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RESUMO

Objetivou-se investigar parametros relacionados a toxicidade do 6leo fixo das
améndoas de Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman (OAS). O pefrfil lipidico do
OAS foi elucidado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
Massas (GC-MS) e posteriormente foram realizados ensaios de citotoxicidade
em linhagens celulares de Adenocarcinoma Humano da Glandula Mamaria
(MDB-MB-231) e macréfagos (J744A.1) com o uso de concentragdes de 12.5,
25, 50, 100 e 200 pg/mL do OAS. Ensaios de toxicidade oral aguda,
genotoxicidade e mutagenicidade por teste micronlcleo e ensaio cometa em
camundongos tratados com 2000 mg/kg do 6leo por via oral (V.0). Para a
toxicidade oral aguda os animais foram observados quanto ao comportamento,
peso corpéreo, consumo de racdo, andlise bioquimica do sangue, peso de
orgaos e avaliacdes macroscopicas e microscopicas desses 6rgdos. As analises
estatisticas dos dados coletados foram feitas considerando a média e desvio
padréo dos valores, adotando o nivel de significancia de P<0,05. No geral o OAS
ndo apresentou citotoxicidade as linhagens celulares, exceto para a
concentracdo de 200 pg/mL na qual causou citotoxicidade apenas aos
macréfagos. No que diz respeito a genotoxicidade, ndo se verificaram alteragcfes
nas frequéncias de eritrécitos policromaticos para o teste micronucleo, bem
como também nédo houve alteracéo nas frequéncias de danos e indices de danos
em células sanguineas nucleadas. J& para a toxicidade oral aguda ndo houve
alterac6es comportamentais dos animais tratados com o 6leo, ndo se verificaram
alteracdes no consumo de racao e na variagcao do peso dos animais durante os
14 dias de observacao. A bioguimica do sangue nao diferiu significativamente ao
comparar GCN com GOSs e nédo foram vistas altera¢cdes nos pesos do figado,
rim e baco, bem como néo foram observadas altera¢ges patolégicas quando os
orgaos foram submetidos a analise macroscopica e microscopica. Esse estudo
traz informacdes relevantes a luz do método cientifico quanto a alguns aspectos
relacionados a seguranca no uso do OAS e constitui uma base para futuras

pesquisas relacionadas a elucidacdo do seu perfil toxicolégico.

Palavras-Chave: Toxicidade aguda. Genotoxicidade. Produtos naturais. S.

schizophylla.



ABSTRACT

The objective was to investigate parameters related to the toxicity of the fixed oll
from Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman (OAS) almonds. The lipid profile of
OAS was elucidated by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-
MS) and then cytotoxicity assays were performed on human mammary gland
adenocarcinoma (MDB-MB-231) and macrophage (J744A.1) cell lines using
concentrations of 12.5, 25, 50, 100 and 200 pg/mL of OAS. Acute oral toxicity,
genotoxicity and mutagenicity assays by micronucleus test and comet assay in
mice treated with 2000 mg/kg of the oil orally (O.V.). For acute oral toxicity, the
animals were observed for behavior, body weight, feed consumption, blood
biochemical analysis, organ weights, and macroscopic and microscopic
evaluations of these organs. Statistical analyses of the collected data were
performed considering the mean and standard deviation of the values, adopting
the significance level of P<0.05. Overall, OAS did not show cytotoxicity to cell
lines, except for the concentration of 200 pg/mL in which it caused cytotoxicity
only to macrophages. Regarding genotoxicity, there were no changes in the
frequencies of polychromatic erythrocytes for the micronucleus test, as well as
no changes in the frequencies of damage and damage index in nucleated blood
cells. For acute oral toxicity, there were no behavioral changes in the animals
treated with the oil, no changes in feed consumption, and no changes in weight
variation of the animals during the 14 days of observation. Blood biochemistry did
not differ significantly when comparing GCN with GOSs and no changes were
seen in the weights of liver, kidney and spleen, as well as no pathological changes
were observed when the organs were subjected to macroscopic and microscopic
analysis. This study brings relevant information in the light of the scientific method
regarding some aspects related to safety in the use of OAS and constitutes a

basis for future research related to the elucidation of its toxicological profile.

Key-words: Acute toxicity. Genotoxicity. Natural products. S. schizophylla.
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1 INTRODUCAO

Ecologicamente o territorio brasileiro é dividido em seis biomas: Amazobnia,
Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampa (AGUIAR et al.,2016). A mata
atlantica € um bioma de extrema relevancia ambiental, pois além de comportar uma
grande diversidade biolégica de espécies vegetais e animais do Brasil e do mundo,
possui um expressivo aporte de espécies endémicas (INSTITUTO DE PESQUISAS
JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2009). Nesse dominio fitogeogréafico sdo
encontradas diversas espécies de palmeiras, dentre elas a aricuriroba, de nome
cientifico S. schizophylla (Mart.) Glassman (NOBLIKC, 2019).

S. schizophylla pertence a familia Arecaceae, sua localizacdo € endémica do
Brasil, com ocorréncia em areas de restinga da mata atlantica e também na caatinga,
amplamente distribuida e conhecida popularmente como: aricuriroba, aricuri, guriri,
licuriroba (CNFlora, 2012). Sua estrutura morfolégica comporta uma altura que varia
entre 1-4 m x 10-15 cm, possui uma coroa densa, em suas folhas especificamente
nos peciolos apresentam dentes ou espinhos. Seus frutos sédo produzidos em grandes
guantidades, possui cerca de 3 cm e coloracao amarelo-avermelhado a alaranjado, o
endosperma produz améndoas de sabor amargo (NOBLICK, 2019).

As améndoas produzidas por essa planta tém um alto valor caldrico, podendo
ser introduzida na alimentacdo da populagéo, fato esse mostrado através da analise
centesimal do 6leo fixo das améndoas onde o mesmo apresentou cerca de 70% de
lipideo (PADILHA et al., 2017). Os acidos graxos mais frequentemente encontrados
em Oleos de améndoas de palmeiras do género Syagrus sédo: Acido laurico, caprilico,
caprico, miristico, sendo o &cido laurico com maior concentracdo e este apresenta
alguns beneficios como: um potencial antimicrobiano, melhora o sistema imunoldgico
e tem acado anti-inflamatoria (NOZAKI et al., 2012), porém estudos vém mostrando
gue dosagens elevadas de acidos graxos podem apresentar efeitos toxicos ao
organismo (YAGAWA et al., 2018).

A utilizacdo de plantas medicinais direcionadas ao tratamento de patologias,
prevencdo e cura € uma pratica muito antiga da humanidade (JUNIOR et al., 2005;
GOMEZ et al.,, 2016). Contudo, h4 uma preocupagdo no que concerne ao Uso
inadequado desses produtos, carecendo assim de estudos que visem a sua
administracdo de forma racional (SANTOS et al., 2011). A agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) institui além de outros procedimentos de seguranca
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para 0 uso de compostos candidatos a farmacos, ensaios pré-clinicos, como uma
forma de dar sustentacdo a futuras pesquisas de cunho clinico (ANVISA, 2013). Os
fitofarmacos sdo agentes promissores para 0 uso na terapéutica de diversas
enfermidades, porém o uso irracional bem como a falta de informacgéo sobre sua
composicdo e seguranca toxicologica pode inviabilizar a utilizacdo (CASTILHO et al.,
2021).

Portanto é de fundamental importéncia o teste de seguranca para o uso de
plantas medicinais visto que a tradicionalidade da sua administragcdo nao garante a
seguranca como fitoterapico, sendo recomendada também além da avaliacdo da
toxicidade oral aguda e subaguda a avaliagcdo genotoxica para fitoterapicos de uso
continuo por humanos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Devido a falta de padronizacéo e controle das propriedades farmacoldgicas e
toxicas, ha uma resisténcia na prescricdo de fitoterapicos, sendo assim, a insercéo
dos mesmos na terapéutica médica sera mais efetiva se obedecerem aos critérios de
seguranca, eficicia e qualidade, requisitos esses que também séo preconizados para
medicamentos de uso convencional (RATES, 2001; SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

As palmeiras do género Syagrus tém uma ampla distribuicdo no territorio
brasileiro e apresentam um forte potencial econémico e cultural, principalmente para
grupos sociais que tém essas espécies como fonte de subsisténcia, tendo forte
destaque também para o extrativismo e aproveitamento de seus fitoconstituintes.
Porém nao ha na literatura estudos que mostrem os possiveis efeitos toxicos do Oleo
fixo das améndoas de Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman (OAS). Devido a
necessidade de se obter cada vez mais substancias com potencial farmacologico e
observando que os produtos de origem natural tém se destacado como O6timos
farmacos, essa pesquisa visou agregar informacdes sobre a seguranc¢a no uso do 6leo
das améndoas de S. schizophylla através da avaliacdo dos parametros relacionados

a sua citotoxicidade, toxicidade oral aguda, genotoxicidade e mutagenicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil lipidico e os efeitos: citotoxico, genotoxico, mutagénico e a

toxicidade oral aguda do OAS.

2.2 Objetivos Especificos

e Elucidar o perfil lipidico do OAS através da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS);

e Avaliar a citotoxicidade das concentracdes de 12.5, 25, 50, 100 e 200 pug/mL
do OAS em linhagens celulares de macroéfagos J774.A1 e Adenocarcinoma
Humano da glandula maméria (MDA-MB-231);

e Avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade em células de sangue periférico
de camundongos tratados com OAS por via oral através de teste micronucleo

e ensaio cometa;

e Identificar efeitos toxicos do OAS através da andalise comportamental e

analise bioquimica do sangue de camundongos;

e Investigar a toxicidade oral aguda do OAS através de caracteristicas

macroscopicas e histomorfométricas do figado, baco e rins de camundongos.



15

3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Aspectos Gerias do Bioma Mata Atlantica

Conceituar o que é bioma exige reconhecer diversas caracteristicas ambientais
gue variam desde a associacdo encontrada entre a fauna e a flora na regido, até a
aspectos climaticos, compartilhamento genético -que perpassa entre as espécies ao
longo da evolucédo-, aspectos geomorfologicos e pedoldgicos, ou seja, bioma é uma
associacdo entre vida vegetal e animal que vivem em locais com caracteristicas
similares de modo que ao longo da evolugcdo tiveram uma historia evolutiva
compartilhada, o que resulta em um ambiente com caracteristicas singulares
diferenciando-se assim dos outros tipos de vegetacdes (IBGE, 2004).

A Mata Atlantica é considerada um hotspot no que diz respeito a biodiversidade
e conservacao (FAORO, et al., 2010; WAGNER, 2021; PIFFER et al., 2022). Por
apresentar uma ampla variacdo latitudinal, longitudinal e altitudinal, comporta
diferentes caracteristicas fitofisionémicas, dessa forma, a sua constituicdo € bastante
diversificada permitindo-a apresentar varios padrbes de formacbes vegetais, tais
como: florestas ambroéfilas -que varia da densa a mista-, formacbes de florestas
estacionais, ecotonos e restingas (MUYLAERT et al., 2018).

Delimitar territorialmente um bioma néo € algo trivial, envolve uma série de
fatores, que podem incluir: caracteristicas climaticas, tipo de vegetacao e até mesmo
fatores politicos, sendo assim fica evidente que possam ocorrer variacdes no que diz
respeito a sua delimitacdo (MUYLAERT et al., 2018). Nesse estudo, a fim de abordar
um limite territorial para o bioma Mata Atlantica, considerou-se os limites apresentados
pelo IBGE (2019) que elaborou o Mapa de Biomas numa escala de 1:250 000
abordando as tipologias vegetacionais dominantes de cada ambiente como critérios
para as delimitacdes dos biomas. Sendo assim foram estabelecidos trés limites para
a Mata atlantica, séo eles: Os limites Caatinga-Mata Atlantica, Mata Atlantica-Cerrado
e Pampa-Mata Atlantica (Figura 1).

Segundo a Lei N° 11.428 de 26 de dezembro de 2006 em seu Art. 2 diz que:

Art. 2° Para os efeitos desta Lei, consideram-se integrantes do Bioma Mata

Atlantica as seguintes formacdes florestais nativas e ecossistemas
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associados, com as respetivas delimitagbes estabelecidas em mapa do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, conforme regulamento:
Floresta Ombrofila Densa; Floresta Ombréfila Mista, também denominada de
Mata de Araucarias; Floresta Ombrofila Aberta; Floresta Estacional
Semidecidual; e Floresta Estacional Decidual, bem como os manguezais, as
vegetacoes de restingas, campos de altitude, brejos interioranos e encraves
florestais do Nordeste. (BRASIL, 2006).

Figural: Imagens contendo os limites (linha vermelha) da Mata Atlantica (areas em verde-claro) com
outros Biomas. A figura A representa os limites (Caatinga-Mata Atlantica), figura B (Cerrado-Mata

Atlantica) e figura C (Pampa-Mata Atlantica).

Bioma
Amazdnia
) Caatinga
Caatinga
Cerrado Cerrado
Mata Atlantica Mata Atléntica
75 150 300 Pantanal

0
—— —

Bioma
Mata Atlantica
Pampa

Fonte: IBGE (2019).
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3.1.2 Restinga

A restinga € um ecossistema costeiro marinho pertencente ao Bioma Mata
atlantica, formada a partir de depdésitos arenosos que foram abrigados no decorrer do
periodo quaternario. Durante esse periodo houve a regressdo marinha, com
consequente emersdo da costa brasileira, 0 que resultou no seu surgimento
(BARCELOS et al.,, 2012; REIS, 2006). Segundo o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) em sua resolucdo de n°® 261/1999, a restinga é formada por um
conjunto de ecossistemas com vegetacdes distintas nos aspectos floristicos e
fisionbmicos, porém tém em comum a sua localizacdo, que se da em terrenos com
predominéncia arenosa, sedimento esse de origem marinha, lagunar, além de fluvial,
eollica ou por meio da combinacao desses (BRASIL, 1999).

A formacdo do solo tem origens diversas, podendo ocorrer através da
translocacdo de particulas de poeiras pelo ar, carregamento de areia pela agua e
também sob a acdo das intemperes nas rochas, que por sua vez se degradam e
acumulam matéria organica, e esses elementos influenciam a vasta riqueza de
espécies vegetais presentes nesse ecossistema (BARCELOS, et al., 2012). A restinga
exibe particularidades de carater floristico e pedoldgico tornando-se diferente dos
manguezais e costdes rochosos, além caracteristicas fitofisioné6micas variadas cuja
formacdo estd associada a fatores edaficos, pedologicos e inundacdo do solo
(MAGNAGO et al., 2010).

A geomorfologia, topografia, além de forte influéncia maritima e flutuacao dos
niveis dos lencdes freaticos, sdo variaveis que também afetam a diversidade de
formacdes vegetais. Devido a variacdo topografica de relevo, existem areas em que
hé& o afloramento dos lengadis freéticos, influenciando nas inundag6es do solo, e outras
areas onde os solos ndo séo inundados, pois ha uma predominancia em formacdes
de corddes arenosos mais elevados, fazendo com que as aguas afloradas néo os
alcancem (MONTEIRO et al., 2014).

As comunidades vegetais sdo consideradas edéficas, visto que sua diversidade
sofre mais influéncia do solo invés de outros fatores como o clima, por exemplo
(SOUZA et al.,, 2008). Essas formacdes vegetais incluem: Formacdo haldfila,
formacao aberta arbustiva de Palmae, formacao arbustiva fechada de pds-praia, mata
seca de restinga, brejo litoraneo, formacéo arbustiva de moita, formacdo de mata

paludosa, campos de dunas, floresta periodicamente inundada e formacédo de
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Ericacea (FERREIRA, 2013).

Esse ecossistema sofre por agdes antropicas devido a sua localizagdo que é
de grande interesse para ocupacao, cujo intuito € proporcionar lazer e turismo. Outra
vertente associada a sua degradacédo é a exploracdo com finalidades extrativistas
(SACRAMENTO; ZICKEL; ALMEIDA JUNIOR, 2007) processo desordenado de
urbanizacdo e exploracdo de espécies vegetais para ornamentagdo (LUIJK;
SOLDATI; FONSECA-KRUEL, 2021). Apesar de toda essa pressao que direciona a
ruptura de formacdes floristicas, a restinga apresenta uma alta riqgueza e relevancia
do ponto de vista ecoldgico (MEDEIROS et al., 2010) e também no que diz respeito a
etnofarmacologia (PEREIRA et al., 2020). Um estudo etnobotanico feito por Fonsceca-
Kruel et al. (2006) mostrou espécies localizadas em area de restinga que sao usadas
de forma medicinal, dentre essas espécies estao: Arueira, caju, gravata, inga-mirim,
pitanga e guriri, uma espécie de palmeira pertencente a familia Arecacea. Outro
estudo etnobotanico vem mostrando diversas utilidades de espécies palmeiras em
area de restinga, onde a populacédo faz uso desses vegetais para se alimentar, ha
também uso na ornamentacao, uso mistico-religioso e até com finalidades medicinais
(OLIVEIRA; SANTOS; GOMES, 2018).

O Comité Estadual de Reserva da Biosfera da Mata Atlantica CE-RBMA-AL,
qgue fica localizado no estado de Alagoas, tem como objetivo a preservacdo dos
ecossistemas florestais e principalmente os que pertencem a Mata Atlantica, e
funcionam como articulador entre 6Orgdos governamentais, nao-governamentais,
comunidade cientifica, moradores locais e também empresérios. A Usina Coruripe,
trabalha com a producéo de acgucar, etanol e energia, possui filiais pelo Brasil dentre
elas a do estado de Alagoas, que comporta uma RPPN - Reserva Particular do
Patrimbénio Natural da Mata Atlantica- (RPPN) e é um posto avancado da Reserva da
Biosfera da Mata Atlantica (RBMA), cujos pilares para a elegerem como um posto
avancado, sugerem gue 0s mesmos obedecam a critérios, como: possuir funcdes que
direcionem a protecdo da biodiversidade, desenvolvimento sustentavel e o
conhecimento cientifico. Na Usina Coruripe séo desenvolvidos trabalhos de
preservacdo do pau-brasil, pesquisas cientificas e também desenvolvimento
sustentavel através do uso da palha do ouricuri (Syagrus coronata) e licuri (S.
schizophilla), espécies pertencentes a familia Arecacea (MENEZES; CAVALCANTE;
AUTO, 2004).
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3.1.3 Familia Arecaceae

Dentre a diversidade vegetacional abrigada pelas restingas encontram-se as
espécies de palmeiras (REIS, 2006). A familia das palmeiras -Arecacea - corresponde
a um conjunto de aproximadamente 2.600 espécies com 181 géneros distribuidos no
planeta, tendo as regifes tropicais como pontos principais de ocorréncia (BAKER;
DRANSFIELD, 2016). A América de Sul é o continente no qual predomina a maior
riqueza de espécies de palmeiras no mundo (PINTAUD et al., 2008). No periodo
terciario essa familia obteve o auge de ocupacédo, se disseminando entre todos 0s
continentes, porém durante o processo de dispersao a regido equatorial se mostrou
mais propicia a sua adaptacéao e diversificacdo das espécies. No Brasil a quantidade
de espécies perfaz um total de 270 individuos distribuidos em 38 géneros (SOARES
et al.,, 2014). O Nordeste brasileiro é contemplado com 83 espécies de Arecaceae
(NOBLICK, 2019). Os individuos que compdem essa familia s&o muito diferentes dos
outros por apresentarem um porte elevado e elegante, sendo denominados “principes
das florestas” pelos especialistas em plantas (MENDES et al., 2019).

A inclusdo das palmeiras em Arecaceae requer a existéncia de algumas
particularidades relacionadas aos estipes, folhas, flores, frutos, caracteristicas da
anatomia dos o0rgaos, comparacdes cito-histoldégicas. Além disso, ainda sé&o
englobados parametros relacionados a historia evolutiva da familia e seus géneros.
(SOARES et al., 2014). As palmeiras possuem estruturas morfologicas que as
colocam no grupo das monocotiledoneas, e o que as difere do grupo das
dicotiledbneas -dentre outras caracteristicas- € a presenca de um desenvolvimento
tipico de arquitetura monopodial tendo uma Unica gema terminal (DE CARVALHO
MARIA; BIONDI, 2019). Podem apresentar os dois sexos sendo entéo consideradas
monoicas, ou apresentar 6rgdos reprodutivos separados, correspondendo a espécies
dioicas com representantes machos e fémeas, e em relagédo a suas raizes elas podem
ser aéreas ou subterraneas (CAXAMBU et al., 2015).

A exploracdo de recursos das espécies de palmeiras bem como o
aproveitamento de seus fitoconstituintes, é uma pratica que remonta épocas antigas
(SOARES et al., 2020). Ha registros de seu uso por civiliza¢cdes de muitas regides do
planeta, que disfrutavam das propriedades desse grupo vegetal para diversas
finalidades, seja na ornamentac&o, nutricdo ou até mesmo construcéo civil (SODRE,

2005). Um estudo feito por Soares et al. (2020) mostrou muitas formas de uso das
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palmeiras sendo esses: cobertura de casas, producdo de artesanatos, producdo de
alimento, racdo para animais, uso da polpa in natura, extracdo do Oleo de suas
améndoas. E isso se deve a diversidade na exploracédo, ressaltando dessa forma, a
importancia da familia Arecacea.

Syagrus € um grupo dentro das palmeiras que se encontra fortemente
distribuido no Brasil (LIMA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2014; MEIRELES et al., 2020;
GUARDIA et al., 2021; SANTOS; VITORIA, 2017) e tem a maior representatividade
de espécies de palmeiras na regido nordeste (GUIMARAES et al.,, 2021).
Originalmente esse grupo taxonomico foi descrito por Martius em 1824, é
caracterizado como um género morfologicamente muito variado e de ocorréncia quase
exclusiva do Brasil, existindo representantes de 53 espécies das quais 47 tem
registros no territorio brasileiro (SOARES et al., 2013). H& registro na literatura do uso
de espécies de Syagrus para alimentacdo (CREPALDI et al., 2001), paisagismo
(SANTELLI; CALBO, M; CALBO, A. et al., 2006), além de atividades medicinais como
efeitos antimicrobiano, anti-inflamatorio e antioxidante (FARIAS et al., 2021). Dentre a
diversidade de espécies do género Syagrus, encontra-se a Syagrus schizophilla

(Mart.) Glassman.

3.1.4 Syagrus schizophilla (Mart.) Glassman

S. schizophylla (Figura 2) pertence a familia Arecaceae, é uma espécie de
palmeira endémica do Brasil de ocorréncia na regido nordeste, principalmente em
vegetacao de restinga, nos estados de Alagoas, Pernambuco, além de Sergipe e
Bahia. E amplamente distribuida e conhecida popularmente como: aricuriroba,
licuriroba, coco-babdo, (BELTRAME; JASMIM; VIEIRA, 2019). Sua estrutura
morfologica comporta uma altura que varia entre 1-4 m x 10-15 cm, possui uma coroa
densa, em suas folhas especificamente nos peciolos apresentam dentes ou espinhos.
Seus frutos sdo produzidos em grandes quantidades, possui cerca de 3 cm e
coloracdo amarelo-avermelhado a alaranjado, o endosperma produz améndoas de
sabor amargo (NOBLICK, 2019). A sua floracao se da por meio de inflorescéncia, que
possui de 14-38 raquilas, as flores séo pistiladas com 5-8 x 3-6 mm e raque curvada,
possuindo 18-50 pinas de cada lado (SOARES et al., 2013). Em relacao a germinacao
das sementes de S. schizophyla, ndo ha uma dorméncia fisiolégica que se relacione

ao embrido da planta, significando que o mesmo se desenvolve a medida que o fruto
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amadurece (PIVETTA et al., 2005).

Apresenta utilidades como ornamentagcdo em jardins e cultivos em vasos
(LORENZI et al.,1996). As améndoas produzidas por essa planta tém um alto valor
calorico, podendo ser introduzida na alimentacdo da populacéo, fato esse mostrado
através da analise centesimal do 6leo das améndoas onde o0 mesmo apresentou cerca
de 70% de lipideo (PADILHA et al., 2017). Um estudo mostrou que a S. schizophylla
tem uso etnofarmacoldgico de sua raiz e casca para a producéo de cha (LIMA FILHO;
MARINHO, 2014).

Figura 2: Imagem demonstrando espécies de Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman

Fonte: O autor

O dleo produzido pelas améndoas das palmeiras tem diversas funcionalidades,
desde culinarias, como o 6leo de Syagrus coronata, por apresentar um potencial
alimenticio e nutricional em sua composicdo (GUIMARAES; SHIOSAKI; MENDES,
2021), cosméticos, como visto nas sementes de Euterpe oleracea, que também possui
compostos de utilizacdo para fins terapéuticos (LIRA et al., 2021). Ha na literatura
ensaios sobre o efeito da toxicidade do 6leo das améndoas de Syagrus coronata,
espécie do mesmo género que a palmeira em estudo, onde o0 mesmo nao mostrou
toxicidade ao organismo de camundongos (SOUZA et al., 2021), porém a literatura

nao traz estudos com 6leo da S. schizophylla sobre os efeitos toxicos ao organismo.



22

Entender o perfil toxicolégico € muito importante para dar sustentacdo a estudos

futuros que visem utilizar a espécie de forma segura.

3.5 Aspectos Toxicologicos dos Produtos Naturais

O uso de plantas para cura de enfermidades é uma pratica milenar na histéria
da humanidade. Através de relatos em diversos escritos antigos: chineses, egipcios,
romanos, gregos e indianos foi constatado que a fitoterapia é praticada ha cerca de
5000 anos (FARZAEI et al.,2020). No entanto, h4 uma ideia difundida de que os
fitoterapicos sao totalmente seguros e assim muitas pessoas sdo induzidas a fazer
uso dos mesmos de forma desordenada, o que pode ser prejudicial ao organismo,
tornando o individuo suscetivel a danos em érgdos como o figado, por exemplo
(PARVEZ; RISHI, 2019).

A fitoterapia € um ramo da ciéncia direcionado ao uso de produtos naturais
como alternativa ou complemento a medicamentos alopaticos, porém as
administracdes indiscriminadas desses agentes terapéuticos podem gerar intoxicacao
ou ineficiéncia do principio ativo (BRUNING; MOSEGUI; DE MELO VIANNA et al.,
2012). Vale reforgar o cuidado no uso de plantas para fins medicinais, pois embora
advenham de origem natural, o que muitas vezes justifica seu uso inadequado, podem
apresentar efeitos nocivos ao organismo (FARZAEI et al., 2020).

Um estudo mostrou que no Brasil a incidéncia de intoxicagcdo por plantas
durante os anos de 2012 a 2016 obteve maior taxa para pessoas que fazem uso de
plantas de forma individual sem a orientacdo de um profissional ou nem sequer
buscam por fontes confiaveis para fazer o uso das mesmas (TEIXEIRA et al., 2020).
Mais de 100.000 pacientes sdo recebidos nos centros de intoxicacdo por
apresentarem sinais de toxicidade por plantas medicinais, sejam esses, casos mais
leves nos quais criangas ingerem baixa quantidade, ou ainda casos mais graves de
intoxicacdo por engano (FARZAEI et al., 2020).

Devido a falta de padronizacdo e controle das propriedades farmacoldgicas e
toxicas, hd uma resisténcia na prescrigdo para o uso de fitoterapicos, sendo assim, a
insercdo dos mesmos na terapéutica médica sera mais efetiva se obedecerem aos
critérios de seguranca, eficacia e qualidade, requisitos esses que também séo
preconizados para medicamentos de uso convencional (RATES, 2001; SOUZA-

MOREIRA et al., 2010). Enfatiza-se, assim, a importancia do estudo do perfil
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toxicolégico de plantas com potencial fitoterapico a fim de obter parametros de
seguranga quanto ao seu uso.

As moléculas majoritarias encontradas no 6leo das améndoas de diversas
espécies do género Syagrus séo os acidos graxos, que embora apresentem mdultiplas
funcdes no organismo, inclusive a de fornecer energia para o seu funcionamento (DE
CARVALHO; CARAMUJO, 2018), dependo do tipo e da dosagem ingerida, podem
apresentar aspectos toxicos (LISTENBERGER et al., 2003).

3.6 Acidos Graxos (AG)

Os lipideos séo popularmente chamados de gorduras e estdo presentes em
diferentes partes do organismo, desempenhando diversas funcdes (NASCIUTTI et al.,
2015). E um grupo de compostos heterogéneo cujas caracteristicas em comum se
relacionam, em sua maioria, pelas propriedades fisicas e ndo quimicas. Dentre as
classes dos lipideos estdo presentes os AG, triacilgliceréis, ceras, fosfolipideos,
esfingolipideos (ARAUJO et al., 2017).

Acidos graxos sé&o lipideos classificados como metabdlitos primarios que tém
funcdes estruturais, plasticas, além de ser uma fonte energética (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER et al., 2010). Estdo presentes em todos 0s organismos Vivos,
sendo que no reino vegetal existem cerca de 450 tipos (SANTOS; SANTOS LIMA;
CASTRO, 2021). Em 6leos e também gorduras de origem natural € comum que 0s
mesmos estejam presentes sob sua forma esterificada, na qual € denominada de
acido graxo livre (ARAUJO et al., 2017). A biossintese dos AG se da por processos
interativos e envolve uma maquinaria que possui um alto grau de complexidade
(BELD; LEE; BURKART, 2015). Nas plantas eles exercem diversas func¢des, sejam
elas, estruturais, energéticas e até mesmo na defesa do organismo (LIM et al., 2017;
DE CARVALHO; CARAMUJO, 2018). Estruturalmente os AG sdo compostos por uma
cadeia hidrocarbonada ligada em uma de suas extremidades a um grupo carboxila -
COOH- (Figura 3) (DE SOUZA; MATSUSHITA; VISENTAINER, 1998).
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Figura 3: Estrutura molecular de um acido graxo. Em (a) representando um AG saturado e em (b) um
AG insaturado no qual a saturacao se evidencia pela dupla ligacdo marcada em rosa, na cadeia
hidrocarbonada.

(a) Carboxyl O O (b) -0 0
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Fonte: NELSON; COX, 2005

Dependendo do tipo de ligagdo quimica presente nas cadeias dos AG eles se
classificam em dois tipos: Acidos graxos saturados e insaturados, sendo os saturados
agueles que ndo apresentam dupla ligacdo entre carbonos e os insaturados aqueles
gue possuem um ou mais carbonos com dupla ligacéo (Figura 2) (NASCIUTTI et al.,
2015; MOREIRA et al., 2002; TVRZICKA et al., 2011).

Os AG ainda podem ser classificados de acordo com a quantidade de carbono
gue os compdem, em: AG de cadeia curta, S80 0S que possuem em sua composi¢cao
um numero de carbonos variando entre (1-6), os de cadeia média (7-12) e os de
cadeia longa a partir de 13 atomos de carbono (SCHONFELD; WOJTCZAK, 2016;
DEEN et al., 2021). Nos seres vivos sua composi¢ao varia entre as espécies e nos
tecidos, tanto em relagéo ao tipo quanto a propor¢do dos mesmos (TVRZICKA et al.,
2011).

As plantas superiores os mais comuns sdo: Acido laurico, miristico, palmitico,
estearico, sendo esses os saturados e os acidos: oleico, linoleico e linolénico os
insaturados (SANTOS; SANTOS LIMA; CASTRO, 2021). Estudos vém mostrando que
na composicao dos Oleos das améndoas de espécies do género Syagrus dentre os
AG mais presentes estao: acido laurico, miristico e palmitico sendo que o acido laurico
apresenta-se como o componente majoritario (SOUZA et al., 2021; MEIRELES, 2017,
COIMBRA, 2010; LAURELES et al., 2002).
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3.6.1 Metabolismo dos Acidos Graxos

Os AG podem ser obtidos através da dieta por diversas fontes alimentares,
sejam elas vegetais, animais ou também de organismos marinhos (MOREIRA et al.,
2002). Cerca de 95% dos lipidios ingeridos na dieta estdo em forma de triglicerideos
e 0s outros 5% estdo presentes na forma de AG livre, colesterol, fosfolipideos
(SANTOS et al., 2006). O processo de digestao lipidica se inicia com a sua hidrélise
na cavidade oral e no estbmago, posteriormente sdo encaminhados para o duodeno
onde sofrem o processo de emulsificacdo que é efetivado com o auxilio dos sais
biliares formando as micelas (MOREIRA et al., 2002). As micelas sdo compostas por
ésteres de colesterol, além de triacilglicerois e fosfolipideos, onde os mesmos sao
digeridos pela lipase e colipase para serem inseridos no interior dos enterocitos
(MOREIRA et al., 2002), sendo capazes de absorver com eficiéncia cerca de 95% dos
lipidios dietéticos (UCHIDA et al., 2013).

Dependendo do tipo de AG consumido na dieta, os enterdcitos podem
esterifica-los a triglicerideos, empacota-los em quilomicrons e direciona-los aos vasos
linfaticos, sendo esse o caso de AG de cadeia longa, ou encaminha-los diretamente
para o figado em forma de AG livres através da corrente sanguinea alcancando a veia
porta, onde |4 se ligam de forma parcial a albumina plasméatica e chegam ao figado
para serem rapidamente metabolizados, sendo esse tipo de transporte para os AG de
cadeia curta e média (SCHONFELD; LECH WOJTCZAK, 2016). Os AG de cadeia
média séo rapidamente absorvidos pelo trato gastrointestinal (ROOPASHREE et al.,
2022).

No interior celular essas moléculas podem exercer diversas fungbes, como
fazer parte da membrana celular, serem armazenados, podem ser usados como
molécula para sinalizacédo de lipideos ou ainda serem oxidados para producdo de
energia (CURRIE et al., 2013). O mecanismo pelo qual os AG sao oxidados se chama
B-oxidacdo (beta oxidac&o) que ocorre em maior parte pela mitocondria, embora
existam vias alternativas (RAO; REDDY, 2001). A B-oxidacao consiste na conversao
dos acidos graxos em acetil Co-A e logo apds essa oxidacdo ha outro processo de
oxidagdo das Co-As que resulta em COz2 e H20 (MIURA, 2013).

O figado tem um papel muito importante no que diz respeito a homeostase
lipidica, realizando a sintese de triacilglicerois com AG livres para a formacao de

goticulas lipidicas ou mobiliza a realizacdo da oxidacdo desses AG através dos
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peroxissomas e mitocdndrias a ATPs ou corpos cetdnicos em condi¢cdes de escassez
de carboidratos (NAGARAJAN et al., 2019). Estudos vém mostrando que os AG
podem ser benéficos ao organismo, porém dependendo do tipo bem como a
guantidade dos mesmos ingeridas, podem apresentar efeitos danosos, sendo entédo
toxicos (MIYAGAWA et al., 2018; YANG et al., 2020).

3.7 Ensaios Nao Clinicos

Orgdos como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a
Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) preconizam
ensaios nao clinicos para a implementacdo de novos medicamentos visando a
seguranca no que diz respeito a aspectos toxicolégicos (ANVISA, 2013; OCDE, 2016).
Ensaios néo clinicos como: toxicidade de dose Unica, toxicidade por doses repetidas,
toxicidade reprodutiva, tolerancia local, estudo de carcinogenicidade, genotoxicidade,
sdo alguns dos procedimentos preconizados pela ANVISA como parametros para
determinar a toxicidade de uma substancia. Para essa pesquisa 0s estudos
toxicoldgicos adotados estao de acordo com as recomendacdes da ANVISA e OCDE
para ensaios nao clinicos. As metodologias foram: citotoxicidade, toxicidade de dose

Unica (oral) e genotoxicidade.

3.7.1 Citotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade sdo metodologias in vitro muito utilizadas quando se
qguer saber o comportamento celular frente a agdo de uma droga, com a finalidade de
detectar o potencial citotéxico da mesma ou para aferir a proliferacéo celular apos o
seu uso (ANVISA, 2009). Estes testes sdo também comumente utilizados para auxiliar
na elucidacao do perfil toxicolégico de compostos vegetais candidatos ao uso para
fins terapéuticos (ROSA et al., 2022; HACKE et al., 2022; MCOTSHANA et al., 2022;
BEEBY et al., 2020; NAGHIBI et al., 2014; OCHWANG’| et al., 2018). Avaliar a
toxicidade in vitro € muito importante para determinar se um composto afeta e o quanto
ele afeta os grupos celulares, sendo esse um preditivo para dar prosseguimento aos
ensaios in vivo (SOUZA et al., 2021; NESSLANY, 2017). Nesse estudo escolheu-se
duas linhagens celulares: Adenocarcinoma Humano da Glandula Mamaria (MDA-MB-

231) e Macrofagos (J744-Al), por se tratar de grupos celulares que vém sendo
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utilizados em pesquisas sobre citotoxicidade de diferentes compostos de origem
natural (LAHMADI et al., 2021; MOGHTADERI et al., 2018; ZHAO et al., 2014; ALJARI
et al., 2021; KHALIQ et al., 2022; MAHMOUDVAND et al., 2022; NAZER et al., 2021;
SOUZA et al., 2021).

A linhagem celular de Adenocarcinoma Humano da Glandula Mamaria (MDA-
MB-231) foi obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Dentre outras
propriedades, esse grupo celular é utilizado na avaliacdo da acdo anticancerigena
(FANG et al., 2021; ASL et al., 2021) auxiliando também na interpretacéo de testes de
genotoxicidade (ABO-ZEID; ABO-ELFADL; GAMAL-ELDEEN, 2019). A linhagem
celular MDA-MB-231 é um tipo de célula cancerigena muito agressivo e tem
associagao com o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento (EL-ASHIMAWY et
al.,2020).

Ja alinhagem de Macréfagos (J774-A1) também foi obtida do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ). Além de exercerem fun¢des na homeostase, os macréfagos
atuam no desenvolvimento, auxiliam no reparo tecidual e também em processos
imunologicos, servindo de barreira contra patdégenos que entram no organismo
(WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). Essas células sdo sensiveis a mudancas de
carater fisioldgicos ocasionadas por estimulos ambientais a fim de manter a
homeostase e, por sua vez, os AG livres atuam na modulacdo macrofagica
influenciando na sobrevivéncia dos mesmos (KIM et al., 2017). Sendo assim a analise
da toxicidade com o uso dessas células pode fornecer informagfes importantes
quanto a acao de compostos em responsaveis pela barreira imunoldgica.

Para a analise da citotoxicidade com essas linhagens celulares foi escolhido o
ensaio de viabilidade celular com o uso do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil tetrazolium]). O MTT possui uma coloracdo amarela e se baseia no principio
da reducédo do sal de tetrazélio (soluvel em agua) a formazano (insolivel em agua)
mediada por acdo enzimatica, de modo que essa mudanca resulta em alteracdo da
coloragdo do composto e 0 que antes possuia um espectro amarelado ao ser
metabolizado adquire uma coloragéo roxa (Figura 2.) (BENOV, 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405673122000344#!
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Figura 4: Imagem evidenciando o processo de reducédo do MTT a cristais de formazano
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Fonte: MAGALHAES, 2018

A viabilidade celular pode ser calculada através da averiguacao da absorbancia
da coloracdo roxa por um espectrofotbmetro, sendo essa absorbancia comparada
com um grupo controle (MOURA et al., 2020). A diminui¢do da viabilidade frente ao
uso do MTT pode decorrer de diversos fatores, que incluem: metabolismo,
comprometimento da proliferacdo celular e até mesmo a morte celular (BELTZIG et
al., 2021).

Ensaios in vitro tém algumas vantagens em relagdo aos in vivo, como por
exemplo: obtencdo de dados de forma mais facilitada (ROGERO et al., 2003),
economia de espaco, uma vez que para 0S ensaios in vivo necessita-se de uma
estrutura de biotério (CERQUEIRA, 2008). Para muitos estudos esse tipo de ensaio €
recomendado como modelo a fim de evitar o uso de animais, como os testes que

avaliam danos dermatoldgicos por exemplo (OCDE, 2016).

3.7.2 Genotoxicidade e Mutagenicidade

O DNA (Acido Desoxirribonucleico) € uma molécula formada por uma dupla
hélice, conhecida como a molécula da vida, isso porque ele comporta toda a
informacdo genética que € passada para as novas células no processo de divisdo
celular (ALBERTS, 2003). Essas fitas contém os genes, que pela classificacao
molecular se refere a sequéncias de nucleotideos carregadoras da informacao para a
sintese proteica ou de RNA. E embora esse conceito ainda apresente suas
controvérsias devido a complexidade e funcdes dos genes, ele € o mais utilizado
(JOAQUIM; EL-HANI, 2010).

Os acidos nucleicos estdo expostos constantemente a acdo agentes internos ou
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externos e isso 0s torna passiveis de sofrerem danos em sua composi¢cado genética
(JJANG; PANDA; GEKARA, 2019; AZQUETA et al., 2019). Dano genético se refere a
modifica¢6es na estrutura normal do material genético (SILVA JUNIOR et al., 2021).
O desenvolvimento de sistemas de reparo de DNA ao longo a evolugéo foi uma forma
gue 0s organismos encontraram para evitar a progressao desses danos (LI &
SANCAR, 2020; JIANG; PANDA; GEKARA, 2019). Porém dependendo da acédo do
agente a célula, as modificacbes genéticas podem ser repassadas sem que haja o
devido reparo, ocasionando danos irreversiveis conhecidos como mutacdo. A acdo de
genotoxinas acontece por vezes de forma lenta e gradativa, significando que as
manifestacdes genéticas decorrentes do seu uso surgem tardiamente (OCDE, 2016),
e isso dificulta o diagnéstico precoce para uma intervencdo mais rapida. Logo, é
importante identificar precocemente a acdo de compostos candidatos a farmacos
sobre o material genético.

Os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade auxiliam na elucidacao dos
efeitos toxinogénicos provocados por medicamentos, agrotoxicos, cosméticos e até
mesmo por compostos de origem natural (TURKEZ; ARSLAN; OZDEMIR, 2017).
Esses dois termos possuem interpretagdes diferentes, sendo que a genotoxicidade é
um termo mais abrangente que se refere a danos no material genético que podem ou
ndo provocar mutagcdo. Ja a mutagenicidade € um subconjunto da genotoxicidade e
expressa o resultado de danos que culminam em mutacéo genética (OCDE, 2016). A
associacdo do Teste micronucleo (TMN) e ensaio cometa (EC) € considerada um
padrdo na afericdo do potencial genotdxico e mutagénico uma vez que apresentam
diversas vantagens como alta sensibilidade, baixo custo, robustez, além de alto poder
estatistico (ARALDI et al., 2015). Ambas as metodologias se complementam, de modo
gue o EC detecta danos que podem ou ndo ser reparados pelos sistemas de reparo
de DNA, e o TMN, que detecta modificacdes genéticas que nao foram reparadas e
consequentemente foram passadas para outras células durante o processo de divisdo
celular (JIANG; PANDA; GEKARA, 2019; HEUSER et al., 2008).

3.7.3 Ensaio Cometa
Os danos mais deletérios se expressam quando ha a quebra da dupla fita de

DNA o que pode resultar em cancer, por exemplo (JIANG; PANDA; GEKARA, 2019).

E uma forma de evidenciar esse dano € através do Ensaio cometa (EC) cujo principio
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se baseia na deteccdo de afeccdes ao material genético através da migracdo de
fragmentos gendémicos por eletroforese em gel de agarose. Primeiro, as laminas, com
a amostra do material a ser analisado, sdo cobertas por uma fina camada de gel de
agarose, posteriormente as células ali presentes sdo lisadas com o uso de um
detergente e entdo submetidas a técnica de eletroforese, onde os fragmentos da
molécula de DNA migra para a regido do anodo e assim forma a trilha eletroforética
cauda), que pode ser visualizada através da microscopia de fluorescéncia por meio
de uma coloracgao especial (AFANASIEVA & SIVOLOB, 2018). Esses danos ao serem
analisados no microscépio aparecem distribuidos formando uma espécie de calda que
simula um cometa, caracteristica essa que atribuiu 0 nome a técnica. (GAJSKI;
LANGIE; ZHANATAEV, 2020). O EC é uma das técnicas mais utilizadas para
deteccgéo de danos ao DNA e pode ser realizado em diferentes grupos celulares (MAY
et al., 2022) e tecidos (GAJSKI; LANGIE; ZHANATAEV, 2020). Existem dois métodos
de avaliar o dano genético por EC: o EC neutro e o alcalino. O EC neutro detecta
guebra de fita dupla, e a versao do EC alcalina é capaz de detectar tanto quebra de
fita simples como dupla, embora que haja evidéncias que o EC neutro também possa
detectar a quebra de fita dupla (AFANASIEVA & SIVOLOB, 2018). Devido ao poder
de maior sensibilidade quanto a deteccdo de danos, o EC realizado nesse estudo foi

pelo método alcalino.

3.7.4 Teste Micronucleo

Microndcleos sao fragmentos cromossémicos encontrados externamente ao
nacleo e representam danos genéticos que podem ocorrer de forma natural como
envelhecimento, processos metabdlicos ou ainda podem ser provocados através de
habitos de vida, por exemplo (SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020).
Esses danos séo passiveis de identificacdo através do teste micronucleo (MOTTO et
al., 2021). O dano citogenético ocasionado se da por meio de agentes clastogénicos
gue por sua vez interferem na divisao celular promovendo a quebra de cromossomos,
ou por agentes aneugénicos, sendo esses relacionados a danos no fuso mitético,
incapacitando a migragdo do cromossomo (ARALDI et al., 2015). Quando algum
composto produz danos ao DNA, consequentemente pode-se aumentar a ocorréncia
de micronucleos (D’AGOSTINI; ALZZOTTI; FLORA, 1993).

O TMN foi inicialmente descrito por Schmid e Jenssen Ramel, que utilizaram a
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medula 6ssea em seus experimentos, porém estudos posteriores demonstraram que
0 uso de sangue periférico € tdo eficiente quanto a utilizacdo do sangue medular,
sendo 0 método de coleta por sangue periférico simples de ser realizado, além de
apresentar um dinamismo na coleta de sangue visto que ha a possibilidade de
diversas coletas no mesmo animal durante o periodo experimental. O sangue
periférico dos grupos foi coletado 48Hrs apos a inducdo dos compostos a fim de se
avaliar aberracdes cromoss6micas em eritrocitos policromaticos (EPC), sendo essas

48Hrs o tempo que obtém melhor pico de dano.

3.7.5 Toxicidade Oral de Dose Unica (Aguda)

Embora existam métodos in vitro para avaliar a citoxicidade de alguma
substancia, os mesmos atuam como adjuvante a indicacao prévia das doses iniciais
no teste in vivo. Porém para avaliar os efeitos toxicos nos sistemas fisiologicos séao
necessarios ensaios de toxicidade (VALADARES, 2006). Existem algumas
metodologias para determinar a toxicidade: toxicidade oral de dose Unica (aguda),
toxicidade oral de doses repetidas (cronica) e toxicidade reprodutiva (ANVISA, 2013).

A toxicidade oral de dose Unica (aguda) é um teste preconizado tanto pela
ANVISA quanto pela OCDE com objetivo de avaliar os efeitos que determinados
compostos podem provocar no organismo nas primeiras 24 horas ap0s sua
administracdo  (ANVISA, 2013; OCDE, 2016). Orgdos regulamentadores
disponibilizam guias cujo objetivo é orientar os pesquisadores para a realizacdo dos
testes de toxicidade.

A OCDE disponibiliza guias para o ensaio de toxicidade oral de dose Unica, nos
guais versam sobre procedimentos e técnicas cujo tipo de ensaio dependera do
objetivo da pesquisa bem como os conhecimentos prévios do composto a ser testado.
Esses guias sofrem alteragbes periodicamente, a fim de melhorar a qualidade das
pesquisas. Para ensaios com substancias com possiveis potenciais farmacolégicos,
um dos pré-requisitos € conhecer os constituintes desta, verificar estudos anteriores
sobre sua toxicologia in vivo ou in vitro e se ndo houver pesquisas anteriores, deve-
se considerar estudos que foram realizadas com substancias que possuem uma
composicdo semelhante ao mesmo. Dependendo da composi¢cdo ou dos relatos da
literatura sobre o potencial toxicolégico, pode-se adotar dois tipos de ensaios: o teste

limite e o teste principal.
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O teste limite e o teste principal sdo duas metodologias que devem ser usadas
para diferentes casos, sendo que o teste limite parte do principio de que o composto
a ser testado tem sua composicado quimica elucidada e a mesma apresentou uma
baixa toxicidade quando foi submetida a outros ensaios ou possui caracteristicas
quimicamente conhecidas de substancias ja testadas que nao apresentaram um perfil
toxico. Com base nisso, e considerando os ensaios de citotoxicidade realizados nessa
pesquisa, embora nao existam estudos que tragam a toxicologia do 6leo das
améndoas de S. schizophylla, uma pesquisa recente feita por Santos Souza et al.,
(2021) mostrou que a analise do perfil toxicolégico do 6leo fixo das améndoas de
Syagrus coronata -espécie da mesma familia e género da S. schizophylla- néo
demonstrou alteragBes toxicas relevantes no organismo dos animais quando 0s
mesmos foram submetidos a toxicidade oral aguda. Como o 6éleo fixo das améndoas
de S. schizophylla apresenta uma caracterizacdo de compostos semelhante ao da S.

coronata, foi proposto o teste limite no qual se utiliza 2000 mg/Kg em dose Unica.

3.7.5.1 Parametros Avaliados na Toxicidade Oral

Apoés a escolha das dosagens e aplicacdo das mesmas, 0s animais necessitam
passar por avaliacbes que vao desde o0s primeiros minutos que se seguem
imediatamente apds a administracao até a analise histolégica dos tecidos (MOURA et
al., 2020). Dentre essas avaliagfes tem-se: Screening hipocrético; consumo de racao,
agua e peso corporal; andlises bioquimicas do sangue e histopatologia de 6rgaos.

O screening hipocréatico € a primeira avaliacdo que se faz, ele fornece um
panorama de forma geral da natureza farmacolégica de alguma substancia na qual
nao se tem conhecimento, permitindo verificar o estado de consciéncia do animal,
através de parametros relacionados ao sistema nervoso central, periférico e
autbnomo, como: tremores, lacrimacao, piloerecédo, straub, convulsdo, forca para
agarrar, morte, bem como outras atividades (MOURA et al., 2020; LUCIO et al., 2000).

O sangue € um tecido conjuntivo constituido de células e plasma, que exerce
diversas func¢des no organismo e € responsavel pelo transporte de O2, CO>, nutrientes,
além de metabdlitos das regides nas quais esses compostos foram sintetizados para
distribuicdo pelo corpo, e por fim 0 sangue também € responsavel pela eliminacéo de

restos metabolicos que séo recolhidos, transportados aos 6rgdos de excrecao e la sao
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eliminados para o meio externo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O intestino delgado tem como principal funcéo a digestdo bem como absorcao
dos nutrientes presentes nos alimentos consumidos (UCHIDA et al., 2013). Apés esse
processo 0s nutrientes sdo enviados pela corrente sanguinea e através da veia porta
esse sangue chega ao figado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O figado faz parte
do metabolismo de diversas substancias, das quais quando ingeridas por via oral
passam obrigatoriamente por esse 6rgao e, portanto, 0 mesmo € mais suscetivel a
lesdes induzidas por drogas devido a essas caracteristicas vasculares e também pelas
suas particularidades metabdlicas (ZANG et al., 2020). Muitas dessas afc¢cdes podem
ser averiguadas através de exames bioquimicos sanguineos, ja que 0s mesmo
produzem proteinas/enzimas que ao serem analisadas, suas concentracdes podem
demonstrar se a nivel fisioldgico esses 6rgéos foram afetados. Como no estudo optou-
se pela avaliagéo do figado, rins e baco, devido a esse papel ativo no metabolismo de
substancias, os parametros bioquimicos sanguineos foram avaliados de acordo com

enzimas na qual suas alteragdes podem sugerir alguma toxicidade nesses 6érgaos.

4 Analises Estatisticas: Escolhendo o Teste Mais Adequado

Para que um trabalho de pesquisa apresente resultados o mais fidedigno
possivel, faz-se necessaria a obediéncia metodoldgica, que se fundamenta desde a
escolha do modelo animal até as analises estatisticas (THIESE; ARNOLD; WALKER
SD, 2015). A escolha do tipo de teste estatistico é crucial para expressar 0 que as
variaveis analisadas dizem sobre os dados coletados, de modo que um erro pode
culminar em interpretacdes equivocadas dos resultados (MISHRA et al., 2019). A fim
de escolher o teste estatistico adequado, nessa pesquisa considerou-se os dados que
passaram primeiramente por um processo de identificacdo de outliers e
posteriormente foram submetidos a testes de normalidade de dados.

Outlier € um termo relacionado a um ponto de dados dentro de um conjunto de
valores que pode esta ligado a erros nas atribuicdes desses valores ou pode ser fruto
de um processo natural da populacao analisada (SALGADO et al., 2016; EMBORG,
2023). Muitos pesquisadores suprimem os outliers por se tratar de dados que podem
influenciar significativamente nos resultados, no entanto é importante analisar de
forma minuciosa a necessidade ou nédo de se retirar os dados anormais, pois 0sS

mesmos podem ser validos para o estudo (THIESE et al., 2015).
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Apés a andlise criteriosa dos outliers € comum que os dados passem por um
teste de normalidade, com objetivo de adotar o teste estatistico mais adequado para
a andlise descritiva e inferencial (MIOT, 2017), usando-se uma estatistica néo
paramétrica para dados que ndo seguem uma distribuicdo normal ou uma estatistica
paramétrica para os que tém um padrdo de distribuicdo normal (CHOI, 2018). A
distribuicdo normal, que pode ser representada graficamente através da curva de
Gauss diz que os dados tendem a se acumular em torno de um ponto préximo ao
centro, sendo essa caracteristica denominada de tendéncia central e na distribuicao
nao normal isso ndo acontece (HEGENBERG, 1998).

Existem diversos tipos de testes para se determinar a normalidade dos dados.
Nessa pesquisa foi considerado os testes de normalidade seguindo o estudo de Miot
(2017) onde ele correlaciona o tamanho das amostras com o tipo de teste de
normalidade a ser utlizado. Testes como Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk,
Anderson-Darling e D’agostino-Person dentre outros, sdo normalmente usados para
inferir se os dados obedecem a um padrdo de distribuicdo normal. A escolha bem
como a aplicacdo desses testes dependem da quantidade de amostras. Para
amostras entre 4 e 30 unidades o teste de Shapiro-Wilk é o mais recomendado, pois
usando esse teste h4 uma menor possibilidade de o conjunto de dados ser acometido
pelo erro tipo I*. J& para amostras com n maior que 100 o melhor teste adotado é o
D’agostino-Person, pois com esse teste os dados tém menor chance de serem
afetados pelo erro tipo 112. Para dados maiores que 50 pode ser usado também o teste
Anderson-Darling. O Kolmogorov-Smirnov tém algumas limitacdes e pode ser

substituido pelos testes de normalidade de dados acima mencionados.

YErro tipo I: Possibilidade de encontrar uma diferenca significante mesmo que as amostras analisadas
ndo possuam diferenca entre elas.

2 Erro tipo |l: Possibilidade de n&o encontrar diferenca significante, embora que as amostras
analisadas possuam diferencas entre elas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacdo estao apresentados na forma de artigo.

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E TOXICIDADE ORAL
AGUDA DO OLEO FIXO DAS AMENDOAS DE Syagrus schizophylla (Mart.)
GLASSMAN
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Pereira da Silva Santos?, Fabio Henrique Galdino dos Santos?, Daniela Maria do
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Resumo

O objetivo da pesquisa foi investigar a toxicidade do 6leo fixo das améndoas de
Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman. Para isso, foram realizados ensaios de
citotoxicidade em linhagens celulares de Adenocarcinoma Humano da Glandula
Mamaria (MDB-MB-231) e linhagens de macrofagos (J744A.1), ensaios de
genotoxicidade, através do ensaio cometa e teste micronucleo. E por ultimo a
toxicidade oral aguda, com a administracdo de 2000 mg/kg V.O do 6leo e posterior
observacédo de caracteristicas comportamentais, peso de 6rgaos, analise bioquimica
sanguinea e histologica dos 6rgaos. No geral o 6leo das améndoas apresentou alta
viabilidade as linhagens celulares, exceto para a concentracao de 200 pug/mL na
linhagem de macrofagos J774A.1, na qual causou citotoxicidade. N&o se verificaram
alteracdes genotoxicas nas frequéncias de eritrécitos policromaticos, bem como
também nado houve alteracdo nas frequéncias de danos e indices de dano em células

sanguineas nucleadas. Nao houve alteracbes comportamentais dos animais, no
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consumo de racédo e na variacdo do peso. Os parametros bioquimicos do sangue néo
divergiram significativamente ao comparar o grupo teste com o controle e ndo foram
vistas alteracfes nos pesos do figado, rim e baco, bem como n&o foram observadas
alteracdes histopatoldgicas nos 6rgaos. Essa pesquisa ndo garante a total seguranca
no uso do 6leo, porém traz subsidios para pesquisas posteriores que visem a

elucidacao do perfil toxicologico do OAS.

Palavras-Chave: Toxicidade. Genotoxicidade. Produtos naturais. Syagrus
schizophylla.
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Introducao

Uso de plantas medicinais direcionado ao tratamento de patologias, prevencao
e cura é uma pratica muito antiga da humanidade (JUNIOR et al., 2005; GOMEZ et
al., 2016). No Brasil ha uma a grande diversidade de riqgueza vegetal, o que faz dele
um pais propicio ao desenvolvimento de metodologias de cunho terapéutico com uso
de fitoterapicos (DA ROCHA et al., 2021). Porém h& uma preocupacdo no que
concerne ao uso inadequado desses produtos, carecendo assim de estudos que
visem a administracdo dos mesmos de forma racional (SANTOS et al., 2011).

Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman pertence a familia Arecaceae, € uma
espécie de palmeira endémica do Brasil, conhecida popularmente como: aricuriroba,
licuriroba, coco-babéo, e ocorre na regido nordeste, principalmente na restinga, sendo
essa uma vegetacdo de Mata Atlantica (BELTRAME; JASMIM; VIEIRA, 2019).
Apresenta utilidades como: ornamentacdo em jardins e cultivos em vasos (LORENZI
et al.,1996). As améndoas produzidas por essa palmeira tém um alto valor caldrico,
podendo ser introduzida na alimentacdo da populacao, fato esse mostrado através da
analise centesimal do seu 6leo, onde o mesmo apresentou cerca de 70% de lipideo
(PADILHA et al., 2017). Um estudo mostrou que a S. schizophylla tem uso
etnofarmacologico de sua raiz e casca para a producdo de cha (LIMA FILHO;
MARINHO, 2014). No entanto ndo ha na literatura estudos que versem sobre os
parametros toxicos de seus fitoconstituintes.

Orgdos como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdémico (OCDE) instituem
além de outros procedimentos de seguranca para o uso de compostos candidatos a
farmacos, ensaios pré-clinicos, como uma forma de dar sustentacdo a futuras
pesquisas de natureza clinica (ANVISA, 2013; OCDE, 2016). Os fitofarmacos séo
agentes promissores para 0 uso na terapéutica de diversas enfermidades, porém o
uso irracional dos mesmos, bem como a falta de informacgédo sobre a composicao e
seguranca toxicolégica, podem inviabilizar sua utilizacdo (CASTILHO et al., 2021).
Portanto é de fundamental importancia o teste de seguranca para o uso de plantas
medicinais, visto que a tradicionalidade da sua administracdo ndo garante a
seguranca como fitoterapico (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Devido a falta de padronizacdo e controle das propriedades farmacoldgicas e

toxicas, hd uma resisténcia na prescrigdo para o uso de fitoterapicos, sendo assim, a
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insercdo dos mesmos na terapéutica médica serd mais efetiva se obedecerem aos
critérios de seguranca, eficacia e qualidade, requisitos esses que também sao
preconizados para medicamentos de uso convencional (RATES, 2021; SOUZA-
MOREIRA et al., 2010).

Embora o 6leo das améndoas da espécie S. schizophylla se apresente como
um forte candidato ao consumo humano devido ao seu teor lipidico, o que fortalece a
possibilidade do seu uso, ndo h& na literatura estudos que mostrem 0s possiveis
efeitos em relagdo a toxicidade. Devido a necessidade de se obter cada vez mais
substancias com potencial farmacolégico e observando que os produtos de origem
natural tém se destacado como Otimos farmacos, esse artigo se direciona a
investigagdo de aspectos téxicos do 6leo fixo das améndoas de S. schizophylla
através da avaliacdo dos parametros relacionados a citotoxicidade, toxicidade oral

aguda, genotoxicidade e mutagenicidade.

Materiais e métodos

Obtenc&o do Oleo Fixo da Améndoas de Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman

As améndoas foram coletadas na Usina Coruripe, localizada no estado de
Alagoas, Brasil. A identificacdo do espécime bem como seu registro foi feito no
Herbario do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) com voucher sob n°® 55.148 BR-AL-CORURIPE, B.O VERAS. Para a

extracdo do oleo fixo utilizou-se a técnica de prensagem a frio.

Determinac&o do Perfil de Acidos Graxos

O perfil lipidico da amostra foi determinado utilizando cromatografia gasosa e
espectrometria de massas, ap0s conversdo prévia dos &cidos graxos em seus
respectivos ésteres metilicos. E a cromatografia foi usada para analise de ésteres
metilicos de &cidos graxos, ambos utilizando metodologias descritas no trabalho de
Lima, Navarro e Souza-Santos (2013) de modo que para as analises de ésteres

metilicos, fez-se adaptacbes metodologicas.
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Esterificacdo dos acidos graxos

A amostra lipidica inicialmente foi submetida a uma solvdlise, seguida de
esterificacdo para ésteres metilicos. Suspendeu-se uma amostra de 150 mg de 6leo
de S. schizophylla em 2 mL de cloroférmio, acrescentou-se 2 mL de solucdo de
KOH/MeOH na concentracdo de 0,5 mol/L e realizou-se a reacdo em banho de dleo
de silicone, sob agitacao e refluxo, a 100 °C, durante 5 min. Em seguida, realizou-se
a esterificacdo propriamente dita, segundo a metodologia ISO (2002). Adicionou-se 2
mL de BF3/MeOH (12%), mantendo-se a agitacao e o refluxo e a reacéo prosseguiu
por 30 min, também na temperatura de 100 °C.

Terminada a reagao, esperou-se a amostra esfriar, acrescentou-se 0,5 mL de
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio e realizou-se extragdo com 5 mL de
heptano, sendo repetida quatro vezes. Em seguida, adicionou-se sulfato de sodio
anidro para remocao de agua residual, filtrou-se, e concentrou-se a amostra sob fluxo
de nitrogénio até que fosse reduzida a uma gota. A mistura de ésteres metilicos foi
entdo purificada utilizando cromatografia em coluna, com os eluentes heptano, mistura
de heptano/diclorometano (1:1) e diclorometano, nos volumes respectivos de 25, 30 e
20 mL. A fase estacionaria utilizada foi silica gel 60 (70-230 mesh). As fracdes foram
concentradas até 0,5 mL e analisadas via cromatografia gasosa e cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Analise cromatografica dos ésteres metilicos de acidos graxos

Inicialmente, fez-se a identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Utilizou-se um
equipamento do tipo quadrupolo Agilent, modelo 5977B, equipado com uma coluna
capilar de silica fundida HP-5ms nado polar (Agilent J&W) (30 m x 0,25 mm i. d;
espessura do filme 0,25 mm). O gas de arraste utilizado foi o hélio, fornecido a uma
taxa de fluxo de 1,4 mL/min. O injetor e o detector foram mantidos a 250 °C, e a
temperatura do forno foi programada da seguinte maneira: iniciar em 60 °C, mantendo
por 2 min e, em seguida, aumentar a temperatura para 260 °C a uma taxa de 3 °C/min,
mantendo por 47,5 minutos. A amostra (1 pL) foi introduzida na coluna com o injetor
com split 1:150. A aquisicao através de varredura foi de 35 a 550 m/z com uma taxa

de varredura de 0,7 varreduras/s. A identificacdo dos compostos foi feita pela injecéo
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do padrao de ésteres metilicos de acidos graxos (F.A.M.E. Mix C4-C24), comparando
0s tempos de retencdo dos ésteres identificados na amostra com os tempos de
retencdo dos respectivos ésteres no padrao além da comparacédo dos espectros de
massa com aqueles identificados na amostra pelas bibliotecas do espectrometro de
massas (NIST).

Uma vez realizada a identificacdo dos esteres metilicos, estes foram
quantificados utilizado cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama. O
equipamento utilizado nas analises foi o TRACE GC Ultra (Thermo Scientific),
equipado com uma coluna DB-5 nao-polar, nas mesmas condi¢des da analise via GC-
MS. A quantificacdo dos ésteres metilicos foi realizada em triplicata, obtendo-se um
valor médio para os teores, com respectivos desvios padrdes, a partir da area relativa
dos picos nos cromatogramas obtidos. Como 0s ésteres presentes sdo produto da
esterificacdo dos acidos graxos da amostra, o perfil obtido dos ésteres foi relacionado

aos de acidos graxos presentes inicialmente.

Ensaio de Citotoxicidade

Para averiguar o efeito citotbxico do OAS foram utilizadas as linhagens
celulares de Adenocarcinoma Humano da glandula mamaria (MDA-MB-231) e
macréfagos (J774.A1), ambas obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).
Para manter as células da linhagem MDA-MB-231 utilizou-se 0 meio de cultura L-15
de Leibovitz e F-12 na proporcao de 50% de cada meio com L-glutamina 2 mM -sem
bicarbonato de sédio- e soro bovino fetal a uma concentragdo final de 10% com
auséncia de CO». J4 a linhagem J774A.1 foi mantida em Gibco Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de SFB e 5% de CO». Visando o
ensaio de viabilidade celular, as células foram contabilizadas em cémara de
Neubauer.

A viabilidade foi aferida utilizando-se o ensaio de 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (Mosmann, 1983). As células foram inseridas
em placas de 96 pocos com uma densidade de 1x10* de células/mL e apds 24h de
incubacdo as mesmas foram expostas ao OAS diluido em DMSO a 10% com
concentrac0es finais de: 200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL durante 24h. O 6éleo foi diluido
em DMSO a 10%, e depois para as diluicdes seriadas foram solubilizadas no meio de

cultura. Passadas 24h de exposi¢éo, foi adicionado ao meio de cultura 20uL de
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solucéo de MTT (4mg/mL), e as placas foram incubadas durante 2-3h. Apdos o periodo
de incubacéao, o sobrenadante foi removido e 100uL de DMSO (Dimethylsulfoxide)
foram adicionados. Para avaliar os efeitos citotoxicos do OAS a absorbancia foi
medida em Leitor de Microplaca (BioteK EIx808) no comprimento de 630nm. A
citotoxicidade foi expressa em viabilidade celular: (Abs -absorbancia- da populacéo

celular tratada X 100 / Abs da populacao celular ndo tratada).
Modelo Animal

Foram utilizados camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus)
provenientes do biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)
pesando entre 35+10g com aproximadamente 8 semanas de idade. Os animais foram
conduzidos ao biotério do Departamento de Bioguimica da Universidade Federal de
Pernambuco/UFPE onde foram mantidos em caixas plasticas feitas com material de
polietileno em um ambiente aclimatado com temperatura variando entre 22 + 2 °C,
fotoperiodo de 12h claro/escuro, alimentados com racao e adgua a vontade. Todos 0s
procedimentos que envolveram animais passaram pelo crivo do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e obteve
aprovacao sob o protocolo de n°0039/2021.

Ensaios Genotdxico e Mutagénico

Os ensaios de gonotoxicidade e mutagenicidade foram feitos segundo as
metodologias encontradas nos estudos de Santos Souza et al (2021) e de acordo com
0s guias 474 e 489 da OCDE (2016). Foram utilizados camundongos machos Swiss
Mus muscullus em nimero de 15. Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente
em 3 grupos (n=5): Grupo GCN — grupo controle negativo sendo esse administrado
com 0,5 ml de agua deionizada via oral; Grupo GCP- grupo controle positivo que
recebeu 25 mg/kg de ciclofosfamida via intraperitoneal; Grupo GOSs - grupo tratado
com 6leo das améndoas de S. schizophylla que recebeu 2000 mg/kg (dose Unica) via
oral. Os animais foram tratados por meio de gavagem e observados por duas horas a
fim de verificar possiveis alteragcdes em seus comportamentos e apds 6 horas da
administracdo das substancias 15 microlitros de sangue foi coletado da veia caudal
com auxilio de uma seringa de 1 ml para realizacdo do ensaio cometa. Passadas 42

hrs depois dessa coleta os animais foram pesados e anestesiados com superdose
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anestésica de cetamina (300mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg) intraperitoneal. Entdo foram
coletados 5 microlitros de sangue por punc¢éo cardiaca com uma seringa de 1 ml para
0 ensaio micronucleo, apds a coleta os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical.

Ensaio Cometa (EC)

Para a averiguacdo do dano ao material genético em células nucleadas do
sangue dos camundongos adotou-se 0 ensaio cometa, 0 protocolo utilizado foi o
descrito nos estudos de Santos Souza et al (2021). Na etapa inicial do experimento,
homogeneizou-se 15 pyL de sangue coletado da regido caudal de cada animal com
100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo, com posterior depdsito da mistura em
laminas previamente untadas com agarose padréo a 0,5%. Cobriu-se as laminas com
laminulas e entdo o material foi deixado em um refrigerador a uma temperatura de 4°
C por 10 minutos. Posteriormente, as laminulas foram retiradas e as laminas foram
postas em uma solucdo de lise (cloreto de sodio 2,5 M [NaCl], acido
etilenodiaminotetracético 100 mM [EDTA], 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO,
pH 13) e permaneceram em repouso nessa solucédo por 48 h.

Apods esse procedimento as laminas foram submersas e deixadas 20 minutos
em uma solucéo de tampéao alcalino de eletroforese (1 M NaOH e 200 mM EDTA sal
dissddico, pH 13) para entdo dar seguimento a eletroforese em uma camara horizontal
sob amperagem em torno de 300 mA e 32 V, essa exposi¢ao a carga elétrica durou
20 minutos. Apds esse procedimento fez-se a neutraliza¢do das laminas com duragéo
de 15 minutos em uma solugéo de tampéo trisHCL 0,4 M a PH 7,5 e fixacdo em etanol
absoluto durante 5 minutos. Para que os nucledides pudessem ser visualizados
utilizou-se 30 pL de solugao de brometo de etidio (0,0002% p/v) como corante. A luz
vermelha foi usada nos procedimentos que manipularam amostra sanguinea. Para as
analises foi utilizado um microscépio de fluorescéncia de marca Zeiss-imager M2 sob
ampliacado objetiva de 40 x e filtro AlexaFluor 546 nm.

A fim de quantificar os danos ao material genético avaliou-se 100 nucleoides
de cada animal totalizando 500 nucledides por grupo experimental. A classificacao
dos danos ao DNA se deu através da leitura das laminas no microscopio (Collins et
al., 2008), onde seguiu-se a proporcdo de material genético na cauda e cabeca do

cometa sendo: 0 (sem dano), 1 (pouco dano aparente), 2 (dano médio), 3 (dano médio
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alto) e 4 (dano alto). Para a analise dos 100 nucledides, cada animal foi avaliado
acerca de dois parametros: o indice de dano (DI) e a frequéncia de dano (DF). Os
valores ID variam de 0 (sem dano) a 400 (dano maximo), enquanto os valores FD
variaram de 0 a 100 para cada animal testado (COLLINS et al., 2008; ROCHA et al.,
2019).

Teste Micronucleo (TMN)

As amostras sanguineas de cada animal foram coletadas e postas em 3
laminas (por animal) sendo 5 pL por lamina, previamente untadas com laranja de
acridina, em seguida foram revestidas com laminulas (SANTOS SOUZA et al., 2021).
Logo apoés esse procedimento, sob a luz de um microscopio de fluorescéncia (Zeiss-
imager, M2) com uma objetiva de modo de ampliacdo de 40 x e acoplado um filtro
AlexaFluor 488 foram analisados 2000 eritrocitos policromaticos (EPCs) por animal

para a identificacdo de micronucleos.

Toxicidade Oral Aguda

A avaliacao da toxicidade oral aguda foi realizada de acordo com as diretrizes
da Organizacédo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdémico (OCDE) (OCDE,
2001). Camundongos em numero de 10 foram divididos aleatoriamente em dois
grupos de 5 animais cada: o controle negativo (GCN) composto por animais que
receberam &gua deionizada (0,5 ml) e o grupo tratado (GOSs) que recebeu 2000
mg/kg do OAS, ambos os tratamentos por via oral (V.O). Os animais foram submetidos
a um jejum de 3 horas antes da inducdo dos produtos e posteriormente foram
pesados. As massas foram anotadas para o calculo do peso inicial. Logo apés a
administracdo, foram observados continuamente nas primeiras duas horas pelo
método de screening hipocratico, cujo objetivo foi verificar o comprometimento animal
através dos seguintes parametros: o estado de consciéncia, disposicéo, atividade e
coordenacao do sistema motor e tdnus muscular, atividade do sistema nervoso central
a autbnomo do animal. E depois a cada 24 horas por um periodo de 14 dias. As
AvaliacOes diarias deram-se através da pesagem dos animais e consumo de racao.

Passados 14 dias os animais foram pesados e anestesiados com superdose

anestésica de cetamina (300mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg) intraperitoneal. Confirmada
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a analgesia, foi coletado 1 ml de sangue para andlise bioquimica dos seguintes
parametros sanguineos: albumina (ALB), nitrogénio da ureia no sangue (BUN),
creatinina (CRE), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
colesterol total (CT), triglicerideos (TG), proteina total (TP), fosfatase alcalina (ALP),
gama-glutamil transferase (GGT) e bilirrubina (BIL). Essa coleta se deu por puncéo
cardiaca com um auxilio de uma seringa de 1ml como procedimento terminal
(endpoint).

ApoOs esse procedimento os animais foram submetidos ao deslocamento
cervical e tiveram em seguida o térax e abdémen aberto por uma incisao longitudinal,
onde os 6rgdos foram expostos e passaram por uma avaliagdo macroscopica com o
objetivo de identificar possiveis patologias. Posteriormente o figado, baco e os rins
direito e esquerdo foram coletados e pesados para que fosse calculado o peso relativo
de cada 6rgéo através do calculo determinado nos estudos de ZANG et al., (2020) -
com modificagdes- com a seguinte férmula: (peso do 6rgao/peso médio corporal) X
100. Apds as pesagens, os 6rgaos foram imersos em formaldeido neutro tamponado
a 10% por 48h, depois passaram pelo processamento histologico de rotina que
consistiu em desidratar, diafanizar e inclui-los em blocos de parafina. Logo em seguida
0os Orgdos foram cortados em um microtomo (Leica RM2245) com cortes em
espessura de 4um, pescados com laminas previamente untadas com albumina e
corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram fotomicrografadas em
microscopio optico (Nikon E-200) nas objetivas de 10x -para areas de baco- e 40x —
para figado e rim-, obtendo um total de 20 fotomicrografias por lamina. Essas imagens
foram submetidas as mensuragfes histomorfométricas. Através do aplicativo Image J
na versao 1.8.0_112 foi possivel calcular a celularidade hepética e area nuclear dos
hepatdcitos, area corpuscular, glomerular e espaco de Bowman renais, e area de

polpa branca, polpa vermelha e estroma esplénicos.

Andlises Estatisticas

Os dados coletados foram tabulados no Excel e encaminhados para o
tratamento em programas estatisticos. A avaliacdo dos efeitos citotoxicos se deu
atraves do teste estatistico de analise de variancia (ANOVA) seguido por correcéo de
Bonferroni. Para a os parametros relacionados a racdo e peso corporal bem como 0s

pesos dos orgaos coletados foi feito o teste de normalidade Shapiro-Wilk seguido do
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teste estatistico T de Student Ndo pareado. Para as andlises histomorfométricas
relacionadas a celularidade hepética e area de hepatdcito foi feito o teste de
normalidade D'Agostino & Pearson com posterior teste estatistico U de Mann-Whitney.
E para as analises histomorfométricas do baco e rim foi feito o teste de normalidade
Anderson-Darling seguido de teste estatistico T de Student Nao Pareado para as
areas esplénicas da polpa branca e vermelha, e o teste estatistico U de Mann Whitney
para o estroma esplénico e toda a histomorfometria renal. Todas essas analises foram
feitas com o pacote estatistico GraphPad Prism na verséo 8.0.1. J4 as andlises de
genotoxicidade e mutagenicidade foram feitas utilizando o programa SPSS com a
verificacdo da normalidade através do teste Shapiro-Wilk e posterior teste T de
Student Nao Pareado. Para os parametros bioquimicos sanguineo foi usado o teste
ANOVA-Tukey. Os resultados foram expressos em Média + DP, sendo P<0,05 o valor

de significancia adotado.

Resultados

Andlise do Perfil Lipidico do OAS

O OAS apresentou acidos graxos de cadeia curta, média e longa, porém 0s
acidos graxos de cadeia média (AGCM) expressaram maior propor¢do na composicao
em relacdo aos outros, sendo o acido laurico (AL) o componente majoritario, detendo
59,56% do total de AG identificados na amostra. Embora que o OAS seja composto
em quase sua totalidade de AG cadeia saturada, a analise mostrou a presenca do
acido linoneico e &cido oleico, e esses possuem insaturacfes em suas cadeias

moleculares, perfazendo 4,08% dos AG (Tabela 1).
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Tabela 1. Quantificacdo dos &cidos graxos presentes na amostra de 6leo vegetal

das améndoas de S. schizophylla.

Acidos graxos identificados Simbolo (%) Desv. Pad. A(%)

Acido caprilico C8:0 8,32 0,07

Acido céaprico C10:0 9,62 0,03

Acido laurico C12:0 59,56 0,19

Acido miristico C14:0 13,82 0,10

Acido palmitico C16:0 3,75 0,05

Acido linoleico C18:2n-6 0,80 0,03

Acido oleico C18:1n-9 3,28 0,07

Acido esteérico C18:0 0,82 0,02
Total de &cidos graxos insaturados - 4,08
Total de &cidos graxos saturados - 95,89
Total de acidos graxos identificados - 99,97

A analise do perfil lipidico do OAS foi realizada em triplicada. A tabela mostra as
médias em percentual e seus respectivos desvio padrao.

Ensaio de Citotoxicidade

No geral, os resultados obtidos mostraram que para ambas as linhagens

celulares houve um aumento com significancia estatistica da viabilidade quando
comparada ao grupo controle, porém observou-se um padrdo de diminuicdo
progressivo dessa viabilidade a medida que se aumentaram as concentracdes do
OAS na linhagem de macrofagos J744A.1 (Gréfico 1).

Gréfico 1: andlises da citotoxicidade em linhagens celulares de Adenocarcinoma Humano (MDA-MB-

231 e Macrofagos J774A.1) expostas a diferentes concentracdes do OAS por 24h.
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Essa diminuicédo afetou a linhagem macrofagica de forma mais expressiva com
0 uso da concentracdo de 200 pug/mL do OAS, onde houve citotoxicidade, detendo
uma DL50 acima do limiar, embora que muito préxima de 50%. J& a linhagem celular
de adenocarcinoma humano da glandula mamaria MDA-MB-231 se mostrou mais
resistente ao OAS quando comparada a de macréfagos J774A.1, ndo expressando
citotoxicidade para as dosagens, e ndo apresentou o0 mesmo padréo de diminui¢ao da
viabilidade que foi visto nos macréfagos quando aumentadas as concentracdes do
OAS. Estudos com linhagens celulares sdo bem comuns, devido a sua praticidade na
obtencéo de dados (ROGERO et al., 2003), economia de espaco, visto que o0 uso de
animais demanda uma capacidade espacial maior (CERQUEIRA et al., 2008), além
de ser um ensaio que prediz sobre o potencial toxico anteriormente ao uso de animais
(SOUZA et al., 2021).

Genotoxicidade e Mutagencicidade

Passadas 6h e 48h do periodo experimental, os animais foram submetidos ao
EC e TMN respectivamente. O EC foi usado para a deteccdo de danos em leucécitos
maduros. Quando feita a comparacédo da média do ID e FD do grupo GOSs com o
GCN verificou-se que OAS n&o provocou alteracdes no ID e FD que expressassem
diferenca estatisticamente significante. Por sua vez o TMN identificou danos
cromossOmicos através da existéncia de micronucleos (MN) em eritrOcitos
policromaticos (EPC). Os dados coletados foram expressos em média de frequéncia
de MN em EPC dos grupos GOSs e GCN. Verificou-se que a média de frequéncia de
danos em EPC do grupo GOSs ndo apresentou diferenca com significancia estatistica
guando feita a comparacdo com a média de frequéncia de dano do grupo GCN
(Gréfico 2).

Um grupo controle positivo (GCP) também foi elaborado com o uso da
ciclofosfamida, substancia conhecida por causar danos genéticos, o que fez com que
o GCP apresentasse danos bem superiores e com significancia estatistica quando
comparado ao GCN, permitindo dessa forma, atestar a sensibilidade do EC e TMN

guanto a detecc¢do de alteracdes nas frequéncias de MN, ID e FD.
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Gréfico 2: Avaliacéo do perfil genotoxico do 6leo das améndoas de S. schizophylla (Mart.) Glassman
(2000 mg/kg) V.O. Ensaio cometa 6h e teste micronucleo 48h.
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Dados apresentados como Média + DP. A frequéncia de Microndcleos (FMN), medida pelo teste
microndcleo. A frequéncia de danos (FD) e indice de dano (ID) medidos pelo ensaio cometa. O valor
de significancia foi *(P<0,05)

Toxicidade Oral Aguda

Apo6s a inducdo das substancias, os animais foram observados quanto ao
screening hipocratico, onde nado foram verificadas alteragbes nos parametros
avaliados bem como nédo ocorreram mortes. O peso final, ganho de peso e consumo
de ragao foram avaliados diariamente, e embora os animais do grupo GOSs tenham
consumido mais racao e apresentado um ganho de massa corporal menos expressivo
em comparacao ao grupo GCN, essas diferencas foram irrelevantes do ponto de vista
da significancia estatistica (Tabela 1). Feita a eutanasia, 0s animais tiveram o sangue
coletado para as analises bioquimicas, que se mostraram dentro da normalidade ao
ser comparados GOSs com GCN, mesmo que os valores relacionados a dosagem de
triglicerideos e a aspartato aminotransferase fossem os mais discrepantes entre
GOSs e GCN em comparacéao as outras dosagens (Tabela 4). Os 6rgaos internos da
cavidade toracica e abdominopélvica foram expostos, passaram por uma avaliacao
macroscopica, e ndo demonstraram qualquer sinal que indicasse algum processo

patolégico, como necrose ou hemorragia.
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Tabela 2- Dados referentes a variagéo de peso e consumo de ra¢do dos animais
durante 14 dias ap6s tratados com 2000 mg/kg do éleo das améndoas de S.

schizophylla
Parametro (Q) GCN GOSs 2000 mg/kg v.o
Peso Inicial 39.76+5.481 40.64+4.251
Peso Final 41.00+1.064 40.63+0.609
Ganho de peso corporal 0.247+0.473 0.125+0.474
Consumo de racédo 41.47+10.59 45.84+9.93

Os valores expressos em Média + DP foram submetidos ao teste estatistico U de
Mann-Whitney. O valor de significAncia estatistica adotado foi *(P<0.05).

Anteriormente ao ensaio, foi feita uma comparacao estatistica sobre o peso
inicial dos camundongos de ambos os grupos (tabela 2), com o objetivo de atestar se
as massas iniciais nao diferiam significativamente entre si a ponto de influenciarem
nos resultados do peso final. Depois dessa verificagdo, os animais foram pesados
durante os 14 dias. Feita a andlise, ndo se verificaram altera¢cdes significantes ao

comparar o peso final de GOSs com GCN.

Tabela 3- Dados referentes ao peso relativo dos 6rgédos retirados dos
camundongos tratados durante 14 dias com 2000 mg/kg do 6leo das améndoas
de S. schizophylla

Pesos dos 6rgéaos (g) GCN GOSs 2000 mg/kg v.o
Baco 0.461+0.080 0.556+0.075
Figado 5.664+0.777 6.173+0.423
Rim Direito 0.993+0.166 1.001+0.148
Rim Esquerdo 0.845+0.091 0.944+0.052

Os valores expressos em MédiatDesvio Padrao foram submetidos ao teste
estatistico U de Mann-Whitney. O valor de significAncia estatistica adotado foi
*
(P<0.05).

Ao ser comparados 0s pesos relativos dos rins (direito e esquerdo), figado e
baco dos animais do GOSs com o GCN, ndo se verificaram alteragbes com
significancia estatistica (Tabela 3). Os dados histomorfométricos referentes as
mensuracdes: hepaticas, esplénicas e renais, ndo se alteraram a ponto de obter
valores estatisticamente significantes quando comparadas médias do GOSs com
GCN. Embora que existissem maiores alteragbes nas estruturas renais com
mensuracdes superiores para GOSs em comparacdo ao GCN, ndo houve

significAncia estatistica quando comparadas as suas respectivas médias (Tabela 5).



Tabela 4: Analise bioquimica do sangue de camundongos tratados com o 6leo das
améndoas de S. schizophylla na dosagem de 2000 mg/kg

Parameter GCN GOSs
Albumina (g/dL) 3.22+0.22 3.98+0.70
Alanina aminotransferase (U/L) 78.10+0.96 77.01+£3.44
Aspartato aminotransferase (U/L) 111.44+2.33 117.35+7.76
Fosfatase alcalina (U/L) 11.87+0.70 10.41+1.07
Gama-glutamil transferase 11.90+0.75 10.77+1.23
Proteina Total (g/dL) 4.33+£0.81 4.01+0.35
Nitrogénio uréico no sangue (mg/dL)  40.12+1.55 42.18+1.47
Creatinina (mg/dL) 0.33+£0.05 0.30£0.05
Bilirrubina (mg/dL) 0.41+0.03 0.37+0.11
Colesterol total (mg/dL) 114.12+2.27 118.22+7.11
Triglicerideos (mg/dL) 107.52+4.33 99.75+6.12

Os dados coletados estdo expressos em média e desvio padrao e foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA-TUKEY adotando-se *(P<0.05) como nivel de
significancia.

Tabela 5- Histomorfometria de 6rgaos retirados dos camundongos tratados durante 14
dias com 6leo das améndoas de S. schizophylla

Histomorfometria GCN GOSs 2000 mg/kg
Baco Polpa Branca (%) 29.11+7,97 \?:C? 13+9,48
Polpa Vermelha (%) 70.37+8.09 69.21+9.42
Estroma (%) 0.66+0.37 0.65+0.39
Figado Celularidade 100.9+11.19 100.4+9.155
Area do Hepatdcito pm? 81.10+18.53 82.13+19.35
Rim Area Corpuscular pm? 3587.68+972.3 3760.91+1125.45
Area Glomerular pm? 2795.42+780.91  2920.96+830.29

Espaco de Bowman pm? 792.25% 301.23 839.96 + 391.9

Os valores expressos em Média + DP foram submetidos ao teste estatistico T
Independente (Polpa Branca e Polpa Vermelha) e os demais ao teste U de Mann-
Whitney. O valor de significancia estatistica adotado foi *(P<0.05).
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Figura 1- Imagens histolégicas do rim, baco e figado de camundongos expostos a 2000 mg/kg do
6leo das améndoas de S. schizophylla (Mart.) Glassman

As imagens representam cortes histologicos. Em (A) o cortex renal na objetiva de 40x. A seta
esta apontando para o corpusculo renal. Em (B) representando o bago. O asterisco indica a poupa
branca, cercada pelo resto do contetdo constituido maioritariamente de polpa vermelha com tragcos

de estroma. Em (C) com aumento de 40x € possivel identificar os nucleos dos hepatécitos, mostrado
pela cabeca de seta.

Discussao

A porta de entrada dos lipideos provindos da dieta é o intestino delgado, que
ao receberem essas moléculas na forma de triglicerideos as quebram em
monoacilglicerol e AG pela acdo de enzimas digestivas formando micelas para
absorcao, sendo essas incorporadas aos enterdcitos com bastante eficiéncia, fazendo
com que 95% dos lipideos sejam absorvidos (UCHIDA et al.,2013). O OAS apresentou
expressiva quantidade de AG em sua composicao, principalmente no que diz respeito
ao teor de acido laurico (AL) -AG de cadeia média- que se mostrou como componente
majoritario na amostra analisada. Os acidos graxos por sua vez apresentam funcdes
que vao além daquela referente ao metabolismo oxidativo, exercendo papel nos
processos que envolvem sinalizac&o celular, expressao génica, atividade enzimatica
e homeostase (RIAL et al., 2010; CURRIE et al., 2013).

Um estudo realizado com o uso dos acidos graxos de cadeia média (AGCM): o
acido octnandico, caprico e laurico, demonstraram efeitos antioxidante em hepatocitos
sob estresse provocado por H2O2, essa prote¢édo ocorreu devido ao estimulo que os
AGCM deram a expressdo de genes antioxidantes como o Nrf2 (WANG et al.,2022).
Porém concentracfes elevadas de AG podem provocar quadros de lipotoxicidade e
isso acarreta em alteracdes na estrutura e funcdo mitocondrial (LACERDA; BOCK;
FUNCHAL, 2015), além de estresse ao reticulo endoplasmatico (NIVALA et al., 2013).

Yang et al (2020) relatou que o uso de acido laurico em concentragdes de (0,1
— 0,25 mM) promoveu diferenciacéo celular, j& quando utilizado na concentracdo de
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(1 mM), foi capaz de provocar toxicidade através da diminuicdo da viabilidade por
apoptose celular, reforcando a hipotese demonstrada aqui no estudo onde as
evidéncias mostram uma forte influéncia da concentracdo do AG no efeito citotoxico.

E importante lembrar que o OAS é composto por diferentes AG, portanto os
efeitos provocados nas células com o seu uso podem ter sido ocasionados pela
combinacédo dos seus constituintes. Ao passo que os AGCM, como o acido laurico,
tem o potencial de promover diferenciagéo celular em quantidade adequadas, acidos
graxos de cadeia longa (AGCL) vém sendo relatados na literatura como moléculas de
maior perfil citotéxico quando comparados aos AGCM.

Um ensaio in vitro feito em células beta EndoC-BH1, com o uso de uma
combinacdo de AG mimetizando a composi¢do dos 6leos vegetais mais utilizados,
mostrou que ao se utilizar uma mistura composta com dois grupos de AG (AGCM e
AGCL), sendo os AGCM em maior proporgcédo, os AGCM tiveram um papel atenuador
dos efeitos toxicos que os AGCL poderiam causar a essa linhagem celular se fossem
utilizados de forma isolada (HANSTEIN; LENZEN; PLOTZ, 2020).

Proporcionalmente, o0 OAS apresenta uma composicdo de AG semelhante ao
descrito nesse estudo, o que reforca a ideia de uma possivel combinacdo dos
componentes do OAS -tanto AGCM quanto AGCL- que resultou em uma alta
viabilidade para as células em quase todas as concentracdes testadas, mesmo com
os resultados da citotoxicidade apontando para uma maior sensibilidade da linhagem
de macroéfagos J774A.1.

Os macroéfagos sao células atuantes no sistema imune e sensiveis a mudancas
ocasionadas por estimulos ambientais, essa sensibilidade tem a finalidade de manter
a homeostase e, por sua vez, os AG livres atuam na modulacdo macrofagica
influenciando na sobrevivéncia dessas células (KIM et al.,, 2017). A diminuicdo
progressiva da viabilidade dos macréfagos quando expostos ao OAS em
concentracbes crescentes, e - principalmente para a concentragdo de 200 pg/mL-
proveio de estresse provocado pelos componentes do 6leo, isso devido a maior
sensibilidade que essa linhagem celular apresenta, o que influenciou para o aspecto
téxico quando submetida a exposi¢ao ao 6leo sob essa dosagem.

Ja a linhagem celular MDA-MB-231 € um tipo de célula cancerigena muito
agressivo e associa-se ao desenvolvimento de resisténcia ao tratamento (EL-
ASHMAWY et al.,2020), essa caracteristica deve ter proporcionado uma maior

resisténcia ao OAS quando comparada a linhagem macrofagica. Embora a
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citotoxicidade da linhagem de macréfagos J774.A.1 tenha ocorrido acima da DL50
para a maior concentracdo do OAS, o que nao prevaleceu como padrdo em relacéo
as outras concentracoes, 0s experimentos in vivo como o ensaio de genotoxicidade e
mutagenicidade e toxicidade oral aguda ndo demonstraram aspectos toxicos ao
organismo.

Os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade permitem verificar
precocemente as manifestacdes genéticas ocasionadas no DNA pela exposicédo a
alguma substancia, e isso é importante uma vez que os danos tendem a aparecer
tardiamente (EOCD, 2016). Esses ensaios auxiliam na elucidacdo dos efeitos
toxinogénicos provocados por medicamentos, agrotoxicos, cosméticos e até mesmo
por compostos de origem natural (TURKEZ et al., 2017).

O TMN e EC sdo metodologias consideradas padréo para aferir o potencial
genotoxico e mutagénico por apresentarem diversas vantagens como alta
sensibilidade na detec¢cdo do dano, baixo custo, robustez, além de alto poder
estatistico (ARALDI et al.,, 2015). Ambas as metodologias se complementam:
Enquanto o EC reconhece danos que sdo passiveis de reparacao pelos sistemas de
reparo de DNA, o TMN identifica modificacdes genéticas que por algum motivo nao
foram reparadas por esses sistemas, sendo essas modificacfes perpetuadas para
outras células no momento da divisdo (JIANG; PANDA; GEKARA, 2019; HEUSER et
al., 2008).

Fisiologicamente € comum que o material genético sofra algum tipo de dano
influenciado por produtos reativos provenientes de processos metabdlicos normais do
organismo (BURCHAM, 1999). Essas modificacées genéticas podem surgir ao longo
davida (HEUSER et al., 2008). No gréfico 2 é possivel perceber que tanto os animais
do grupo GCN quanto os do grupo GOSs apresentaram algum tipo de dano quando
submetidos ao EC e TMN. Como ndo houve diferenca significante quando
comparadas as frequéncias de danos sofridos pelo grupo GOSs com GCN, infere-se
que o grupo tratado com o OAS apresentou danos que podem ter surgido por
processos fisiologicos naturais do organismo, assim como ocorreu com 0 grupo
controle. Sendo assim, nossos estudos sugerem que o 6leo fixo das améndoas de
Syagrus schyzophylla ndo apresentou atividade genotdxica ou mutagénica.

Ja a toxicidade oral aguda € um ensaio que facilita o entendimento sobre os
efeitos que muitas substancias podem ocasionar ao organismo, sendo assim,

caracteriza-se como uma metodologia importante para determinar a seguranca
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toxicoldgica (LI et al., 2018; XIAO et al., 2020). A reducédo de massa corplrea € um
indicativo para a toxicidade sistémica (DA SILVA et al.,2016). Na Tabela 2, observa-
se que o desvio padréo para o ganho de peso corporal do GCN e GOSs foi bastante
disperso de suas respectivas médias. E perceptivel que o ganho de peso foi baixo
durante o periodo experimental, variando apenas em numeros decimais para quase
todas as mensuracdes realizadas, que notavelmente oscilaram bastante tanto no GCN
guanto no GOSs, e isso influenciou para esse alto desvio padrdo entre os grupos.
Como o peso final também ndo demonstrou diferencas significantes quando
comparadas as médias dos grupos, infere-se que a variacdo do peso corpéreo dos
animais nao ocorreu por algum efeito toxico que OAS pudesse ter provocado.

Miyagawa et al (2018) identificou em seus estudos que, dietas ricas em AGCM
principalmente o AL na proporgéo de 5% e 10% tiveram efeito na diminuigdo da massa
corporal em camundongo, ja em outra dieta com AL na proporcdo de 2% o mesmo
nao provocou efeito na diminuicdo de peso. Quando analisado no tecido cardiaco, o
AL nas proporgoes de (5% e 10%) provocou estresse oxidativo a esse tecido.

E possivel que o AL tenha bastante influéncia sobre o perfil toxicol6gico do
OAS, devido a sua posicdo como composto majoritario, contudo, nota-se que a
guantidade desse acido graxo presente em uma dosagem de 2000 mg/kg do OAS néo
foi grande o suficiente para influenciar na diminuicdo do peso dos animais tratados.
Vale ressaltar que além do AL, o OAS apresenta outros tipos de AG, que também tém
influéncia na sua funcionalidade.

J& para o calculo das pesagens dos rins, figado e baco (Tabela 3), optou-se
por utilizar a massa relativa desses 6rgéos. E isso importante uma vez que 0 peso
relativo considera a proporcéo do peso do 6rgdo em relacdo a massa corporea (PENG
et al., 2016) dando uma dimensdo mais precisa sobre a influéncia da variacdo da
massa do animal para o peso dos 6rgaos. Tanto a diminuicdo do peso corporal bem
como a elevacdo do peso absoluto e relativo dos 6érgdos tém sido relacionados a
efeitos tdxicos provocados por produtos quimicos (MARINO, 2012). Como nao foram
verificadas diferencas significativas quando comparadas as massas dos 6rgaos entre
GCN e GOSs, conclui-se que esses 6rgaos nao foram afetados pelo OAS nessas
mensuracoes.

Uma das formas de melhor entender possiveis alteragcdes provocadas por
moléculas exdgenas ao organismo € através da observacdo dos parametros

bioquimicos sanguineos. Moléculas que circulam na corrente sanguinea, tais como:
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albumina, alanina aminotransferase, aspartato amonitransferase, fosfatase alcalina,
Gama-glutamil transferase, bilirrubina, sédo indicativos sobre a funcionalidade de
orgaos como figado, baco e rim (KOBAYASHI; SUZUKI; SUGAI, 2020; JAGDISH et
al., 2022; Ll et al., 2021; ARAUJO et al., 2005; FEVERY, 2008).

As alteracbes ainda podem atingir a morfologia dos érgaos, e as analises
histopatoldgicas ddo uma dimenséao sobre os danos provocados (PAULIS et al., 2018).
Os 6rgéos escolhidos para o estudo da histomorfometria fazem parte ativamente da
metabolizacdo de compostos que entram no corpo, bem como a eliminacdo de
metabalitos, e isso 0s torna mais susceptiveis a sofrerem danos que podem culminar
em modificacdes nas estruturas microanatdmicas (GRUNHAGE et al., 2003;
HOFFMANN et al., 2010). Nao foram identificadas alteragdes tissulares quando os

tecidos foram submetidos as analises histomorfométricas.

Conclusao

O OAS nao demonstrou sinais de toxicidade para a maioria dos parametros
avaliados. O estudo apontou que a sua toxicidade é influenciada pela quantidade, e,
ao que tudo indica pela concentracao de seus fitoconstituintes, onde a dosagem de
2000 mg/kg néo foi téxica quando utilizada nos ensaios in vivo. Os resultados apontam
que o Oleo foi seguro quando testado in vivo. Porém estudos posteriores devem ser
realizados para melhor definir o seu potencial toxico em relacdo a outras variaveis.
Também é importante a expansao de pesquisas com Seu UsSO em outras espécies

tidas como modelos experimentais para avaliagdes pré-clinicas.
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6 CONCLUSOES

O dleo fixo das améndoas de Syagrus schizophylla ndo induziu toxicidade
guando testado em camundongos e provocou baixa toxicidade celular. Embora esse
resultado tenha sido positivo, isso nao torna o OAS efetivamente seguro, carecendo
de estudos futuros com a observacdo de outras variaveis que venham a agregar
conhecimento sobre os seus efeitos toxicos ao organismo. Também é importante a
expansdo de pesquisas com seu uso em outras espécies tidas como modelos

experimentais para avaliagdes pré-clinicas.
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