidade de recursos naturais,
cresce o interesse em pesquisar os efeitos bioldgicos desses produtos naturais, tais
como o0 potencial antimicrobioano, antimutagénico, anti-inflamatorio, cicatrizante,
antioxidande, dentre outros (NOGUEIRA; DUTRA; BOUZADA et al., 2011; CRUZ,
2019; FABRI; MARTINS; TOMINAGA; CASTOLDI; CAMARGO et al., 2019).

Desta forma, segundo Robbers et al. (1996), estudos com produtos naturais
sdo importantes por trés motivos: primeiro, a obtencdo de farmacos extremamente
importantes, os quais dificilmente seriam obtidos via sintese quimica; segundo, as
fontes naturais produzem produtos fornecem compostos que podem ser mais
eficazes e menos toxicos; por fim, os produtos podem servir de protétipo para
obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos

originais.
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24  CICATRIZACAO NA MUCOSA ORAL

A mucosa oral foi definida como uma pele modificada, contendo uma camada
superficial de tecido epitelial e uma camada subjacente de tecido conjuntivo. Sendo
estruturas mais delgadas e menos resistentes que a pele e conservadas umidas por
secrecdo de glandulas mucosas e serosas ou outras glandulas secretoras,
possuindo funcbes de protecdo mecanica (barreira de defesa frente a agentes
agressores), sensorial, secrecéo, digestdo e absorcéo transepitelial (KATCBURIAN,
2012).

O epitélio, em humanos, pode ser queratinizado ou ndo dependendo da
regido anatbmica, porém no rato ele é todo queratinizado. A camada queratinizada
confere protecdo a mucosa bucal de agressdes mecéanicas durante o ato
mastigatorio (KUCHINSK, 2000). O tecido conjuntivo subjacente é denominado
lamina prépria e confere sustentacdo e nutricdo ao epitélio. Comumente a mucosa
bucal é foco de injarias mecanicas, fisicas e quimicas, havendo a formacao de
feridas (JUNQUEIRA, 2013).

Ferida é caracterizada pelo rompimento da integridade cutanea (CULLUM et
al., 2016). Entendeu- se que € um evento adverso em que ha a presenca de uma
lesédo, que acontece a partir de uma interrupcdo da solucdo de continuidade da
mucosa de tamanho e caracteristica variavel, bem como de etiologia diversas:
traumatica, por intencdo, isquemia e mesmo por pressdo (BRITO; DE
VASCONCELOS GENEROSO; CORREIA, 2013).

O processo de cicatrizagdo tecidual pos-lesdo é muito complexo e envolve
inimeros efeitos bioldgicos, tais como alteragdes vasculares e celulares, proliferacéo
epitelial, proliferacédo de fibroblastos, sintese e deposicdo de colageno, producéo de
elastina e proteoglicanos, revascularizacdo e contracdo de ferida (BUSNARDO;
BIONDO-SIMOES, 2010; BONAPARTE; OLIVEIRA, 2017).

Uma lesdo na cavidade oral passa pelos mesmos estagios do processo de
reparo que ocorrem, por exemplo, em pele, porém apresentam caracteristicas que
aceleram o processo, tais como: diminuicdo na resposta inflamatoria, melhor
controle da angiogénese e rapida reepitelizacao (CHEN et al., 2010; JOHNSON;
FRANCIS; DIPIETRO, 2014).

O reparo tecidual pode ocorrer por primeira ou segunda intengdo, com
estagios inflamatérios, fibroblastico e remodelador. A fase inflamatoria € traduzida

pelo aumento na permeabilidade capilar e afluxo de células sanguineas para a
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regido da ferida. Durante a segunda fase, os fibroblastos afluem para o local da
ferida e sdo acompanhados por notavel proliferagcdo endotelial. A ultima fase, por
sua vez, corresponde a migracdo epitelial (DE CARVALHO ABREU, 2011;
BONAPARTE; OLIVEIRA, 2017).

Na mucosa bucal humana, apos a primeira fase de o processo inflamatorio,
ocorre um desenvolvimento celular caracteristico que é verificado apos 3 a 4 dias.
Na margem da ferida, h4& uma concentracdo de células de limpeza, sendo
constituida em sua maior parte de macréfagos. Sob os fagécitos estd uma camada
de fibroblastos imaturos, flutuando em uma matriz nao fibrilar gelatinosa. Entre os
vasos sanguineos estdo situados fibroblastos maduros e novos colagenos fibrilares.
Esse arranjo de células cria um ambiente que é favoravel a angiogénese e
deposicdo de colageno, e tem sido denominado de mddulo de cicatrizacdo da ferida
(HUPP; ELLIS; TUCKER, 2015).

De uma forma geral, sabe-se que macrofagos sdo recrutados por
mecanismos quimiotaticos geralmente no final da fase inflamatéria aguda, podendo
exercer um relevante papel em virtude da sua capacidade de atuacdo na resposta
imune e inflamatdria, bem como apresentando um papel de destaque no reparo de
tecidos por meio de fagocitose dos residuos teciduais e células apoptoticas (SICA,
MANTOVANI, 2012).

Mesmo sendo um componente da fase proliferativa, a epitelizacdo tem inicio
horas apoOs a instalacdo da ferida, em que uma Unica camada celular epidérmica
advinda dos bordos da ferida forma uma fina cobertura. Os queratindcitos
localizados nos bordos da ferida sdo as principais células responsaveis pela
epitelizacdo da ferida. Para que haja uma adequada epitelizacdo, € necessario que
haja um ambiente Umido, nutricdo vascular suficiente e um adequado controle
bacteriano (MAEDA et al., 2013).

2.5 LASERTERAPIA DE BAIXA INTENSIDADE (LTBI)

O termo laser é um acrbnimo para amplificacdo da luz por uma emissdo
estimulada de irradiacdo (MOREIRA, 2011). Segundo Pinheiro (1998), os lasers
podem ser classificados conforme sua poténcia e capacidade de interacdo com 0s

tecidos, sendo divididos em lasers de alta intensidade (cirurgicos) e lasers de baixa
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intensidade (LBI) (ndo-cirdrgicos). Além disso, ainda podem ser classificados quanto
a forma que emite a radiacdo, sendo continuos, pulsateis e ondas desencadeantes.

Os tipos de equipamentos de laser (alta e baixa intensidade) usados na area
da saude védo desde o comprimento de onda de 488 nm (laser de Argbnio) até
10.600 nm (laser de CO2), como ilustrado na figura 7 (GUTKNECHT; PAULA
EDUARDO, 2004). Dentre os LBI mais utilizados na terapéutica, que opera nos
espectros da radiacéo visiveis e invisiveis, se destaca os Hélio-Nebdnio (HeNe) e de
Arsenato de Galio-Aluminio (GaAlAs), também chamado de diodo (BASFORD, 1995;
PINHEIRO, 1998). A maioria dos estudos publicados se concentram no efeito dos
GaAs e GaAlAs, que é um semicondutor que libera energia na forma de fotons e
emite um comprimento de onda fora do espectro de luz visivel, sendo maior que
760nm, caracterizando uma luz infravermelha (BASFORD, 1995; PINHEIRO et al.,
1998; MELO; MELO, 2001; SILVERIO-LOPES, 2013) (figura 7).

Figura 7: Comprimento de onda de lasers e seus espectros.
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Fonte: Mello, 2006.

Segundo Mercer (1996), as principais caracteristicas que a terapia a laser
apresenta sao trés, sendo elas: a coeréncia, todas as ondas possuem 0 mesmo
comprimento, apresentando assim uniformidade da luz; a monocromaticidade, em
que a luz é composta por uma unica cor, com qualidade de brilho e comprimento de
onda especifico; e a colimacdo, que faz com que todas as ondas sempre estejam
paralelas entre si e ndo haja disperséo, sendo capaz de percorrer uma distancia
longa sem aumentar o diametro. (MAILLET, 1987; GENOVESE, 1992; PINHEIRO, et
al.,1998; LOW; RED, 2001; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).
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Diante das caracteristicas apresentadas por uma laserterapia, cada
propriedade, seja separada ou em conjunto, possibilita a aplicacdo de terapias
especificas em diversos tipos celulares, fato que vem contribuindo com grandes
resultados na area da saude, trazendo beneficios importantes para a populacdo
(PONTINEN, 1992; SOUZA, 2016; LIMA, 2018; DOS SANTOS, 2019).

A resposta estimuladora do laser acontece por ele apresentar baixa
densidade de energia e comprimento de onda capaz de penetrar tecidos e interagir
com diversos tipos celulares. Segundo Karu (1989), a radiagdo com Iluz
monocromatica, nos espectros azul, vermelho e infravermelho (figura 6), pode
aumentar os processos metabdlicos celulares e ativar sua proliferacdo. Por isso, a
LTBI tem sido associada a aumento na proliferacdo de fibroblastos e células
epiteliais, aléem de estimular a atividade fagocitaria, producdo de colageno de
endorfinas. Assim, pode ser caracterizada como uma terapia que desempenha
atividade analgésica, anti-inflamatéria e que auxilia no processo de reparo tecidual
(MESTER et al., 1971, MESTER et al., 1973, TAKEDA, 1988; BRUGNERA JUNIOR
et al., 2003; BARROS, 2018; KERPPERS, 2019).

A partir dos excelentes resultados obtidos nas pesquisas, a LTBI comecou a
ser amplamente utilizada para diversos fins terapéuticos. A literatura apresenta
pesquisas que demonstram efeitos proveitoso para saude humana, como reduzir
inflamacdo, edema e disfun¢cbes crbnicas de articulacbes (BJORDAL et al. 2003,
CHRISTIE et al. 2007; MEIRELES, 2010); na cicatrizacdo de feridas (GIGO-
BENATO et al. 2005, ANDRADE, 2014; SAY, 2019); e no tratamento de dor e
distarbios neuroldgicos (Chow et al. 2009; MATIAS , 2014; DA SILVA, 2015).

Vale salientar que o mecanismo de acdo bioquimico da LTBI ainda néo esta
bem estabelecido, mas estudos mostram efeitos nos niveis molecular, celular e
tissular. Existem fortes evidéncias que essa terapia atua na mitocondria levando ao
aumento da producdo de adenosina trifosfato (ATP), além de modulacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e inducéo de fatores de transcricdo (KARU ET
AL. 1999; CHEN ET AL. 2011). Desta forma, funcbes celulares sao estimuladas, as
quais auxiliam no processo de reparo tecidual, tais como: a ativacdo de linfécitos e
mastocitos (CATAO, 2004), incrementos da formac&o de colageno e precursores
(PONTINEN, 1992), o efeito modulador na sintese proteica, revascularizagio,
proliferacdo e na diferenciacdo celular (ROCHKIND et al., 1989; BASFORD, 1995;
PINHEIRO; GERBI, 2006).
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Desta forma, pesquisas tém demonstrado eficacia no tratamento com o
estimulo a laser para acelerar o reparo de diferentes tecidos (ANDRADE, 2014;
CARVALHO, 2016; COSTARDI, 2017; SAY, 2019). No entanto, é importante levar
em consideracdo que o comprimento de onda, a poténcia, o tipo de tecido e sua
capacidade de absorcéo sao fatores decisivos para que o laser auxilie no processo
de reparo tecidual (MELLO; MELLO, 2001). Diante disso, a fim de padronizar a LTBI,
diversos estudos séo realizados para chegar um padrdo nas medidas e forma
terapéutica de aplicacdo (CATAO, 2004; KARU et al. 1999; CHEN et al. 2011).
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RESUMO

Syagrus coronata é uma palmeira nativa da caatinga popularmente conhecida como
licuri. Da améndoa é extraido o 6leo, que é consumido pela populacdo na
alimentacdo ou para fins terapéuticos. Apesar de sua ampla utilizacdo pela
comunidade, a literatura apresenta poucos estudos em relagdo a seguranca e as
atividades bioldgicas do 6leo. Diante disto, o presente trabalho objetivou analisar a
toxicidade oral aguda, citotoxidade e os efeitos genotdxico e mutagénico do 6leo fixo
do S. coronata. A analise quimica foi feita por CG acoplado com detector por
ionizagdo de chama (CG-FID). O teste de citotoxicidade foi realizado em trés
linhagens celulares, sendo elas HEK-293, J774.A1 e Sarcoma-180. A toxicidade oral
foi analisada 14 dias apés a administracdo de 2000mg/kg do 6leo de licuri em dose
Gnica, via oral. A mesma dose foi utilizada para analise da genotoxicidade pelo
ensaio cometa e teste de microndcleo. Na andlise quimica o 6leo mostrou
predominancia de &cidos graxos saturados, sendo o acido laurico o composto
majoritario. Na atividade citotoxica o 6leo n&o inibiu o crescimento das trés linhagens
analisadas. Nos testes in vivo, ndo se observou alteragdes significativas no
comportamento e pesos dos animais. Os parametros bioquimicos mostraram
diminuicdo da glicose, acido arico e proteinas totais, e a analise histomorfométrica
mostrou alterac6es nas células endoteliais do figado. No entanto, as alteracfes
foram baixas e ndo qualificam uma hepatoxicidade, além disso essas células
possuem uma alta capacidade de recuperacdo. No ensaio de genotoxicidade, nao
foi evidenciado danos significativos no DNA, tanto no ensaio cometa quanto no teste
de micronucleo. Desta forma, em nossas condi¢bes experimentais, o Oleo do licuri
nao foi toxico nem causou danos ao DNA, sendo considerado seguro para consumo.
Porém, mais estudos devem ser desenvolvidos para testar a seguranca em
diferentes doses e periodos de utilizacdo, além de analisar os possiveis efeitos
biolégicos

Palavras — chave: Licuri; ensaio cometa; teste de micronucleo; plantas medicinais;

seguranca toxicologica.
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ABSTRACT

Syagrus coronata is a caatinga native palm popularly known as licuri. Oil is extracted
from the almond, which is consumed by the population as food or for therapeutic
purposes. Despite its wide use by the community, the literature presents few studies
regarding the safety and biological activities. In view of this, the present study aimed
to analyze acute oral toxicity, cytotoxicity and the genotoxic and mutagenic effects of
the fixed oil of S. coronata. Chemical analysis was performed by CG coupled with a
flame ionization detector (CG-FID). The cytotoxicity test was performed on three cell
lines, HEK-293, J774.A1 and Sarcoma-180. Oral toxicity was analyzed 14 days after
the administration of 2000mg / kg of licuri oil in a single dose, orally. The same dose
was used for analysis of genotoxicity by the comet assay and micronucleus test. In
the chemical analysis, the oil showed a predominance of saturated fatty acids, with
lauric acid being the major compound. In cytotoxic activity, the oil did not inhibit the
growth of the three strains analyzed. In in vivo tests, there were no significant
changes in the animals' behavior and weights. Biochemical parameters showed a
decrease in glucose, uric acid and total proteins, and histomorphometric analysis
showed changes in liver endothelial cells. However, the changes were low and do
not qualify a hepatoxicity, in addition, these cells have a high recovery capacity. In
the genotoxicity assay, no significant DNA damage was found, either in the comet
assay or in the micronucleus test. Thus, in our experimental conditions, licuri oil was
not toxic or caused damage to DNA, being considered safe for consumption.
However, more studies should be developed to test safety at different doses and
periods of use, in addition to analyzing the possible biological effects

Keywords: Licuri; comet assay; micronucleus teste; medicinal plants; toxicological

safety.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pelo homem acontece desde a antiguidade,
principalmente como recurso terapéutico para o tratamento de diversas doencas
(AZEVEDO; GOMES; STRINGHETA; GONTIJO et al., 2003; TOMAZZONI;
NEGRELLE; CENTA, 2006). Sua utilizagdo esta vinculada fortemente ao fator
cultural, sendo também parte de um saber utilizado e difundido ao longo de varias
geracdes (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

Dentre as espécies utilizadas para fins terapéuticos, destaca-se a Syagrus
coronata, uma palmeira nativa do territorio brasileiro que apresenta adaptactes
importantes para sobreviver em regides secas e aridas da caatinga (NOBLICK,
1986). Essa palmeira, popularmente conhecida como licuri, apresenta grande
relevancia ecoldgica, social e econbmica na regido semiarida, uma vez que
praticamente todas as partes da planta sdo aproveitadas e utilizadas na producéo de
alimentos e utensilios (DRUMOND, 2007).

O Oleo do licuri € extraido da améndoa, processo que é realizado com
frequéncia de maneira extrativista pelos moradores e cooperativas na regiao
Nordeste do Brasil desde a época colonial (DRUMOND, 2007). Quando analisado
quimicamente, identifica-se alto teor de &cidos graxos saturados de cadeia curta e
média, sendo maior que os valores encontrados no Oleo de coco e de palma
(QUEIROGA, 2010). Sua constituicdo quimica proporciona uma excelente
penetracao cutanea, além de se mostrar como promissor no tratamento de doencas
(BONDAR, 1942).

Estudos etnobotanicos pontam a utilizagdo do 6leo do licuri no tratamento de
micoses, dores na coluna vertebral, inflamacéo ocular e reparo tecidual de feridas
(RUFINO et al., 2008; OLIVEIRA, 2013), no entanto é escasso na literatura trabalhos
gue comprovem essas acodes terapéuticas. Um estudo realizado por Bastos (2017)
mostrou atividade do 6leo fixo contra Candida albicans; o 6leo essencial do S.
coronata mostrou capacidade antioxidante (BAUER; DO AMARAL DAMASIO; VIANA
DA SILVA; DE ANDRADE SANTANA et al., 2013; MIRANDA, 2011), potencial
antimicrobiano (SKRIVANOVA; MAROUNEK; DLOUHA; KANKA, 2005), além de
larvicida e ovicida (SANTOS et al., 2017).

E importante destacar que o uso do 6leo como fitoterapico acontece de forma
empirica entre a populacdo, e apesar de ser amplamente utilizado no Nordeste

brasileiro, ndo foi encontrado estudos que analisassem a sua biosseguranca
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(BAUER et al., 2013; OLIVEIRA, 2013). Desta forma, torna-se necessario pesquisas
que verifiguem a seguran¢a quando ao consumo ou exposi¢cdo ao oOleo fixo de licuri,
identificando suas manifestacfes toxicas e genotoxicas, quando existentes, para ndo
causar danos a saude (MACIEL et. al.,2002).

Dentre os testes preconizado pela legislacdo brasileira para garantir
seguranca do uso de plantas medicinais, encontra-se o de toxicidade oral, que
consegue identificar letalidade ou toxicidade em Orgdo especificos; o ensaio de
citoxicidade, o qual tem como objetivo analisar possiveis danos no metabolismo e
permeabilidade na membrana plasméatica, além da vitalidade celular frente a
substancia testada; e os bioensaios de genotdxicidade e mutagenicidade, que
identificam danos no DNA (BLAAUBOER, 2003; PRIETO; BAIRD et al.,, 2006;
PURCHASE et al., 1998; COSTA; MENK, 2000).

Desta forma, sabendo que o 6leo de licuri € amplamente consumido pela
populacdo e a literatura ndo apresentar seus efeitos adversos, torna-se necessario
conduzir estudos que avaliam a relagéo risco e beneficio a saude através de testes
de toxicidade e genotoxicidade, a fim de avaliar o nivel de seguranca induzida pela
espécie vegetal. A vista disso, esta investigacdo teve como objetivo avaliar a
citotoxicidade, toxicidade oral aguda, genotoxicidade e atividade mutagénica in vivo
do 6leo fixo do Syagrus coronata.

MATERIAIS E METODOS
Caracterizacao lipidica de 6leo de sementes do Syagrus coronata

O oleo do S. coronata foi comprado comercialmente através da Cooperativa
de Producdo da Regido do Piemonte da Diamantina (COOPES), localizada no
municipio de Capim Grosso, Bahia — Brasil (11° 22' 54" S 40° 0' 46" O) e
armazenado de acordo com as recomendac¢des do fabricante. Para confirmar que o
Oleo foi produzido a partir dos frutos do licuri, sementes foram coletadas para
identificacdo e posteriormente depositadas no Herbéario IPA do Instituto Agronémico
de Pernambuco (codigo 55.147).

A identificacdo dos compostos presentes no Oleo foi realizada por CG
acoplado com detector por ionizagcédo de chama (CG-FID). Essa analise foi realizada
usando um instrumento quadrupolo Agilent Technology 7890 (Agilent Technologies,

Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma coluna capilar de silica fundida ndo polar
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DB-5 da Agilent J&W DB-5 (flme de 30 m x 250 ym di; espessura: 0,25 um) (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA). Para cada amostra, 1 mL foi injetado no modo
dividido (100: 1) com a temperatura do injetor definida em 300 °C. A temperatura do
forno de GC foi ajustada para 150 ° C, mantida por 4 min, aumentada para 280 °C e
mantida por 5 min. O hélio (He) foi usado como gas de arraste a um fluxo de 1
mL/min, mantido a uma pressado constante de 7,0 psi. As temperaturas de FID foi
ajustada em 300 °C. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram identificados por
uma comparacdo de seus tempos de retencdo com os padroes Nu Chek (Elysian,
MN) e quantificados porcentagens da area total do pico, conforme registrado pelo

CG-FID. As analises foram realizadas em triplicata.

Atividade citotoxica

Duas linhagens de células normais (células embrionéarias renais HEK-293,
macrofagos J774.A1) e uma linhagem tumoral maligna de sarcoma (células
mesodérmica de camundongos S-180) foram usadas para o ensaio de citotoxicidade
e foram cultivadas Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
soro fetal bovino (10%) e penicilina-estreptomicina (1%) a 37 °C e 5% de CO2. A
forma ascitica da linhagem de células tumorais do Sarcoma 180 foi mantida na
cavidade intraperitoneal de camundongos Swiss (Mus musculus). Para avaliar a
viabilidade celular, foi conduzido o método do MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) e as células (10* células/mL) incubadas em
microplacas de 96 pocos por 24 horas (Mosmann 1983). Para avaliar a
citotoxicidade, células (10° células/mL) foram incubadas por 24 ou 48 h em
microplacas com 6leo nas concentrag@es finais de 200, 100, 50, 25 e 12,25 pg/mL.
Apbs o periodo de tratamento, foi adicionado 25 pL de solucdo de MTT (5 mg/mL), e
as placas foram incubadas durante 3h. Apdés a incubacdo o sobrenadante foi
removido e 100 uyL de DMSO (Dimethylsulfoxide) foram adicionados. A absorbancia
foi medida em Leitor de Microplaca (BioteK EIx808) no comprimento de 630 nm. A
citotoxicidade foi expressa em viabilidade celular: (Abs da populacéo celular tratada X

100 / Abs da populagéo celular ndo tratada).
Toxicidade Aguda in vivo

A toxicidade aguda foi realizada de acordo com o guia 423 da OECD (OCDE,
2008). Inicialmente os animais foram separados em dois grupos, um grupo exposto
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que foi tratado com o Oleo de licuri (2000mg/kg) e outro grupo tratado com agua
destilada, o controle negativo. Ambos compostos foram administrados por gavagem.
Apo6s a administragdo os animais foram observados nas primeiras duas horas afim
de identificar possiveis alteracbes comportamentais e fisiologicas. Posteriormente
foram observados a cada 24 horas durante 14 dias, onde foi realizada a pesagem
dos animais e verificado o consumo de agua e racdo. No décimo quarto dia todos
eles foram eutanasiados, feita a coleta do sangue periférico através dos vasos
retrorbitais para analise bioquimica. No sangue foram observados o teor de
triglicerideos, albumina, proteinas totais, colesterol, glicose, alanina
aminotransferase (ALT-PGP), aspartato transaminase (AST-TGO), acido Urico e
ureia. Foram coletados também, o rim, figado e baco para pesagem e analise

histomorfométrica.
Analise histomorfométrica

Apés a eutandsia e coleta dos érgaos, fragmentos do rim, figado e baco foram
armazenados num periodo de 48 horas em formaldeido neutro tamponado a 10%,
em seguida permaneceram no alcool a 80% por 24 horas. Os tecidos foram
processados em histotécnico (Desidratados, diafanizados e impregnados em
parafina), incluidos em blocos de parafina e cortados em micrétomo (Leica RM2245)
na espessura de 4um e sobrepostos em laminas untadas com albumina. Por fim, os
tecidos foram corados com hematoxilina e eosina e feitas 20 fotomicrografias de
cada lamina utilizando uma camera (Moticam 3000) acoplada ao microscépico optico
(Nikon E-200) e feita a histomorfometria dos tecidos através do software ImageJ,
versdao 1.8.0_112 (Research Services Branch, US National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). No figado foi analisada a densidade de hepatécitos, células de
Kupffer e células endoteliais; no rim foi mensurada a area do glomérulo e do
corpusculo renal em um?; no bago foi analisado a densidade de polpa branca, polpa

vermelha e estroma.
Ensaios de genotoxicidade
Grupos experimentais e coleta de sangue

Foram utilizados 15 camundongos Swiss macho divididos igualmente em trés

grupos para administracao dos tratamentos, sendo eles: Controle negativo (CN) -
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agua destilada; grupo exposto (OSC) a 2.000mg/kg do o6leo de licuri; e o controle
positivo (CP) - ciclofosfomadia (25mg/kg — sigma). A administracéo da ciclofosfamida
foi realizada via intraperitoneal, e os demais grupos foram tratados por via oral
através de gavagem. Apos 48h, os animais foram anestesiados com quetamina (100
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), por via intraperitoneal, o sangue periférico foi coletado
por puncdo retro-orbital e utilizado para o teste de microndcleo e ensaio cometa
(COLLINS; OSCOZ; BRUNBORG; GAIVAO et al., 2008). Logo apés a coleta de
sangue, os animais foram eutanasiados de acordo com o Comité de Etica no Uso de
Animais do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA-UFPE)

Ensaio cometa (EC)

Seguiu-se o protocolo descrito por UMBUNZEIRO e ROUBICEK (2006), com
algumas alteracdes. Todo procedimento apds coleta de sangue foi realizado sob luz
vermelha, para evitar danos ao material genético. O sangue coletado por puncédo
retro-orbital foi homogeneizado com agarose "low melting point" e depositado em
laminas previamente preparadas com agarose padrdo 0,5% p/v em tampao PBS).
Estas laminas foram cobertas com laminulas e levadas para o refrigerador
(temperatura de 4°C) por 10 minutos. Depois da refrigeracédo, as laminulas foram
retiradas e as laminas foram depositadas em cubas com solucédo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Ap6s
48h, as laminas foram submetidas a eletroforese em uma cuba contendo uma
solucao de tampao alcalina (1M NaOH e 200 mM EDTA, pH 13) por 20 minutos, com
corrente de 300 mA e diferengca de potencial de 38V. Em seguida, as laminas
passaram 15 minutos em um tampao de Neutralizagdo (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5),
fixadas utilizando etanol 100% e armazenadas no escuro a temperatura ambiente.

Para analise as laminas foram coradas com 30 pl de brometo de etidio
(0,0002%, p / v) e examinadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2),
utilizando o filtro Alexa Fluor 546. Foram analisados 100 nucleoides por animal, com
observacdo da relacdo entre o comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do
cometa (COELHO; NETO; SOUZA; SILVA et al, 2018; COLLINS; OSCOZz;
BRUNBORG; GAIVAO et al., 2008; ROCHA; MOURA; SILVA; SOUZA et al., 2019).
Cada nucleoide analisado foi classificado em uma de cinco classes: 0 (sem dano); 1

(pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4
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(dano méaximo). Os valores obtidos para cada individuo poderiam variar de 0
(totalmente intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4); este
valor calculado é o indice de dano (ID) por animal. Outro parametro analisado foi a
frequéncia de danos (FD), que foi calculada de acordo com a porcentagem de todos
0s nucleoides com algum dano (classe 1 até classe 4) em relacdo ao total de
nucleoides contados (Figura 1) (COLLINS; OSCOZ; BRUNBORG; GAIVAO et al.,
2008).

Figura 1 - Classificacdo visual dos danos no DNA dos nucleoides de acordo com a quantidade e

tamanho de fragmentos no arrastro.

Dano 0 (sem dano); 1 (pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa);
e 4 (dano méximo). Fonte: autor, 2020.

Teste de Micronucleo (TMN)

Foi realizada a técnica descrita por (HAYASHI; MACGREGOR; GATEHOUSE;
BLAKEY et al., 1994). Cinco microlitros do sangue coletado de cada animal foram
depositados em lamina previamente preparada com laranja de acridina (Biotium),
posteriormente cobertas com uma laminula para espalhar uniformemente o material
biolégico. Foram analisados 2000 eritrécitos policromaticos (PCE) por animal para
guantificar a presenca de PCE micronucleados (PCEMnN) (Figura 2). A analise foi
realizada em microscopio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, utilizando o filtro Alexa
Fluor 488 (OECD, 2016).
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Figura 2 — Eritrocitos normocromaticos (seta vermelha) e eritrocito policromatico micronucleado

(asterisco amarelo).

Fonte: autor, 2020.

Analises estatisticas

Os dados da citotoxicidade foram submetidos a o teste ANOVA com correcao
pelo Bonferroni. Os resultados do peso do animal, peso dos tecidos e analise
bioquimica foram expressos como média + SD, p<0,05, sendo utilizado o teste
ANOVA-Tukey’s para comparagéo entre os grupos testados.

A partir dos dados obtidos na histomorfometria, foi calculado média e desvio
padrdo para os tipos celulares analisados. Posteriormente realizou-se o teste de
normalidade (programa Smirnov Kolmogorov), seguido do teste ndo paramétrico U
de Mann-Whitney (SPSS 15.0 - Statistical Package for the Social Sciences),
considerando p<0,05.

Além disso, em todos os ensaios de MN, ID e FD, os grupos OSC e CP foram
comparados de modo independente com o grupo CN pelo teste de Wilcoxon. O nivel
de significancia estabelecido em todos os testes foi p< 0,05 e o software R foi usado

para todas as analises.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Perfil de &cidos graxos de 6leo de Syagrus coronata

Andlises detalhadas por CG-FID de amostras de 6leo de Syagrus coronata
estdo representadas na tabela 1, na qual permitiu a identificacdo de um total, oito
constituintes. Na figura 3 mostra um cromatograma de ion total tipico (TIC) da
amostra de 6leo de S. coronata. Os componentes mais abundantes foram o acido
laurico (43.64 + 0,62), acido miristico (14.32 = 0,22), acido oleico (11.78 £ 0,52) e
acido octandico (10.05 + 0,11). Estudos anteriores relataram que os Oleos de S.
coronata sdo dominados por &cidos carboxilicos livres, representando
aproximadamente 80% da composicéo total, e o acido octandico foi relatado como o
principal componente volatil do 6leo de S. coronata (SANTOS; NASCIMENTO;
SANTOS; MARRIEL et al., 2017). As diversas atividades bioldgicas atribuidas aos
acidos graxos saturados se deve em partes pelo comprimento da cadeia carbdnica
apresentando mais de 10 atomos de carbono (ESPINEL-INGROFF; FOTHERGILL;
PETER; RINALDI et al., 2002). Para o acido laurico, ja foi descrito como majoritario
no 6leo de licuri, a literatura descreve atividades anti-inflamatérias e antimicrobiana
(NAKATSUJI; KAO; FANG; ZOUBOULIS et al., 2009).

Tabela 1: Constituintes de 6leo de sementes do Syagrus coronata.

N° Composto Teor (em % do total de 6leo)
1 Acido octanoico (C8:0) 10.05 +0,11
2 Acido decandico (C10:0) 6.40 +0,08
3 Acido laurico (C12:0) 43.64 + 0,62
4 Acido miristico (C14:0) 14.32 +0,22
5 Acido palmitico (C16:0) 6.89 +0,13
6 Acido estearico (C18:0) 3.83 +0,03
7 Acido oleico (C18:1) 11.78 +0,52
8 Acido linoleico (C18:2) 3.10 +0,38
Total 100

Resultados expressos em valores médios e desvio padrdo das médias para 3 testes independentes. Os éacidos
graxos foram identificados segundo padrdo externo (FAME Supelco™ mix C4-C24, Bellefonte, PA, USA) e seu
percentual (%) calculado conforme normalizagdo das areas dos picos.
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Figura 3 - Cromatograma de ion total tipico (TIC) da amostra de dleo de Syagrus coronata.
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Avalfagéo cifotéxica

A avaliacdo da atividade citotoxica do 6leo de sementes de S. coronata
revelou que o Oleo ndo inibia o crescimento das trés linhagens celulares
investigadas (Figura 4). Para isso foi comparada a expansao celular em 24 e 48 h. A
viabilidade das células HEK-293 n&o apresentou diferenca significativa quando
incubadas por 48 h. Entretanto houve uma pequena reducédo (p < 0.05) no
crescimento quando comparado com o controle, porém apresenta uma expansao
celular de 24 para 48 h (Figura 4A).

Nas células J774-Al ndo houve citotoxicidade quando tratadas com o 6leo
nas concentragdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL em 24 e 48 h. Porém quando as células
J774-A1 foram expostas as maiores concentracbes (100 e 200 pg/mL),
apresentaram viabilidade em 24 h de 93.28+0.39 e 75.67+0.72, respectivamente,
enquanto que quando incubadas por 48 h a viabilidade foi 80.98+0.51 e 72.61+44
para 100 e 200 pg/mL, respectivamente (Figura 4B).

Na andlise da linhagem tumoral primaria (S-180), o 6leo nado foi toxico nas
menores concentracdes (12,5 e 25 pg/mL) em ambos os tempos avaliados.

Entretanto houve uma diminui¢ao na viabilidade celular em 24 e 48 h nas



44

concentracdes de 50 pg/mL (80.17+0.28 e 71.05+0.17), 100 pg/mL (69.34+0.47 e

63.98+0.29) e 200 pg/mL (67.68+0.42 e 63.60+0.51), respectivamente (Figura 4C).
Diferentemente de nossos resultados, é reportado atividade citotéxica do acido
laurico, composto majoritario do 6leo, frente fibroblastos de camundongos L-929

(SOUZA; DA SILVA; CARVALHO; PACHECO et al., 2014).

Figura 4 - Percentual de viabilidade de células HEK-293, J774A.1 e S-180.
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As células foram tratadas com diferentes concentracdes 6leo fixo de S. coronata por 24 e 48 horas. *
p<0,05 comparado com o controle de crescimento.

Toxicidade aguda in vivo

Apos a administracdo do composto ndo houve alteragdes sensoriais e motoras visiveis,
e nenhum dos animais vieram a oObito no decorrer dos 14 dias (Tabela 02). Também nao foi
observado diferenca estatistica significante no consumo de racéo e agua, da massa corporal e
nem dos 6rgaos (Tabela 3). Evidenciando que de acordo com a OECD (Guia 423), a DLs, do

6leo essencial € superior a 200mg/kg.

Tabela 2: Avaliagdo sensorial, motora e comportamental no decorrer de 14 dias apés a administracao
do 6leo essencial.

Grupo Piloerecéo Locomocéo e Dispneia Morte Eutanésia
tdnus muscular Natural
CN Ausente Ausente Ausente Ausente 3
EP1 Ausente Ausente Ausente Ausente 3

As diferencgas estatisticas foram analisadas pelo ANOVA-Tukey’s. CN: controle negativo; EP1:
exposto a 2000mg/kg do 6leo da semente do S. coronata. Ndo houve diferencas estatisticas.
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Tabela 3: Massa dos 6rgaos coletados no 14° dia apds a administragdo oral da droga.

Grupos Rim Rim Figado Bago Coracéao Pulmé&o Pulmé&o
Direito Esquerdo Média Média Média direito esquerdo
Média Média (DP) (DP) (DP) Média Média

(DP) (DP) (DP) (DP)

CN 0.341 0.341 2.310 0.192 0.214 0.179 0.084
(0.003) (0.009) (0.041) (0.008) (0.008) (0.014) (0.007)

EP1 0.366 0.343 2.381 0.200 0.200 0.171 0.065
(0.032) (0.012) (0.115) (0.011) (0.008) (0.015) (0.006)

Resultado expressos com média e desvio padrdo. As diferencas estatisticas foram analisadas pelo
ANOVA-Tukey’s. CN: controle negativo; EP1: exposto a 2000mg/kg do d6leo da semente do S.

coronata. Nao houve diferencas estatisticas.
Andlise bioquimica

Os parametros bioquimicos do sangue sédo utilizados para nortear o
funcionamento metabdlico do organismo sob efeito de alguma droga ou xenobidtico
(PETTERINO; ARGENTINO-STORINO, 2006). As concentracbes de &acido dUrico,
ureia e proteinas no sangue, podem representam o bom funcionamento renal. O
acido urico sendo resultado do metabolismo das proteinas e é eliminado pela urina
na forma de ureia (P'NG; AKOWUAH; CHIN, 2013). Como mostra na tabela 4, ndo
houve alteracao significante na concentracdo de ureia, porém, houve reducdo da
quantidade de &cido Urico, que pode ser justificado pela diminuicdo também
evidenciada na quantidade de proteinas totais no plasma. O plasma por sua vez,
tem como proteina mais abundante a albumina, e essa ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparado 0s grupos.

As substancias AST e ALT, produzidas pelo figado, apresentam altas
concentracdes em casos de hepatotoxicidade (IMAFIDON; OKUNROBO, 2012), o
gue ndo aconteceu neste estudo. Em relacdo a glicose, o grupo EP1 apresentou
uma média significativamente menor que o CN, mostrado uma diminuicdo. Vale
salientar que a glicose é produto da glicogendlise que acontece nos hepatdcitos,
isso geralmente ocorre devido ao baixo indice ingestdo de carboidratos, ou
desequilibrio no metabolismo dos hepatdcitos (BRITANNICA, 2019), no entanto, ao
longo do experimento os animais ndo apresentaram diferenca no consumo de racao
e agua, nem alteracOes visiveis a nivel tecidual, o que faz necessario outras analises

para identificar a causa.
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Tabela 4: Andlise bioquimica do sangue.

Parametros CN EP1
Média + DP Média = DP
Albumina (g/dL) 3,53+0,05 2,26 +0,11
Triglicerideos (mg/dL) 98,70 £ 12,33 167,93 + 52,41
Proteinas totais (g/dL) 5,36 £ 0,15 450+0,17*
Colesterol (g/dL) 108,89 + 3,00 118,56 + 24,04
Glicose (mg/dL) 271,80 £ 24,34 152,33 + 54, 66*
ALT - TGP (U/L) 59,87 + 27,01 48,37 + 38,65
AST - TGO (U/L) 149,01 + 33,61 79,42 + 28,60
Acido arico (mg/dL) 5,633 +£0,40 3,70 £0,77*
Ureia (mg/dL) 39,36 + 4,06 39,00 + 11,32

Resultado expressos com média e desvio padrdo. As diferencas estatisticas foram analisadas pelo
ANOVA-Tukey’s. CN: controle negativo; EP1: exposto a 2000mg/kg do 6leo da semente do S.
coronata. * Diferencas estatisticas com o CN.

Analise Histomorfométrica

Para analise histomorfométrica foram utilizados os principais 6rgaos
metabolizadores de drogas: Rim, figado e baco. No rim, foram medidos os
corpusculos renais e glomérulos, que sao estruturas responsaveis pela filtracdo do
plasma sanguineo, ajudando na homeostase do organismo; no figado, foram
contabilizados os hepatdcitos, células de Kupffer, células binucleadas e células
endoteliais, principalmente os hepatocitos sdo responsaveis por amenizar o grau de
toxicidade de xenobidticos, tornando eles mais hidrofilicos, afim de facilitar sua
excrecdo. As microestruturas analisadas no bac¢o foram a poupa branca, vermelha e
o estroma, que foram expressas em porcentagem (Figura 5). Esse 6rgéo e suas
estruturas colaboram com o sistema imune do organismo, fazendo com que haja o
melhor funcionamento das respostas imunolégicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO;
ABRAHAMSOHN, 2013).

Figura 5 - Analise histomorfométrica do rim, figado e bago

A: Delimitacdo do corpusculo renal (seta) glomerulo (*). B Endotello (seta) e hepatdcito (cabec;a de

seta). C: Polpa branca (*), Polpa vermelha (Cabeca de seta) e estroma (seta). 400x aumento. Barra

de sccala =100 ym
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As células endoteliais estdo presentes no endotélio dos sinuséides, onde 80%
do sangue que chegam por eles vem do intestino trazendo moléculas recém
absorvidas. E através destas células que ocorrem as trocas de macromoléculas
entre o sangue e os hepatdcitos (SEIF, 2016), além disso elas estdo relacionadas
com respostas imunoldgicas e homeostase do 6rgdo (ELVEVOLD; SMEDSR@D;
MARTINEZ, 2008). No presente estudo foi observado uma diminui¢gdo na quantidade
de células endoteliais do figado (Tabela 5), no entanto, segundo Elvevold et. al.,
(2008), essas ceélulas apresentam grande potencial de regeneracdo, o que

proporciona sua recuperacao.

Tabela 5: Analise histomorfométrica do Rim, Figado e Bago.

Orgéos Necropsia Estruturas CN EP1
analisadas
Rim Sem Alteracoes Corpusculo
macroscpicas Glomérulo 3993,20 £50,77 3859,68 +1088,84
3200,55 + 915,04 2966,68 + 892,99
Figado Sem Alteragbes  Células de Kupffer 24,26 +5,91 26,01 +6,17
macroscopicas Hepatdécitos 31,81 +£5,33 33,21 £6,15
Binucleados 5,58 £ 3,36 6,28 £2,32
Endoteliais 11,26 + 3,25 7,20 £3,48*
Baco Sem alteragdes Polpa Branca 37,324 +13,864 33,107+13,847
macroscopicas Polpa Vermelha 58,932 £13,899 62,646 + 14,238
Estroma 3,743 + 1,589 4,245 + 2,076

Os dados sao expressos em média = DP. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo
teste de U de Mann-Whitney, com p<0,05. CN: Controle negativo; EP1: éleo fixo do licuri.
*Resultado estatisticamente significativo quando comparado com o grupo Controle Negativo.

Quanto aos demais 6rgaos analisados, o rim e bacgo, sdo considerados
orgéos vitais importantes, o primeiro com funcdo de homeostase do organismo, filtra
o plasma sanguineo e faz o equilibrio de moléculas eletroliticas; enquanto o baco é
responsavel pela modulacdo do sistema imunologico, ambos nao presentaram
alteracdo morfolégica. Desta forma, percebe-se que o 6leo de licuri ndo apresentou

efeitos danosos nestes tecidos.
Ensaio de genotoxicidade in vivo

O EC e TMN séao importantes biomarcadores utilizados para detectar danos no
material genético causados por substancias. Ambos o0s testes estdo bem

estabelecidos na literatura e muitos pesquisadores costumam relacionar 0s
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resultados de um e de outro. O EC detecta danos mais sutis no DNA, os quais ainda
podem ser reparados pelas células. Ja o TMN identifica os danos que ja foram
estabelecidos, os quais o sistema de reparo nao identificou (KIM; HYUN, 2006).

Os resultados obtidos nesta pesquisa mostraram que no EC nédo houve
diferenca significativa entre o grupo OSC e CN, nos dois parametros analisados (ID
e FD%). Além disso, ndo foi observado aumento significativo na contagem de
PCEMnN entre estes grupos na analise do TMN. Ja o CP foi significado quando

comparado com o CN, tanto no EC quando no TMN, com p< 0,05 (Figura6).

Figura 6: Resultados dos testes de micronlcleo e ensaio cometa in vivo.
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CN: controle negativo (agua destilada); CP: controle positivo (ciclofosfamida - 25mg/kg); OSc: Oleo

de licuri (2000mg/kg). Cada ponto representa um animal (n=5 por grupo). Nao h& diferencas
estatisticas entre o OSc e CN. Foi evidenciada diferenca significativa entre CP e CN, p< 005.

Como o EC e TMN néao identificaram danos significativos em nossas
condicbes experimentais, pode-se dizer que o Oleo de licuri ndo tem efeito
genotdxico e mutagénico. Vale salientar que esses testes sdo considerados
instrumentos fundamentais na genética toxicologica, tendo aplicabilidade em
diversas areas (KIRSCH-VOLDERS; ELHAJOUJI; CUNDARI; VAN HUMMELEN,
1997; TICE; AGURELL; ANDERSON; BURLINSON et al., 2000). O EC e TMN tem
sido aceito internacionalmente como um dos ensaios necessarios para o registro de
novos produtos quimicos lancados no mercado, dentre eles os fitoterapicos. Sao
testes considerados pré-requisito para regulamentacdo e liberacdo de qualquer
substancia de forma segura (ABDELMIGID, 2013; FAUST; KASSIE; KNASMULLER,
BOEDECKER et al.,, 2004; TICE; AGURELL; ANDERSON; BURLINSON et al.,
2000).



49
CONCLUSAO

Na citotoxicidade os resultados mostraram que o Gleo fixo do S. coronata nao
induziu toxicidade nas células analisadas (HEK-293, J774.A1 e S-180). A analise de
genotoxicidade e matagenicidade também ndo evidenciou danos genéticos
significativos nos grupos tratados com 2000mg/kg do 6leo. No entanto, o teste de
toxicidade aguda apresentou alteracdes nas células endoteliais do figado, além de
diminuicdo da glicose, ureia e proteinas totais, mas essas alteracbes nao
caracterizam um afeito danoso a saude. Desta forma, os resultados obtidos neste
estudo sugerem que 0 consumo ou exposi¢ao ao Oleo fixo de licuri ndo causa efeitos
adversos ao consumidor. Porém, ressalta-se a necessidade de novos estudos para
comparar os resultados, testar outras doses, formas de tratamento e analises em
outros tecidos e tipos celulares, com o intuito de assegurar o uso do Oleo na saude

humana e animal.
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RESUMO

A Syagrus coronata, popularmente conhecida como Licuri, se destaca dentro da
familia Arecaceae, sendo uma das palmeiras mais importantes na regido semiarida
brasileira. Da améndoa é extraido o 6leo que apresenta relevancia fitoterapica, no
entanto sdo escassos na literatura trabalhos que analisem seus potenciais
biolégicos. Diante do exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo analisar
microscopicamente o0 potencial cicatrizante do 6leo da S. coronata em lesdo no
ventre da lingua de ratos Wistar, assim como 0s possiveis efeitos sinérgicos quando
associado a laserterapia de baixa intensidade. Foram testados 63 ratos da linhagem
Wistar (Rattus norvergicus albinus), obtidos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, divididos em sete grupos, sendo um controle (OM -1000mg/kg de 6leo
mineral), dois expostos a concentragdes distintas do o6leo de Licuri (OL), OL
500mg/kg e OL1000mg/kg, obtido da prensa elétrica a frio; mais trés grupos
receberam os tratamentos anteriores associados a laserterapia, sendo eles: OM +
laser, OL 500 + laser e OL 1000 + laser; e um grupo tratado apenas laser. A
laserterapia iniciou imediatamente apds a cirurgia, repetida depois a cada 48h do
tempo experimental. Foi utilizado o laser GaAlAs, com emissdo continua,
comprimento de onda de A830nm e densidade de 3J/cm?. Realizou-se uma incisao
no ventre da lingua dos ratos, com diametro de 8mm x 3mm x 1mm, padronizando-
se o tamanho e forma, conduzidas em igual profundidade, até o alcance do plano
muscular. Cada grupo foi subdividido em trés tempos de tratamento (3, 5 e 7 dias)
para analise. Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados com overdose de
anestésico e foi coletada a lingua para processamento histologico. Na avaliacdo
histopatoldgica foram analisados os quesitos de infiltrado inflamatorio, fibroplasia e
fibras colagenas, sendo andlises de alta relevancia no processo de reparo tecidual.
Os resultados evidenciaram que o uso do OL isolado reduziu significativamente a
inflamac&o quando comparado com o CN. Quando associado a laserterapia, a
densidade de células inflamatodrias no dia 3° e 5° foram menores do que nos grupos
tratados apenas com laserterapia e OL. Em relag&o aos fibroblastos, o OL aumentou
a proliferacdo no 3° e 5° dia, havendo uma diminuicdo no dia 7. O contrario foi
observado nos tratamentos com OL e laser, ao quais as médias foram menores nos
primeiros dois tempos e maiores no 7° dia. Quanto a densidade de fibras colagenas,
0S grupos tratados com OL tiveram resultados similares aos grupos que receberam
OL e laser, ambos com mais quantidade de fibras coldgenas do que o grupo
controle. Concluiu - se que o OL tanto isolado quando associado a laserterapia
possui um efeito anti-inflamatorio, além de auxiliar na proliferacdo de fibroblastos e
fibras colagenas, melhorando o processo cicatricial na mucosa bucal. No entanto,
estudos futuros precisam ser realizados para esclarecer mais a acédo deste produto
durante o reparo tecidual em humanos.

Palavras Chaves: Anti-inflamatorio; laser; cicatrizacdo; plantas medicinais; caatinga.
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ABSTRACT

Syagrus coronata, Popularly known as Licuri, stands out within the Arecaceae family,
being one of the most important palm trees in the Brazilian semiarid region. Oil that
has phytotherapic relevance is extracted from the almond, however there are few
studies in the literature that analyze its biological potentials. In view of the above, the
present study aimed to microscopically analyze the healing potential of S. coronata
oil in a lesion in the belly of the tongue of Wistar rats, as well as the possible
synergistic effects when associated with low intensity laser therapy. 63 Wistar rats
(Rattus norvergicus albinus) were tested, obtained from the Federal Rural University
of Pernambuco, divided into seven groups, one control (OM -1000mg / kg of mineral
oil), two exposed to different concentrations of Licuri oil ( OL), OL 500mg / kg and
OL1000mg / kg, obtained from the cold electric press; three more groups received
previous treatments associated with laser therapy, namely: OM + laser, OL 500 +
laser and OL 1000 + laser; and a group treated only with laser. Laser therapy started
immediately after surgery, repeated after every 48 hours of the experimental time.
The GaAlAs laser was used, with continuous emission, A830nm wavelength and 3J /
cm? density. An incision was made in the belly of the rats' tongue, with a diameter of
8mm x 3mm x 1mm, standardizing the size and shape, conducted in equal depth,
until reaching the muscular plane. Each group was subdivided into three treatment
times (3, 5 and 7 days) for analysis. After this period, the animals were euthanized
with anesthetic overdose and the tongue was collected for histological processing. In
the histopathological evaluation, the questions of inflammatory infiltrate, fibroplasia
and collagen fibers were analyzed, being highly relevant analyzes in the tissue repair
process. The results showed that the use of OL alone significantly reduced
inflammation when compared to CN. When associated with laser therapy, the density
of inflammatory cells on the 3rd and 5th days were lower than in the groups treated
only with laser therapy and OL. In relation to fibroblasts, OL increased proliferation
on the 3rd and 5th days, with a decrease on day 7. The opposite was observed in OL
and laser treatments, where the averages were lower in the first two times and higher
on the 7th day. As for the density of collagen fibers, the groups treated with OL had
similar results to the groups that received OL and laser, both with more amount of
collagen fibers than the control group. It was concluded that the OL, both isolated
and associated with laser therapy, has an anti-inflammatory effect, in addition to
helping the proliferation of fibroblasts and collagen fibers, improving the healing
process in the oral mucosa. However, future studies need to be carried out to further
clarify the action of this product during tissue repair in humans.

Key words: Anti-inflammatory; laser; healing; medicinal plants; caatinga.
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INTRODUCAO

Um trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeado por uma afecc¢éo
clinica pode causar feridas, que é designada como uma interrupcéo da continuidade
de um tecido corpdreo, em maior ou em menor extensdo. O reparo do tecido
lesionado consiste na reconstrucao do local, a fim de restaurar a sua integridade, o
que nem sempre é possivel devido as condicbes sistémicas e locais do individuo,
como idade, doencgas associadas ou localizacdo anatémica da ferida (MITCHELL et
al., 2017; REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2017).

O reparo tecidual, tanto em feridas bucais como de pele, compreende trés
fases, sendo elas: fase inflamatéria, com remocdo de células mortas, restos
necréticos e microrganismos, preparando a ferida para a cicatrizacdo; a fase
fibroblastica, na qual ocorre uma substituicdo do tecido lesionado por tecido
conjuntivo cicatricial; e a fase cicatricial ou de remodelamento, que modifica a
cicatriz imatura gerada para uma madura, ajustando o tamanho da ferida e dando a
forma final da les&o. Essas fases ndo s&o mutuamente excludentes, e sim
sobrepostas no tempo, além disso o final de uma fase estimula o inicio da outra
(COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000; TONNESEN; FENG,; CLARK, 2000; DE
CARVALHO ABREU, 2011).

Apesar do processo de reparo tecidual natural do corpo responder as injurias
sofridas, sempre houve a preocupacéo de se tentar estimular uma neoformacéo de
tecidos traumatizados morfoldgica e fisiologicamente semelhantes ao tecido perdido.
Assim, alguns artificios para favorecer o processo sdo utilizados, como o0s
fitoterapicos e laser, a fim de garantir uma resposta mais eficiente e rapida na
regeneracao tecidual, proporcionando mais conforto ao paciente (CARNEIRO et al.,
2010).

A laserterapia de baixa intensidade (LBI), realizada por um aparelho de alto
custo, quando usada em tecidos moles tem apresentado reducdo da dor, efeito anti-
inflamatério, além de acelerar o processo de proliferacdo celular (CARNEIRO et al.,
2010). Durante a exposicdo ocorre a absorcdo de energia por moléculas
fotorreceptoras, tais como a hemoglobina, oxi-hemoglobina, citocromo ¢ oxidase e
melanina, que sensibiliza uma cascata de eventos quimicos dentro da célula e
conduzem a biomodulacédo e bioestimulacao de diferentes tipos celulares, que estao
diretamente ligadas a regeneracdo de tecidos (JUNIOR et al., 2009; HOURELD,
2014). Diante disso, a LBI na literatura se destaca no processo de reparacéao de
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feridas, a qual mostra que essas respostas dependem da dose, comprimento de
onda, tempo de exposi¢éo e condigéo local (CARNEIRO et al., 2010).

Em relacdo ao uso dos fitoterapicos, os produtos encontrados na natureza
revelam uma ampla diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas (WALL; WANI, 1996; MARTELLI, DE ANDRADE; DOS
SANTOS, 2018). As plantas medicinais mostraram-se como excelentes fontes de
busca de novas drogas com diversos efeitos benéficos para saude humana, dentre
eles a eficacia no reparo tecidual (DE GASPI et al.,, 2011; GRASSO; AOYAMA;
FURLAN, 2017; MORESKI; BUENO; DE SOUZA LEITE-MELLO 2018).

Dentre as plantas medicinais, pode-se citar a Syagrus coronata (Arecoideae),
popularmente conhecida como Licuri, sendo encontrada em quase toda a
abrangéncia da regido semiarida nordestina (DE FREITAS PESSOA, 2008; SOUZA;
LORENZI, 2012). Da améndoa ¢é extraido o 6leo de Licuri (OL), que apresenta cerca
de 50% de rendimento quando se emprega a prensa hidraulica. Na sua constituicao
qguimica, os niveis de acidos graxos saturados sdo aproximadamente cinco vezes
maiores que os acidos graxos insaturados, predominando o acido laurico (44%), que
atua aumentando a imunidade e reduzindo inflamac6es em humanos, além de acido
miristico (14%) e acido oleico (12%) (BAUER et al., 2013; NASCIMENTO, 2013;
OLIVEIRA, 2013).

Como tratamento terapéutico, o Licurizeiro é utilizado em micoses, dores na
coluna vertebral, inflamacao ocular e reparo tecidual de feridas (OLIVEIRA, 2013;
RUFINO et al., 2008). Demonstra boa capacidade antioxidante (BAUER et al., 2013);
potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus (NASCIMENTO, 2013),
Salmonella spp., Escherichia coli e Yersinia enterocolitica (SKRIVANOVA et al.,
2005), podendo ser uma alternativa no tratamento de infe¢cdes causada por bactérias
multirresistentes. Apesar de apresentar uma composi¢cdo e caracteristicas fisico-
quimicas promissoras, seu uso na fitoterapia acontece de forma empirica, sendo
escasso na literatura trabalhos que avaliem atividades biol6gicas, como anti-
inflamatéria e cicatrizante (BAUER et al., 2013; OLIVEIRA, 2013).

Diante do exposto, € importante estudar os efeitos terapéuticos do OL no
combate ao processo inflamatério e no reparo tecidual sobre lesdes ulceradas, além
dos efeitos sinérgicos com outros artificios, como a LBI, pois a literatura nao
apresenta resultados para tal atividade biolégica. Dentro deste panorama, o objetivo

deste trabalho foi analisar, através da histomorfometria, o efeito cicatrizante do 6leo
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da S. coronata em lesdo no ventre da lingua de ratos Wistar, assim como 0s

possiveis efeitos sinérgicos quando associado a laserterapia de baixa

intensidade.

MATERIAIS E METODOS

Obtencéo do 6leo vegetal

A Cooperativa de Producdo da Regido do Piemonte da Diamantina
(COOPES), localizada no municipio de Capim Grosso, Bahia — BA (11° 22' 54" S 40°
0' 46" O), forneceu o Oleo vegetal utilizado nos experimentos. Sementes de S.
coronata foram utilizadas para a obtenc&o do 6leo por extragdo mecéanica realizada
em prensa elétrica a frio (BAUER et al., 2013). Também foram coletadas sementes e
trazidas para identificacdo, sendo depositadas no Herbario IPA do Instituto

Agronémico de Pernambuco (cédigo 55.147).

Animais

Foram utilizados 63 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus albinus),
machos, adultos jovens, de 2 a 3 meses de idade, pesando de 250 a 340 gramas,
oriundos do Biotério da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os animais
foram mantidos no biotério do Centro Académico de Vitoria-CAV/UFPE em um
periodo de 10 dias antes do procedimento cirdrgico para adaptacdo ao novo
ambiente. Durante todo protocolo experimental, os ratos ficaram em gaiolas de
polipropileno de dimensdes 414x344x168mm, receberam racdo ad libitium e agua,
além de ficar sob controladas temperaturas (22° + 2°C) e iluminagéo (ciclo 12 horas
claro /12 horas escuro). Todos os procedimentos experimentais com 0S animais
obedeceram as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo
Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-
UFPE) (processo n° 0038/2018).

Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em sete grupos contendo nove
animais cada para receberem os tratamentos nas Ulceras bucais, sendo eles: um
grupo controle (OM), tratado com 1000mg/kg de Oleo mineral; dois grupos tratados

com diferentes concentra¢des do 6leo da S. coronata, sendo um de 500mg/kg (OL
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500) e o outro de 1000mg/kg (OL 1000); mais trés grupos receberam os tratamentos

anteriores associados a laserterapia, sendo eles: OM + laser, OL 500 + laser e OL
1000 + laser; o ultimo grupo tratado (laser) sO recebeu laserterapia. Cada grupo foi
subdividido em trés subgrupos, contendo 3 animais, para periodos de observagédo
distintos de 3, 5 e 7 dias (AMORIM, 2006). O mesmo n de animais por grupo foi
utilizado no trabalho Medrado (2008) e de Nascimento Juanior (2016) para avaliar o
processo de cicatrizacdo em lingua de ratos.

O OM e o dleo fixo obtido da S. coronata (OL) foram aplicados logo apés o
procedimento cirdrgico e posteriormente aplicado diariamente de 12 em 12 horas até

0 momento da eutanasia, com auxilio de um conta-gotas (figura 1).

Laserterapia

O tratamento foi realizado com a utilizacdo do laser de baixa intensidade de
diodo infravermelho (TheraLase®, GaAlAs, A830nm, com poténcia maxima de
100mw, DMC Equipamentos, Sao Carlos, SP — Brasil).

A poténcia estabelecida foi de 40mW, comprimento de onda de A830nm, com
emissdo continua. Estes animais foram irradiados em quatro pontos em torno da
ferida (formando um losango), além de um ponto no centro. Cada ponto recebeu
uma dose de 3J/cm?, o sistema de entrega foi constituido por fibra éptica com @ =
0,06cm, e a dose total por sessao foi de 16J/cm2. As doses utilizadas nesse estudo
foram baseadas em estudos realizados anteriormente com doses proximas (GERBI,
2005).

A primeira dose de radiagéo foi realizada logo apds o término da confeccéo
da ferida cirargica, em que o sistema de entrega da luz do aparelho de laser (a
ponteira do aparelho) foi posicionado perpendicular e diretamente na leséo,
passando pelos cinco pontos estabelecidos (figura 1). As sessbes de radiacéo
continuaram, a cada 48h, no periodo pés-operatério, durante 3, 5 e 7 dias,

perfazendo um total de 2, 3 e 4 aplica¢cBes, conforme cada subgrupo.

Procedimento cirurgico

Os ratos receberam Ketamina 50mg/kg (Dopalen® Ceva — Paulinia, Brasil) e
XilazinalOmg/kg (Xilazin® Syntec — Santana de Parnaiba, Brasil), na razdo 2:1 por

100g de peso respectivamente, por via intraperitoneal. Posteriormente, a lingua do
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rato foi delicadamente tracionada para confeccionar a ferida. Com a érea

devidamente exposta, foi realizada a antissepsia com Gluconato de clorexidina
0,12%, sucedida da realizacdo de uma incisdo na regiao ventral da lingua do animal
(com didmetro de 8mm x 3mm X 1mm padronizando-se o tamanho e forma,
conduzidas em igual profundidade, até o alcance do plano muscular), com auxilio de
pinca, bisturi Bard Parker montado com Iamina n® 15, uma sonda Willians milimetrada
e um crown paquimetro (figura 1). Foi administrado na &agua dos animais
acetominofenol na dosagem de 1 mg/ml por 24 horas, para evitar dor no pés-
operatorio (DAMY et al., 2010).

Figura 1: Procedimento cirtrgico para confecgdo da ferida em ventre de lingua de rato.

A: marcacdo de 8mm de comprimento; B: Medi¢do sonda Willians milimetrada; C: Aplicagdo do 6leo

de licuri; D: aspecto clinico da feriada confeccionada; E: Aplicacdo da laserterapia. Fonte: autor,
2020.

Processamento, avaliacdo histolégica e morfométrica

Na microscopia, o material foi fixado em solugcdo de Formalina Neutra
Tamponada (NBF) a 10% durante um periodo de 48hrs. Em seguida, foram levados
ao processamento histolégico e posteriormente foi realizada a técnica histolégica
padrédo para coloracdo tissular em hematoxilina e eosina (HE) e Picrossirius-red,
sendo possivel assim a andlise do tecido no microscépio de luz, sob foco fixo e
clareza de campo.

As imagens obtidas das laminas analisadas foram capturadas por meio de
camera digital acoplada ao microscopio 6ptico (Nikon E-100), fotografando-se toda a
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extensdo da lesdo, com aumento final de 400X. O software ImageJ versédo 1.44
(Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
foi utilizado para avaliar as fotomicrografias, em que houve a quantificacdo das
células inflamatérias, fibroblastos (quantidade por area) e fibras colagenas

(percentual por area) nos cortes histoldgicos.

Analise estatistica

A patrtir dos dados obtidos, foram gerados as médias e o desvio padrdo das
células analisadas. Posteriormente, foi realizado o teste de normalidade (programa
Smirnov Kolmogorov), seguido do teste U de Mann-Whitney (SPSS 15.0 - Statistical
Package for the Social Sciences) para verificar as diferencas entre 0s grupos,

considerando p<0,05 para verificar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma lesdo celular gera uma inflamacgédo, que € um mecanismo de defesa
importante para o reparo tecidual (LIMA et al., 2007; MITCHELL et al., 2017). Esse
processo inicial geralmente provoca tumor, calor e rubor, que afetam as terminacoes
nervosas e acabam provocando dor (LORD et al., 2014; MITCHELL et al., 2017).
Para que essa resposta inflamatoria ndo seja muito intensa e prolongada, causando
danos ao tecido, existem os mediadores anti-inflamatorios que controlam o processo
e amenizam a sintomatologia dolorosa. Além disso, algumas terapias alternativas
podem ajudar reduzindo a resposta inflamatéria, dando mais conforto aos pacientes
(CARNEIRO et al., 2010; LORD et al., 2014; MITCHELL et al., 2017).

Como terapia alternativa, destaca-se o uso dos fitoterapicos, os quais se
revelam como excelentes fontes de novas drogas com diversas aplicacdes
terapéuticas, inclusive anti-inflamatéria e cicatrizante (GRASSO; AOYAMA,
FURLAN, 2017; HORACIO et al., 2017; MORESKI; BUENO; DE SOUZA LEITE-
MELLO 2018; LEAL et al.,, 2019). Vale salientar que essa fonte alternativa de
tratamento possui menor custo e maior diversidade molecular quando comparada
aos medicamentos alopaticos (WALL; WANI, 1996; OLIVEIRA, 2017; MARTELLI,
ANDRADE; DOS SANTOS et al., 2018)

Além dos fitoterapicos e medicamentos alopéticos, a literatura apresenta
alternativas que podem auxiliar no processo de reparo tecidual. Nos ultimos anos

tem se intensificado pesquisas a base de plantas medicinais e de outros meios
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gue possam atuar de forma associada (sinergismo) com esses produtos, como o LBI

(CATARINO et al., 2015). Desta forma, o conhecimento popular € atrelado aos
estudos cientificos assegurando o uso desses produtos e publicando novas formas
de tratamento, inclusive na Odontologia (DE MELO ALELUIA et al., 2017).

Neste estudo, optou-se por analisar lesdes em lingua de ratos, uma vez que o
processo de reparo tecidual em mucosa oral passa pelos mesmos processos da
pele (TURABELIDZE et al.,, 2014). No entanto, estudos com esse modelo
experimental relatam que o reparo tecidual em mucosa oral apresenta uma
formacdo reduzida de cicatriz, reepitelizacdo mais rapida e as fases da cicatrizacao
sao encurtadas (SZPADERSKA; ZUCKERMAN; DIPIETRO et al, 2003;
SZPADERSKA et al., 2005; SCHEMENTI et al., 2008). Desta forma, diante do rapido
restabelecimento da sua integridade apds as lesGes confeccionadas, o tempo de
andlise do reparo tecidual neste trabalho foi de sete dias.

Mediante este contexto, a presente pesquisa analisou o uso do OL isolado e
associado a LBI frente a lesdes na cavidade oral de ratos. No pds-operatorio todos
0S animais mantiveram-se ativos, ndo houve registro de Obito ou perda de peso
significante. Durante as primeiras 24 horas houve diminuigdo no consumo de agua e
racdo, piloerecdo durante aplicacdo dos tratamentos, caracteristicas jA observadas
em outros trabalhos (NASCIMENTO JUNIOR, 2016). Para amenizar esses efeitos,
foi administrado acetominofenol no bebedouro dos animais na dosagem de 1 mg/ml
por 24 horas, preconizado no trabalho de Damy (2010) e Nascimento Junior(2016).

Em relagcdo ao processo de reparo tecidual em ventre de lingua, observou-se
uma diminuicao significativa (p<0,005) no infiltrado inflamatério quando comparadas
as duas concentracdes do OL isolado com o OM (controle), para o 3° e 5° dia (tabela
1: células inflamatérias). Resultado parecido também foi evidenciado nos estudos de
Oliveira (2018), que relatou diminuicdo no processo inflamatério em Ulceras
gastricas tratadas com o6leo fixo da S. coronata (OLIVEIRA, 2018). Tal potencial foi
descrito em estudos com outros membros da familia Arecaceae, como o babacu
(Orbygnia barbosiana) e o 6leo de coco (Cocos nucifera) (AMORIM, 2006; CAMPOS
MAZZO, 2014).

Nos trés primeiros dias de reparo tecidual todos os grupos tratados
apresentaram uma diminuicdo significativa quando comparados com 0S grupos
controles (OM) (tabela 1: células inflamatdrias) (figura 2). Resultados parecidos
foram encontrados em outros estudos, os quais mostram que ambos o laser e

extrato de plantas medicinais, seja isolados ou associados, podem apresentar efeito
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importante na diminuicdo do processo inflamatorio quando comparados com grupos
controles (MEDRADO et al., 2008; TAMURA et al., 2009; CARVALHO, 2010; ASSINI,
LANG, 2013; CATARINO et al., 2015).

Tabela 1: Densidade de células inflamatérias, de acordo com cada tratamento no tecido cicatricial
coletado no pés-operatorio de 3, 5 e 7 dias.

Tratamentos
Tempode  OM 1000 OL 500 OL 1000 OM 1000 Laser OL 500 OL 1000
tratamento + Laser + Laser + Laser
) 23819 80.35° 1147030 63,1677 48,2477 70,0577v° 42,3570
3 dias (85,20) (23,48) (57,47) (24,26) (17,84) (30,71) (15,21)
_ 112,15 103,542 78,6930 37BI*PT T 48,20°P°0 35,65%P°F 57, 79%00
> dias (5223  (3711)  (3028) (1315  (1547)  (1577)  (4389)
] 54,04 74,322 59,102P 53,6520.C 61,352b¢cd 75,15&bce 75 71abedl
7 dias (17,38) (22,86) (20,76) (33,35) (25,44) (34,36) (47,07)

Os valores representam as médias com os desvios-padrdo entre parénteses. OM 1000: tratamento
com 1000 mg/kg de 6leo mineral; OL 500: tratamento com 500 mg/kg de éleo Licuri; OL 1000:
tratamento com 1000 mg/kg de 6leo Licuri; OM 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de 6leo
mineral combinado com laser; Laser: tratamento com laser apenas; OL 500 + Laser: tratamento com
500 mg/kg de 6leo Licuri combinado com laser; OL 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de
Oleo Licuri combinado com laser; a: p < 0,05 comparado com OM 1000; b: p < 0,05 comparado com
OL 500; c: p < 0,05 comparado com OL 1000; d: p < 0,05 comparado com OM 1000 + Laser; e: p <
0,05 comparado com Laser; f: p < 0,05 comparado com OL 500 +Laser.

Ao comparar os grupos tratados com OL isolado e associados a LBI, percebe-
se que houve um efeito sinérgico, atuando significativamente na diminuicdo do
infiltrado inflamatério nas primeiras 120hs (5 dias). A maior concentracao do 6leo
associado ao laser (OL 1000 + laser) foi significativamente o grupo que apresentou
melhor efeito anti-inflamatério quando comparado com os demais, inclusive com o
laser, indicando uma resposta anti-inflamatéria significativa nos trés primeiros dias
(figura 2 e 3) (tabela 1).

O declinio de células inflamatdrias causado pela acdo da laserterapia ja é algo
explicado na literatura, sendo essa uma excelente alternativa ja estabelecida para
tratar inflamacdes e lesGes (PINHEIRO; DE ALMEIRA; SOARES, 2017). Ja o uso do
OL atuando na diminuicdo do processo inflamatério em cavidade oral, que ainda nao
foi relatado, pode ser explicado pela atividade antimicrobiana dos seus constituintes.
Sabe-se que o OL apresenta 90% de acidos graxos saturados em sua constituicdo
(IHA et al., 2014), e alguns estudos mostram que 0s acidos graxos saturados causam
a inibicdo de uma ampla gama de microrganismos (SILVEIRA et al., 2005;
NASCIMENTO, 2013; DE MELO ALELUIA et al., 2017). Inclusive, o 6éleo fixo da S.
coronata apresentou resultados promissores frente a microrganismos causadores de

caries e outras afeccdes orais, como Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,



64

Lactobacillus acidophilus, Streptococcus aureus e Candida albicans (BASTO, 2017).
A literatura também apresenta atividade antibacteriana do acido laurico,
composto majoritario no 6leo de licuri, frente a bactérias gram-negativas como
Salmonella spp., Escherichia coli e Yersinia enterocolitica (SKRIVANOVA et al.,
2005). Acredita-se que o efeito bactericida e bacteriostatico dos acidos graxos
presentes no 6leo essencial pode contribuir para a diminuicdo da inflamacéo. Esse
controle € primordial, pois um processo inflamatorio intenso pode inibir a proliferacao
de fibroblastos, que interfere na formacdo de matriz extracelular, diminui a
quantidade de fibras colagenas, dificultando o processo de reparo tecidual (BATISTA

et al., 2006).

Neste estudo, o controle no processo inflamatério foi identificado em dois
grupos experimentais. Segundo os periodos de observacéo, o grupo OM e OL 1000
exprimiu niveis decrescentes de infiltrado inflamatoério ao longo de todo o tratamento
(figura 2). No entanto, chama atencao o fato de que nos animais submetidos a LBI
isolada ou associada com OM ou OL, entre o 5° e 7° dia, apresentaram aumento na

quantificacao de células inflamatérias (figura 2).

Figura 2 - Densidade de células inflamatérias, de acordo com cada tratamento, no tecido

cicatricial coletado no pds-operatério de 3, 5 e 7 dias.
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CN: tratamento com 1000 mg/kg de 6leo mineral; Oil 500: tratamento com 500 mg/kg de 6éleo Licuri;
Oil 1000: tratamento com 1000 mg/kg de 6leo Licuri; CN + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de
0leo mineral combinado com laser; Laser: tratamento com laser apenas; Oil 500 + Laser: tratamento
com 500 mg/kg de 6leo Licuri combinado com laser; Oil 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de
Oleo Licuri combinado com laser. Fonte: autor, 2020.



Figura 3: Fotomicrografias dos grupos evidenciando o infiltrado inflamatério em 3, 5 e 7 dias p6s-
operatério.

3 Dias 5 Dias 7 Dias
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As setas apresentam células inflamatérias, as cabecas de setas denotam fibroblastos. Na
imagens dos grupos: OL 1000, OL 1000 + Laser e OL 500 + Laser esté evidenciando a
area da ferida reeptelizada (REP). Aumento total das imagens 400x exceto as imagens

referentes aos grupos OL 500 + Laser e OL + Laser onde aplicou-se um aumento de 100x.
Fonte: autor, 2020.
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Alguns estudos corroboram com os resultados encontrados nesta pesquisa
em relacdo ao aumento de células inflamatérias nos grupos tratados com LBI. E
possivel que a exposicdo ao laser durante as primeiras semanas estimule uma
resposta proé inflamatoria, tendo acdo sobre mediadores quimicos, 0s quais recrutam
e ativam mais linfocitos e plasmécitos. Esses achados vao de acordo com o0s
resultados de alguns autores, que descrevem nimeros mais elevados de linfécitos T
e B em ratos tratados com LBI nas primeiras semanas de aplicacdo, no entanto os
valores diminuem apds vinte dias do tratamento (TAKEZAKI et al., 2006; ROCHA et
al., 2007; STEFFANI, 2019).

A segunda fase da cicatrizacdo é a de fibroplasia, que tem inicio
aproximadamente 48 horas ap0s a lesdo, e € nessa fase que surgem os fibroblastos
para reparacao do tecido. O fibrinogénio do exsudato inflamatorio transforma-se em
fibrina, formando uma rede, onde os fibroblastos depositam-se e passam a
multiplicar-se e a secretar os componentes proteicos do tecido cicatricial; também
acontece intensa proliferagdo vascular, originando o tecido de granulacdo (SICA,;
MANTOVANI, 2012; MAEDA et al., 2013; HUPP; ELLIS; TUCKER, 2015; GRASSO;
AOYAMA; FURLAN, 2017; HORACIO et al., 2017).

A densidade de fibroblastos tende a aumentar aproximadamente no 3° dia,
com o intuito de reparar a ferida. Segundo Junqueira e Carneiro (2013), durante
essa fase da cicatrizacdo os fibroblastos se multiplicam e produzem o colageno,
assim essas células sintetizam matriz extracelular e mantém a integridade do tecido.
A sintese de colageno comeca numa fase relativamente precoce, dentro de trés a
cinco dias, e prossegue por varias semanas, dependendo do tamanho da ferida
(ANDRADE, 1992).

A analise intragrupo deste estudo ndo mostrou diferenca significativa na
proliferacdo de fibroblastos quando comparado o OM e os grupos tratados apenas
com o OL no 3° e 5° dia. Quanto aos tempos analisados para esses trés grupos,
houve um aumento na densidade de fibroblastos no 5° dia, seguido de uma
diminuicdo no 7° dia, mantendo entdo suas médias equivalentes, sem apresentar
diferencas significativas (tabela 2: fibroblastos). Todavia, nota-se que a diminui¢éo de
fibroblastos entre o quinto e sétimo dia ndo interferiu na quantidade de fibras
colagenas produzidas nos tratamentos OM, OL 500 e OL 1000 (tabela 2: fibroblastos

e tabela 3: fibras colagenas).
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Yasukawa et al. (2007) e Silva e Penna (2012) também analisaram a
densidade de fibroblastos durante a cicatrizacéo de ratos tratados com fitoterapico, e
seus resultados corroboram nossos achados, em que no sétimo dia de tratamento
houve uma menor proliferacdo de fibroblastos, sendo classificado pelos autores
como ausente ou discreta. Discordando desses resultados, a literatura apresenta
uma ampla variedade de trabalhos em que o tratamento de ratos com fitoterapicos
induz a uma maior proliferacédo de fibroblastos durante todo o processo de reparo
tecidual (BARROS et al.,, 2016; MORESKI; BUENO; DE SOUZA LEITE-MELLO,
2018; KERPPERS et al., 2019).

Tabela 2: Densidade de fibroblastos, de acordo com cada tratamento, no tecido cicatricial coletado no
pos-operatério de 3, 5 e 7 dias.

Grupos experimentais

Tempode  OM 1000 OL 500 OL 1000  OM 1000 Laser OL 500 OL 1000
tratamento + Laser + Laser + Laser
3 dias 361,34 151,862 336,95P 154,023¢  135,972¢d  142,053¢ 149,083
(131,31) (119,58) (75,99) (32,93) (31,70) (37,37) (32,9))
_ 374,15 388,43 373,30 138,292bc  212,532bcd 181 002Pcd 211,870
> dias (148,59) (148,49) (73,46) (41,56) (52,28) ©(52,03) (69,37)
- dias 148,42 104,76 142,47 188,692bc  219,26%Pcd  211,202Pcd  pog gpabe
(116,28) (26,82) (81,83) (55,55) (61,43) (55,30) (63,19)

Os valores representam as médias com os desvios-padrdo entre parénteses. OM 1000: tratamento
com 1000 mg/kg de 6leo mineral; OL 500: tratamento com 500 mg/kg de éleo Licuri; OL 1000:
tratamento com 1000 mg/kg de 6leo Licuri; OM 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de 6leo
mineral combinado com laser; Laser: tratamento com laser apenas; OL 500 + Laser: tratamento com
500 mg/kg de 6leo Licuri combinado com laser; OL 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de
Oleo Licuri combinado com laser; a: p < 0,05 comparado com OM 1000; b: p < 0,05 comparado com
OL 500; c: p < 0,05 comparado com OL 1000; d: p < 0,05 comparado com OM 1000 + Laser; e: p <
0,05 comparado com Laser.

A analise histomorfométrica deste estudo também mostrou que, quando
comparado OL 500 e OL 1000 com OL 500 + laser e OL 1000 + laser, nos periodos
de trés e cinco dias, as concentragdes do OL isolado apresentaram melhor acdo na
proliferacdo de fibroblastos que os grupos associados com laser. Porém, no sétimo
dia, os grupos tratados com laser apresentaram maior quantidade de fibroblastos do
gue os outros tratamentos (tabela 2: fibroblastos). Assim, percebe-se que a LBl a
cada 48 horas interferiu na densidade de fibroblastos em longo prazo.

Os autores consideram que a influéncia da LBI em prazos mais longos (mais

sessdes) atua incrementando na atividade de enzima mitocondrial e na sintese de
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ATP, que estimula proliferacdo de fibroblastos, e, consequentemente,a sintese de
colageno (BEDNARSKA et al., 1998). Alguns trabalhos descreveram resultados
similares a este, os quais evidenciaram maior proliferagdo de fibroblastos apdés
aplicacbes de laserterapia, além de aumento na atividade mitética, sintese de
colageno e neovascularizacédo dos tecidos lesados, tanto apos laserterapia isolada
ou associada com 6leos e extratos de plantas (BYRNES et al., 2004; JUNIOR et al.,
2009; GONCALVES et al., 2010; CATARINO et al., 2015; NASCIMENTO et al.,
2015).

Em relacdo a quantificacdo e fibras colagenas, ao analisar as médias do 5° e
7° dia de tratamento, evidencia-se um aumento em todos 0s grupos. Ao comparar
apenas as concentracbes do OL isolado com o OM, a deposicado colagénica foi
significativamente maior nos grupos tratados com OL, principalmente no dia sete. De
uma forma geral, ndo houve alteracdes importantes quando comparadas as médias
entre os grupos de OL 500 e OL 1000 com os respectivos tratamentos associados
ao laser. No sétimo dia, a maior média na quantificacdo de fibras colagenas foi do
grupo tratado apenas com laser, seguido do OL 1000 (figura 4).

Tabela 3: Densidade de fibras colagenas, de acordo com cada tratamento, no tecido cicatricial

coletado no pés-operatério de 3, 5 e 7 dias.

Tratamentos
Tempode  OM 1000 OL 500 OL 1000 OM 1000 Laser OL 500 OL 1000
tratamento + Laser + Laser + Laser
_ 14,71 31,522 32,732 40,90+ 42597 35,832¢ 19,0477
3 dias (7,74) (13,03) (6,83) (9,21) (8,81) (14,5) (4,63)
5 dias 27,20 33,832 28,70 37,792b 28,0204 32,8224 31,214
(11,21) (7,85) (13,11) (4,67)° (7,49) (9,22) (8,22)
_ 35,13 39,66 46,70*" 39,48°  51,90%0¢d  43,743bde 42 Bgace
7 dias (8,46) (8,87) (9,81) (9,72) (7,94) (6,87) (10,28)

Os valores representam as médias com os desvios-padrao entre parénteses. OM 1000: tratamento
com 1000 mg/kg de 6leo mineral; OL 500: tratamento com 500 mg/kg de 6leo Licuri; OL 1000:
tratamento com 1000 mg/kg de 6leo Licuri; OM 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de éleo
mineral combinado com laser; Laser: tratamento com laser apenas; OL 500 + Laser: tratamento com
500 mg/kg de 6leo Licuri combinado com laser; OL 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de
Oleo Licuri combinado com laser; a: p < 0,05 comparado com OM 1000; b: p < 0,05 comparado com
OL 500; c: p < 0,05 comparado com OL 1000; d: p < 0,05 comparado com OM 1000 + Laser; e: p <

0,05 comparado com Laser; f: p < 0,05 comparado com OL 500 + Laser.
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J& era esperado que o laser isolado apresentasse resultados significativos no
guantitativo celular para o reparo tecidual, estudos sugerem que a LBI facilita a
sintese de colageno, aumenta a motilidade dos queratinécitos, liberando fatores de
crescimento além de transformar os fibroblastos em miofibroblastos (HAAS et al.,
1990; YU, 1994; EZZATI; BAYAT; KHOSHVAGHTI, 2010). Vale ressaltar que a LBI é
considerada uma excelente terapia no tratamento de feridas, j& sendo amplamente
utilizada na prética clinica, no entanto, diversos estudos s&o realizados a fim de
estabelecer os padrées de intensidade, tempo de exposi¢do, voltagem, jA que as
mudancas desses fatores alteram a resposta de cicatrizacdo (CARVALHO, 2010;
GONCALVES et al, 2010; MOREIRA; CAMPMANY, 2015; PINHEIRO; DE
ALMEIRA; SOARES, 2017; DOS SANTOS et al., 2019).

Figura 4 - As fotomicrografias apresentam a diferenca na densidade de fibras coladgenas entre os 7

grupos estudados no 7° dia pds-operatorio.

OM 1000 OL 500 OL 1000 ) OM 1000 + Laser

& =

A coloragéofutilizadz;l foi Pié:‘r:)siius Re.- As ¥otos forém oidas no aumento de 10X. CN: tratamento
com 1000 mg/kg de Oleo mineral; Oil 500: tratamento com 500 mg/kg de 6leo Licuri; Oil 1000:
tratamento com 1000 mg/kg de 6leo Licuri; CN + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de 6leo mineral
combinado com laser; Laser: tratamento com laser apenas; Oil 500 + Laser: tratamento com 500
mg/kg de Oleo Licuri combinado com laser; Oil 1000 + Laser: tratamento com 1000 mg/kg de 6leo

Licuri combinado com laser. Fonte: autor, 2020.

Os resultados obtidos neste estudo também mostram que a quantificacdo de
fibras colagenas nos grupos tratados com OL 1000, e as duas concentracfes do
6leo associadas ao laser (OL 500 + laser e OL 1000 + laser) apresentaram médias
proximas ao grupo laser (tabela 3), evidenciando que esses grupos apresentaram-se

como bons tratamentos no reparo tecidual de feridas na mucosa oral.
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Em vista disso, os resultados apresentados neste estudo sugerem que a
aplicacdo do OL isolado ou associado com a LBI apresenta resultados favoraveis
para o processo de cicatrizagdo, uma vez que diminuiu infiltrado inflamatorio,
aumenta a densidade fibroblastica e producdo de fibras colagenas. Vale ressaltar
que o Oleo de licuri em sua maior concentracdo quando comprado com o laser
isolado e associado mostrou resultados promissores, podendo ser considerada uma
alternativa eficaz no tratamento de feridas e de menor custo para a populagéo.

Desse modo, faz-se necessario a realizacdo de mais estudos que
desenvolvam melhores praticas e investiguem parametros diferentes, como
poténcia, densidade e comprimento de onda do laser, assim como a forma de
aplicacao do dleo, a frequéncia e tempo de uso, para que se tenha um tratamento
adequado na cicatrizacdo de feridas. Dentro desta perspectiva, o presente trabalho
deve servir como o primeiro de uma seérie de estudos que se propdem a avaliar o
efeito da aplicacao do 6leo da améndoa do licuri isolado ou associado a laserterapia
de baixa intensidade sobre reparo tecidual de feridas em mucosa oral. Além de abrir
caminhos para novas pesquisas que busquem resultados benéficos no processo de
cicatrizacdo, tragam novas propostas terapéuticas seguras, nao invasivas, além de

menor custo e conforto para o paciente.
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RESUMO
O presente estudo teve como objetivo determinar o possivel efeito antioxidante,
antimutagénico e antigenotoxico do 6leo fixo da Syagrus coronara (OSc) frente a
danos causados pela ciclofosfamida em camundongos Swiss. Os métodos de DPPH
e ATT foram usados para avaliar a atividade antioxidante. Na analise
antimutagénica, utilizaram-se 30 animais, os quais foram divididos aleatoriamente
em 6 grupos (n=5). Em trés grupos foi aplicado o protocolo de tratamento
simultaneo, em que foi administrada dose Unica do OSc e logo apds os animais
receberam ciclofosfamida por via intraperitoneal, sendo os grupos: Controle
Negativo (CN)- 0,1 mL de agua destilada para cada 10g p.c; controle positivo -
Ciclofosfamida 100mg/kg (C); e tratado - 2000mg/kg do O6leo de licuri +
Ciclofosfamida 100mg/kg (C + OSc). Mais trés grupos receberam 0s mesmos
tratamentos citados, porém utilizando o protocolo de pré-tratamento, em que o OSc
foi administrado uma vez ao dia, sempre no mesmo horéario, durante sete dias
consecutivos, e no oitavo dia receberam ciclofosfamida. Os grupos receberam os
tratamentos com agua e 6leo por via oral. Apds 48h de aplicacdo da ciclofosfamida,
0os animais foram eutanasiados e foram coletados sangue, rim, figado e encéfalo
para realizacdo do ensaio cometa e teste de micronacleo. Em ambos os
experimentos, os resultados do teste do micronucleo e do ensaio cometa foram
analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis e teste T par-a-par com
correcdo de Bonferroni. Os resultados mostraram que o OSc possui baixa atividade
antioxidante pelo método de DPPH e ATT. Em relacéo a atividade antimutagénica, o
OSc apresentou uma reducdo de mutacdo genética expressiva, sendo considerada
excelente no pré-tratamento e moderada no simultdneo. Quanto a andlise
antigenotoxica, no pré-tratamento o OSc promoveu quimioprotecdo em todos 0s
tecidos analisados; no entanto, no tratamento simultdneo a diminuicdo de dano
genético so foi significativa em sangue e figado. Desta forma, apesar de nao ter
atividade antioxidante, o OSc outros mecanismos de acgdo devem explicar a
capacidade antigenotdxica frente a danos genéticos causados pela ciclofosfamida.
No entanto, mais estudos devem ser realizados a fim de elucidar o mecanismo de

quimioprotecdo do OSc e seus possiveis efeitos terapéuticos.

Palavras-chave: Licuri; ensaio cometa; teste de micronucleo; antioxidante.
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ABSTRACT
The present study aimed to determine the possible antioxidant, antimutagenic and
antigenotoxic effect of Syagrus coronara (OSc) fixed oil against damage caused by
cyclophosphamide in Swiss mice. DPPH and ATT methods were used to assess
antioxidant activity. In the antimutagenic analysis, 30 animals were used, which were
randomly divided into 6 groups (n = 5). The simultaneous treatment protocol was
applied in three groups, in which a single dose of OSc was administered and
immediately after the animals received cyclophosphamide intraperitoneally, with the
following groups: Negative Control (CN) - 0.1 mL of distilled water for each 10g
Praca; positive control - Cyclophosphamide 100mg / kg (C); and treated - 2000mg /
kg of licuri oil + Cyclophosphamide 100mg / kg (C + OSc). Three more groups
received the same treatments mentioned, but using the pre-treatment protocol, in
which the OSc was administered once a day, always at the same time, for seven
consecutive days, and on the eighth day they received cyclophosphamide. The
groups received treatments with water and oil orally. After 48 hours of application of
cyclophosphamide, the animals were euthanized and blood, kidney, liver and brain
were collected to perform the comet assay and micronucleus test. In both
experiments, the results of the micronucleus test and the comet assay were
statistically analyzed using the Kruskal-Wallis test and the T-pair test with Bonferroni
correction. The results showed that OSc has low antioxidant activity using the DPPH
and ATT method. Regarding antimutagenic activity, the OSc showed a significant
reduction in genetic mutation, being considered excellent in the pretreatment and
moderate in the simultaneous. As for the antigenotoxic analysis, in the pre-treatment
the OSc promoted chemoprotection in all analyzed tissues; however, in the
simultaneous treatment the decrease in genetic damage was only significant in blood
and liver. Thus, despite having no antioxidant activity, OSc other mechanisms of
action should explain the antigenotoxic capacity in the face of genetic damage
caused by cyclophosphamide. However, further studies should be carried out in
order to elucidate the chemoprotection mechanism of OSc and its possible

therapeutic effects.

Keywords: Licuri; comet assay; micronucleus test; antioxidant.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, mais de 90% da populacdo dos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, fazem uso das medicinas alternativas
tradicionais; dentre elas, destaca-se o uso de plantas medicinais como uma das
mais importantes (Organization, 2002; Sezik et al.,, 2001). As plantas estdo
relacionadas a diferentes efeitos biolégicos devido a sua capacidade de produzir
inumeros e distintos componentes quimicos e bioldgicos, especialmente
componentes do metabolismo primario (Pascoal et al., 2014). Estas substancias sao
utilizadas na prevencao e tratamento de doencas, tais como inflamacéo, cancer,
doencas degenerativas, doencas cardiacas, entre outras (Khalaj et al., 2013).

Uma das plantas que se destacam no meio medicinal alternativo € a espécie
Syagrys coronata comumente chamada de licuri, um tipo de palmeira nativa do
territorio brasileiro e pertencente a familia Arecaceae, encontradas abundantemente
em regifes secas e aridas da Caatinga (Noblick, 1986). Esta espécie vegetal se
representa por sua importdncia econdémica e cultural, pois é responsavel pela
geracdo de renda para a populacdo, tanto no seu uso como fonte de alimento,
qguanto no artesanato, industria de cosmeéticos e construcao civil (Carvalho et al.,
2005; Drumond, 2007).

A améndoa do licuri é amplamente utilizada como fonte de alimento e
extracdo de 6leo para usos culinarios; também sdo muito utilizadas pelas industrias
na producdo de margarinas e lacticinios, bem como cremes e emulsfes nas
indastrias de cosmeéticos (Drumond, 2007; Graziola et al., 2002). Como uso
terapéutico, que € amplamente difundido culturalmente entre as geracdes, ele é
utilizado pelos povos no tratamento de micoses, dores vertebrais, inflamacdes e
cicatrizacao de feridas (Oliveira, 2013; Rufino et al., 2008).

O OSc possui estabilidade térmica e apresenta um alto rendimento de
extracdo em prensa hidréulica, cerca de 50%. Além disso, os estudos mostram
predominancia de acidos graxos saturados em sua constituicdo quimica, sendo o
acido laurico o composto majoritario, seguido do miristico e caprilico. Através dos
estudos presentes na literatura, pode-se dizer que este OSc apresenta uma
composicao e caracteristicas fisico-quimicas que sdo promissoras para possiveis
atividades bioldgicas (lha et al., 2014; Nascimento, 2013; Oliveira, 2013; Skfivanova
et al., 2005).
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Dentre as atividades biolégicas que um fitoterapico pode apresentar, destaca-
se a antioxidante e antimutagénica. Na atividade antioxidante uma substancia
consegue capturar os radicais livres que sao produzidos na célula, vale salientar que
a formacdo de radicais livres estd associada ao desenvolvimento de céanceres e
outras doencas. A vista disso, um fitoterapico com atividade antioxidade pode agir
como antimutagénico e antigenotéxico, sendo capazes de reduzir danos causado no
material genético (GONTIJO et al., 2014).

Uma substancia antimutagénica apresenta a capacidade de prevenir ou
reduzir as mutagBes genéticas, seja ela induzida ou espontanea, diminuindo a
possibilidade do desenvolvimento de céanceres. Os agentes mutagénicos e
cancerigenos estdo presentes em nosso dia a dia, e a busca por compostos que
possam eliminar ou neutralizar estes agentes tornou-se muito importante na
comunidade cientifica, visto os altos indices de canceres e outras doencas causadas
por danos no DNA que estdo afetando consideravelmente a populagcéo (Gontijo et
al., 2014; Hong et al., 2011; Khader et al., 2010; Neri et al., 2006).

Em vista da necessidade de ampliacdo do conhecimento que envolve o uso
de plantas medicinais e seus efeitos na saude humana, além da busca por novos
compostos, moléculas ou substancias que atuem na manutencdo dos efeitos
danosos ao DNA, propomos avaliar o potencial antioxidante, antimutagénico e
antigenotéxico do Oleo extraido das sementes da Syagrys coronata em

camundongos Swiss.

MATERIAIS E METODOS
Obtencao do 6leo vegetal

O dleo fixo utilizado nesta pesquisa foi obtido a partir da coleta de Sementes
da S. coronata e a extracdo mecéanica realizada em prensa elétrica a frio pela
Cooperativa de Producédo da Regido do Piemonte da Diamantina (COOPES) (Bauer
et al., 2013), localizada no municipio de Capim Grosso, Bahia — Brasil (11° 22' 54" S
40° 0' 46" O). Durante a coleta também foram recolhidas sementes do S. coronata,
que foram levadas para identificagcdo e depositadas no Herbario IPA do Instituto

Agronémico de Pernambuco (cédigo 55.147).
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Atividade antioxidante
Captura do radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil)

A atividade antioxidante in vitro foi realizada pelo método de eliminacdo do
radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe), um método descrito na
literatura como facil, preciso, rapido, simples e econdémico (OLIVEIRA, 2015). A
atividade sequestradora dos radicais livres foi medida via doacdo de hidrogénio
usando o radical estavel DPPH. A porcentagem de inibi¢cdo (1%) foi calculado usando
a seguinte equacao: 1% = [(Abs0-Abs1) / AbsO] x 100, onde AbsO € a absorbancia do

controle e Absl é a absorbancia na presenca do composto 6leo (BLOIS, 1958).

A capacidade antioxidante total (CAT)

A capacidade antioxidante total das amostras foi avaliada pelo método de
Aguilar Urbano et al. (2013). Para isso, 100 pL do OSc foram adicionados a 1ml de
solucao de fosfomolibidenio; a mistura foi aquecida a 95 °C por 90 minutos. Apos, as
amostras foram esfriadas até temperatura ambiente a + 25 °C e uma aliquota de 200
uL de cada amostra foi colocada em microplacas, em triplicata, para a leitura da
absorbancia, feita em espctrofotdmetro a 695 nm. A CAT foi expressa em
porcentagem de atividade antioxidante, calculada pela equacdo: AAT (%) = [(Ab
amostra — Ab branco x)/(Ab AA — Ab branco)] x 100, onde AA ¢é absorbancia do

acido ascorbico.

Ensaio antimutagénico e antigenotéxico

Animais

Foram utilizados 30 camundongos machos (Swiss albino), com
aproximadamente oito semanas de idade, pesando em torno de 40g. Durante o
experimento, os animais foram acomodados em caixas de polipropileno, mantidos
em uma sala om temperatura de 22°C + 2°C, umidade relativa de 50 + 5%, com ciclo
de 12 horas luz/escuro. Além disso, receberam agua potavel e racdo ad libitum.
Todos os procedimentos experimentais com animais realizados nesta pesquisa
obedeceram as normas solicitadas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacao

Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
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Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-
UFPE) (processo n° 0038/2018).

Grupos experimentais

A avaliacdo antigenotoxica do OSc contra o dano causado pela ciclofosfamida
foi realizada seguindo os protocolos de tratamento simultdneo e pré-tratamento,
realizados e propostos por estudos anteriores (de Melo et al., 2018; Dos Santos et
al., 2018; Krishna and Hayashi, 2000; Ribeiro, 2003).

No tratamento simultdneo uma dose de OSc foi administrada por gavagem;
logo apoOs os animais receberam ciclofosfamida por via intraperitoneal. No protocolo
do pré-tratamento, os animais foram tratados com OSc, via gavagem, uma vez ao
dia, sempre no mesmo horério, durante sete dias consecutivos, e no oitavo dia
receberam ciclofosfamida. Passadas 48 horas apos aplicacéo da ciclofosfamida em
ambos os protocolos, os camundongos foram eutanasiados para coleta dos tecidos
(rim, figado, encéfalo e sangue).

Em ambos os protocolos havia um grupo controle negativo (CN), que
recebeu, por gavagem, agua destilada, além de um grupo controle positivo (C), que
recebeu apenas ciclofosfamida por via intraperitoneal.

Neste estudo utilizou-se 30 camundongos, os quais foram divididos
aleatoriamente em seis grupos de cinco animais para receber seus respectivos

tratamentos:

Tratamento simultaneo

Grupo 1 — Controle negativo (CN): 0,1 mL de agua destilada para cada 10 g p.c.
Grupo 2 — Controle positivo: Ciclofosfamida 100 mg/kg.
Grupo 3 —2000 mg/kg do 6leo de licuri + 100 mg/kg de Ciclofosfamida.

Pré-tratamento
Grupo 4 — Controle negativo (CN): 0,1 mL de 4gua destilada para cada 10g p.c.
Grupo 5 — Controle positivo: Ciclofosfamida 100mg/kg.
Grupo 6 - —2000 mg/kg do 6leo de licuri + Ciclofosfamida 100 mg/kg.
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Coleta de material biol6gico
Apds 48 horas do final do tratamento, os camundongos foram anestesiados

com quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), por via intraperitoneal. Foi
coletado 1mL de sangue periférico de cada animal por puncao retro-orbital para o
ensaio cometa e teste de microndcleo. Logo depois, 0os animais sofreram eutanasia
com deslocamento cervical e fragmentos (<0,25 cm?®) do figado, cérebro e rim foram
coletados e imersos em um tampao de suspensao celular frio (0,2 M NaH2POs, 0,2
M NazHPO4, DMSO 10%, 100 mM EDTA, 180 M CsH1206). Com auxilio de uma

tesoura de acido inoxidavel, os fragmentos foram triturados até atingir
aproximadamente 1mm, além disso o tecido foi suavemente agitado para facilitar a
saida do fluxo sanguineo dos vasos dos 6érgdos para a solucdo. Posteriormente, 0
tampdo foi trocado por um novo e continuou o processo de trituracdo do tecido até
que o0 novo tampao deixasse 0 aspecto de translicido para turvo, indicando que as
células foram separadas. Cerca de 1ml da suspensao celular foi coletada, colocada
em microtubos que foram mantidos na geladeira até o0 momento do preparo das

laminas para o ensaio cometa (Coelho et al., 2018).

Ensaio Cometa

Seguiu-se o protocolo descrito por descrito por Tice et al. (2000) com algumas
alteracfes. Neste teste todo o procedimento apos coleta do material deve ser
realizado em uma sala sob luz vermelha, pois a presenca de luz branca causa dano
no DNA. Inicialmente 15 uL do material coletado (sangue ou suspensao celular) foi
homogeneizado com 100 yL de agarose de baixo ponto de fusdo e depositados em
uma lamina previamente preparada com uma cobertura de agarose padrdo. Essas
laminas foram cobertas por laminula e levadas para refrigeracdo (10 minutos em
temperatura de 4°C). Posteriormente as laminulas foram retiradas e as laminas
depositas em cubas com solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS,
1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10) por 48 horas. Decorrido o tempo, as
laminas foram imersas em um tampao alcalino (1 M NaOH e 200 mM sal dissodico
EDTA, pH 13) e submetidas a eletroforese (20 minutos, + 300 mA, 37V). Apés a
eletroforese, as laminas foram neutralizadas durante 15 minutos em tampao (Tris-

HCI 0,4 M, pH 7,5), e fixadas em alcool absoluto por 5 minutos.

As laminas foram coradas com 30 ul de brometo de etidio (0,0002%, p / v) e

analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), utilizando o filtro
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Alexa Fluor 546. Foram analisados 100 nucleoides por animal, fazendo uma relagéo
entre o comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do cometa (Coelho et al.,
2018; Collins et al., 2008; Rocha et al., 2019). Cada célula analisada foi classificada
de acordo com o dano, podendo ser 0 (sem dano); 1 (pouco dano aparente); 2 (dano
médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano maximo). Desta forma,

calculou-se o indice de dano (ID) por animal da seguinte forma:

ID total = 0 (n° de cometas classe 0) + 1 (n° classe 1) + 2 (n° classe 2) + 3(n° classe 3) + 4 (n° classe 4)

Outro parametro analisado foi a frequéncia de danos (FD%), que foi calculada
de acordo com a porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 até
classe 4) em relacao ao total de nucleoides contados, que vai da classe 0 a classe 4
(n° total) (Collins, 2008). Seguindo a férmula:

FD = [(n® total —n° classe 0).100]

n° total

Teste do Micronucleo

As laminas foram previamente preparadas para receber o material biolégico.
Inicialmente elas foram lavadas em agua destilada e detergente neutro, banhadas
em alcool 70%, e depositadas em estufa a 80°C. Quando aquecidas, cada lamina
recebeu 10 pL de laranja de acridina (1 mg/mL) que foram uniformemente
espalhados pela lamina. Posteriormente foram depositados cinco microlitros do
sangue coletado, cobrindo-se com uma laminula (Hayashi et al., 1994).

A citotoxicidade foi analisada com a contagem de 100 eritrocitos, avaliando a
proporcdo de eritrécitos policromaticos (PCE) em relacdo ao total de eritrdcitos,
seguindo a férmula: PCE / (PCE + NCE), em que NCE significa eritrécitos
normocromaticos. Posteriormente foram analisados 2000 PCE por animal para se
quantificar a presenca de PCEs micronucleados (PCEMn). Toda a analise foi
realizada em microscoépio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com objetiva de 40X,

utilizando o filtro Alexa Fluor 488.

Analise Estatistica

Tanto para o teste do micronucleo quanto para o ensaio cometa (ID e FD) o
teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar se havia diferenca entre os grupos.
Quando o resultado desse teste foi significativo (p < 0.05), os grupos foram

comparados par-a-par pelo teste T com corre¢ao de Bonferroni.
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Também neste teste, as diferencas foram consideradas significativas quando

p < 0.05. O software R (Team, 2014) foi utilizado para todas as analises e

preparacao dos graficos.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacao da atividade antioxidante do 6leo

As andlises relacionadas a atividade antioxidante do OSc mostraram haver
pouca capacidade antioxidante nos dois métodos utilizados. A maior concentracdo
do 6leo apresentou apenas 10% de sequestro do radical pelo método de DPPH,
valores baixos também foram evidenciados pelo método de ATT, como visto na
tabela 1. Outro estudo com licuri, realizado por Bauer et al., (2013), reportou valores
altos de porcentagem de inibicdo do ion DPPH; entretanto, o método de extracao do

OSc foi diferente do presente estudo.

Tabela 1: Atividade antioxidante (%) em diferentes concentragdes do dleo fixo da S. coronata obtiva
pelo método de DPPH e ATT.

OSc (pg/mL) DPPH (RS %) ATT (RS %)
1000 10,17 £ 2,93 0,9 + 0,10
500 11,18 + 0,66 0,8 +0,05
250 10, 33 +5,08 0,6 + 0,09
125 9,34+0,15 0,3 +0,07
62,5 9,54 + 1,51 0,2 +0,04
31,25 7,42+ 1,12 0,0 +0,00

OSC: Oleo fixo da Syagrus coronata. ATT: atividade antioxidande total; DPPH: Porcentagem
de sequestro de radicais. Os resultados sao expressos como média £ DP (n = 3).

Atividades antigenotéxica e antimutagénica

A iniciacdo da carcinogénese esta envolvida com a exposicdo a um agente
quimico, fisico ou biolégico que cause mutacées nas células (de Souza Destro,
2019; de Souza and Rocha, 2018; Prado, 2014). Sabe-se que essas alteracbes
provocadas no DNA podem ser reparadas pelo proprio organismo, porém ha a
possibilidade também de prevenir ou tratar esses danos com a utilizacdo de agentes
com propriedades antimutagénicas, que podem ser encontrados naturalmente na
dieta ou de forma sintética (Santos Filho et al.,, 2011). Neste panorama, torna-se
importante o uso de recursos ou técnicas que encontre estratégias de identificar ou

prevenir mutacfes genéticas, com o intuito de controlar ou reduzir as chances do
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desenvolvimento de cancer (Aydemir et al., 2005). Para isso, alguns testes sao
realizados no campo investigativo a fim de encontrar agentes antimutagénicos, dos
quais plantas medicinais vém se apresentando como excelentes fontes na
prevencdo de danos ao DNA (Alves et al., 2014; Dos Santos et al., 2018; Mariani et
al., 2013; Tolentino et al., 2015).

Nesta perspectiva, o0 presente estudo utilizou o ensaio cometa e teste de
microntcleo como ferramenta para avaliar o potencial antimutagénico e
antigenotéoxico do OSc através de dois protocolos. Sabe-se que uma substancia
pode ser considerada antimutagénica quando ela é capaz de reduzir a frequéncia ou
a taxa de mutacdes, sejam elas espontaneas ou induzidas, além de prevenir que
elas acontegam (Alves et al.,, 2014; Dos Santos et al., 2018; Mariani et al., 2013;
Oliveira et al., 2009).

A substancia indutora de danos genéticos utilizada nesse estudo foi a
ciclofosfamida (C7Hi1sCl2N202P), que € um agente alquilante de acdo indireta,
pertencente ao grupo das mostardas nitrogenadas. Essa substancia quimica é
metabolizada no figado e seus metabdlitos sdo capazes de fazer alquilacdo no DNA,
resultando em quebra cromossomal (mutacdo) ou morte celular (Almeida et al.,
2005; Murata et al., 2004).

Como esperado, os grupos tratados com a ciclofosfamida neste estudo
apresentaram maior frequéncia de PCEMn e um alto indice de dano genético,
corroborando os achados na literatura (figura 1, 2 e 3) (Alves et al., 2014; de
Almeida et al., 2005; Dos Santos et al., 2018; Mariani et al., 2013). No entanto, os
resultados desta pesquisa mostraram que o OSc pode ser considerado um agente
antimutagénico frente a danos genéticos causados pela ciclofosfamida, visto que ele
diminuiu significativamente o nimero de PCEMn quando comparado o OSc + C com
o C, em ambos os protocolos utilizados (p<,0,05) (figura 1).

Em relacdo a antigenotoxicidade, houve reducdo significativa de dano
genético em todos 0s grupos tratados com o 6leo de licuri quando comparados com
o grupo C no pré-tratamento, indicando que existiu protecdo nas ceélulas do rim,
figado, sangue e encéfalo. A reducdo do indice de dano foi tdo expressiva que nao
houve diferenca estatistica entre o grupo tratado com o OSc e o CN, ou seja, 0S
danos genéticos verificados diminuiram aos niveis de CN, tanto pelo ID quanto pelo
FD (figura 2).



Figura 1 — Analise antimutagénica em sangue periférico de camundongos Swiss tratados
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A: tratamento simultaneo com 1 dose do OSc. B: Pré-tratamento durante 7 dias via oral com o OSc.

CN: controle negativo (agua destilada); C: Controle positivo com ciclofosfamida 100mg/kg; C + OSc:

Ciclofosfamida (100mg/kg) + Tratado com OSc (2000mg/kg). As estrelas representam as médias de
cada grupo. Os valores sobre as barras representam os valores de p na comparagéo par-a-par pelo

teste T com correcé@o de Bonferroni.
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Figura 2 - Avaliacdo do indice de dano, pelo ensaio cometa, no rim, sangue, encéfalo e figado de camundongos Swiss tratados com 2000mg/kg do 6leo fixo
de licuri frente a danos causados pela ciclofosfamida (tratamento simultaneo). CN: controle negativo; C: Controle positivo com ciclofosfamida 100mg/kg; C +
OSc: Ciclofosfamida (100mg/kg) + Tratado com 6leo de licuri (2000mg/kg). As estrelas representam as médias de cada grupo. Os valores sobre as barras
representam os valores de p na comparacao par-a-par pelo teste T com correcdo de Bonferroni.



88

Quanto ao tratamento simultaneo, ao analisarmos encéfalo, rim e sangue, nao
houve diferenca significativa entre tratamentos C+OSc e C (p < 0,05) (figura 3). No
entanto, a administracdo simultanea de uma dose oral, por gavagem, do 6leo fixo de
licuri se mostrou eficiente para diminuir o dano genético causado no figado, nos dois

parametros analisados (ID e FD) (figura 4).

Figura 3 - Avaliacdo da resposta antigenotéxica do encéfalo, rim e sangue de camundongos Swiss
tratados com 2000mg/kg do 6leo fixo de licuri frente a danos causados pela ciclofosfamida
(tratamento simultaneo).
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CN: controle negativo; C: Controle positivo com ciclofosfamida 100mg/kg; C + OSc: Ciclofosfamida
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grupo. Os valores sobre as barras representam os valores de p na comparacgdo par-a-par pelo teste T
com correcdo de Bonferroni.
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Figura 4 - Avaliacdo da resposta antigenotdxica do figado de camundongos Swiss tratados com
2000mg/kg do éleo fixo de licuri frente a danos causados pela ciclofosfamida (tratamento simultaneo).
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CN: controle negativo; C: Controle positivo com ciclofosfamida 100mg/kg; C + OSc: Ciclofosfamida
(100mg/kg) + Tratado com O6leo de licuri (2000mg/kg). As estrelas representam as médias de cada
grupo. Os valores sobre as barras representam os valores de p na comparacgédo par-a-par pelo teste T
com correcéo de Bonferroni.

Analisando os resultados obtidos e os protocolos utilizados, contata-se que o
OSc apresentou maior efeito protetor quando administrado por um maior periodo,
tendo em vista que a diminuicdo do dano foi mais eficaz nos grupos tratados por 7
dias, tanto no ensaio antimutagénico quanto no antigenotoxico. Os resultados de
Dos Santos et al. (2018) corroboram com 0s nossos achados, visto que ele
identificou efeito antimutagénico melhor do extrato da Coriandrum sativu utilizando o
protocolo de pré-tratamento, com reducdo de aproximadamente 55% de danos
genéticos

A menor eficacia no tratamento simultaneo, segundo Kim and Lee (2002),
pode ser explicada pelo fato de que aproximadamente 64% de substancias quimicas
administradas oralmente, como por gavagem, sado perdidas por acoes
gastointestinais, por exemplo uma absor¢do incompleta do composto ou os efeitos
de primeira passagem intestinal e hepatico. Esses fatores podem diminuir
significativamente a biodisponibiolidade da droga, diminuindo sua eficacia
terapéutica, principalmente quando administrada em dose Unica (Yun et al.,2012).

Em relagdo ao efeito quimioprotetor evidenciado nesse estudo, uma possivel
explicacdo € a provavel interacdo entre o0 OSc com a ciclofosfamida, impedindo que
0s metabdlitos genotdxicos causem danos no DNA das células. De uma forma geral
um antimutagénico pode ser classificado como desmutagénico e bio-antimutagénico.

Os desmutagénicos agem inativando os mutagénicos por interacdo quimica ou
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enzimatica, antes que ele ataque o DNA. Ja os Bio-antimutagénicos agem apos o
dano acontecer no material genético, pois eles atuam no processo de reparo e
replicacdo do DNA danificado, diminuindo assim a frequéncia das mutacdes geradas
pelo agente mutagénico (Ferguson, 1994).

Dentro dessa classificacdo, o0s principais mecanismos pelos quais uma
substancia antimutagénica pode agir sdo por inativacdo quimica ou enzimatica,
eliminacdo de radicais livres (efeito antioxidante), impedir a ativacdo metabdlica do
mutagénico ou se ligar a ele fazendo a sua eliminagéo (De Flora, 1998). Nas nossas
condicbes experimentais o OSc ndo apresentou atividade antioxidante satisfatéria,
entdo provavelmente outro mecanismo de acédo deve ser levado em conta, podendo
ser um desses citados anteriormente ou algum ainda ndo descrito. Também néo
foram encontrados estudos que explicassem o efeito antimutagénico de outros 6leos
fixos ou descrevessem a interacdo dos constituintes quimicos encontrados no OSc
com a ciclofosfamida.

E importante analisar o efeito quimioprotetor em diferentes tipos celulares,
pois mutagénicos nao estdo envolvidos apenas com efeitos carcinogénicos, eles
também podem atuar como iniciadores de varios distlirbios, hepaticos,
neurodegenerativos, renais, cardiovascular, dentre outros. Assim, descrever novas
substancias antimutagénicas naturais e elucidar seus mecanismos de acéo, serve
ndo sO para amenizar os efeitos dos mutagénicos no DNA especificamente, mas
também na patogénese de algumas doencas (De Flora et al., 1996; ib Bhattacharya,
2011).

CONCLUSAO

Nas nossas condicbes experimentais o OSc ndo apresentou atividade
antioxidante satisfatoria, mas se mostrou um potente agente antimutagénico e
antigenotéxico contra danos causados pela ciclofosfamida, principalmente quando
ingerido por periodos maiores de tempo.

Apesar dos resultados apresentados nesta pesquisa, € importante a
realizacdo de novos estudos que elucidem o exato mecanismo de interacao
farmacologica do OSc e a ciclofosfamida. Além disso, acdo quimioprotetora dos
compostos presentes no OSc podem apresentar uma variedade de atividades

terapéuticas comerciais contra cancer que precisam ser estudadas.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, concluimos que:

- Oleo fixo do licuri apresenta predominancia de acidos graxos saturados em sua
composi¢cao quimica, sendo o acido laurico o composto majoritario;

- O consumo de 2000mg/kg do oOleo ndo produz toxicidade aguda, além de
alteracfes bioquimicas danosas a saude. No entanto, células endoteliais do figado
apresentaram maior sensibilidade ao 6leo nesta concentracdo, sendo evidenciado
dano na andlise microscopica;

- Os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade né&o identificaram danos

significativos no DNA,

- O 6leo também ndo apresenta toxicidade em células humanas normais (J774.A1 e
HEK — 293), além disso ndo atuou significativamente em linhagem tumoral primaria
(S-180);

- A utilizacdo do oleo fixo de licuri é considerada segura ja que ndo apresentou
danos toxicolégicos a saude;

- O Oleo apresentou desempenho baixo na analise antioxidante pelo método de
DPPH e CAT.

- Através dos estudos realizados nesta pesquisa, € possivel concluir que o 6leo fixo
apresenta efeito antimutagénico e antigenotoxico frente a células renais, hepdticas,
nervosas e sanguineas, apresentando uma fung¢ao quimioprotetora.

- O Oleo isolado possui efeito anti-inflamatério e se mostrou eficaz no processo de
reparo tecidual ao estimular proliferacdo de fibroblastos e fibras colagenas.
Apresenta-se como uma excelente alternativa de terapia por apresentar baixo custo,
biocompatilidade, ndo causar efeitos toxicos a saude, além de auxiliar no processo

de reparo tecidual e melhorar recuperacéo poés-cirurgica.
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- A aplicacao da laserterapia associada ao 0leo fixo de licuri induz ao aumento da
proliferacdo de fibroblastos e fibras colagenas, sendo uma alternativa terapéutica
valida para auxiliar no processo de reparo tecidual, promovendo melhor qualidade
de vida aos pacientes que necessitam desses tratamentos.

- Ha necessidade de estudos complementares para confirmacdo da eficacia e

seguranca do uso clinico do dleo fixo do S. coronata.
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