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RESUMO

O Brasil possui ampla biodiversidade natural, a qual representa importante fonte
de compostos bioativos para as industrias farmacéutica, de higiene pessoal, e
de perfumaria, além de pesquisadores para a descoberta de novos insumos e
aplicacbes inovadoras. Syagrus coronata (Mart.) Beccari é uma palmeira
presente em alguns biomas nacionais e possui grande importancia cultural,
socioeconbmica e ecoldgica. As améndoas comestiveis sao ricas em 6leo fixo
qgue pode ser aproveitado tecnologicamente, dada a hipotese de que a
composicdo quimica do mesmo possua compostos ativos Uteis para os setores
farmacéutico, cosmético, alimenticio, ornamental e forrageiro. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar o perfil quimico de acidos graxos por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, as atividades antioxidante
(DPPH), de inibicdo da acetilcolinesterase (método colorimétrico de Ellman) e
antifungica [(Candida albicans ATCC 10231, Candida glabrata (Taniwaki, M.H.)
CCT 0728; Candida krusei (FTI) CCT 1517; e Candida guilliermondii (CCT)
1890], bem como a toxicidade aguda in vitro (Artemia salina, Daphnia magna e
citotoxicidade empregando fibrosblastos murinos — L929) do 6leo fixo extraido
da améndoa de Syagrus coronata adquirido de uma cooperativa nacional. A
analise cromatografica revelou o acido laurico como composto majoritario
(44,61%). A acao antioxidante ndo foi dose-dependente e na maior concentracéo
testada (250 pg mL?), a inibicdo foi de 12,4%. O 6leo promoveu inibicdo da
acetilcolinesterase de 29,4% e Clso = 3,5 £ 0,2 mg mL* e exibiu efeito fungicida
para trés das quatro espécies analisadas (concentracdo fungicida minima =
1.250 ug mL* para C. albicans e C. glabrata e 2.500 pg mL* para C. krusei). O
0leo ndo demonstrou ser toxico para os organismos-modelo (dose letal 50%
=1.082,12 + 1,36 ug mL* e 101,32 mg mL* para Artemia salina e Daphnia
magna, respectivamente) e nem alterou a viabilidade dos fibroblastos murinos
(L929). Os dados revelam a seguranca e a eficacia deste 6leo e demonstram a
possibilidade de maior e melhor aproveitamento sustentavel desta espécie

vegetal.

palavras-chave: Syagrus coronata; composi¢do quimica; atividades bioldgicas;

toxicidade aguda; 6leo fixo.



ABSTRACT

Brazil has a wide natural biodiversity, which represents an important source of
bioactive compounds for the pharmaceutical, personal care, perfumery and
cosmetics industries, as well as researchers for the discovery of new inputs and
innovative uses. Syagrus coronata (Mart.) Beccari is one of the main native palm
trees in the Brazilian biomes and has great cultural, socioeconomic and
ecological importance. It is also a valuable source of fixed oil rich-seeds that can
be used technologically. This chemical composition has active compounds useful
for the pharmaceutical, cosmetic, food, ornamental and forage sectors. The aim
of this study was to characterize the chemical profile of fatty acids by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), the antioxidant
(DPPH), acetylcholinesterase inhibition (Ellman’'s colorimetric assay) and
antifungal activities [(Candida albicans ATCC 10231; Candida glabrata
(Taniwaki, M.H.) CCT 0728; Candida krusei (FTI) CCT 1517; and Candida
guilliermondii (CCT) 1890], as well as the in vitro acute toxicity (Artemia salina,
Daphnia magna and cytotoxicity in murine fibroblasts — L929) of the fixed oil
extracted from seeds of Syagrus coronata acquired from a national cooperative.
GC-MS analysis revealed lauric acid as the major compound (44.61%). The
antioxidant action was not dose-dependent and at the highest concentration
tested (250 pg mL?Y), the inhibition was 12.4%. Licuri oil promoted
acetylcholinesterase inhibition of 29.4% and ICsp = 3.5 + 0.2 mg mL* and it
exhibited a fungicidal effect for three of the four species analyzed (minimum
fungicidal concentration = 1,250 pg m-* for C. albicans and C. glabrata and 2,500
pug mL? for C. krusei). The fixed oil did not prove to be toxic to the model
organisms (lethal dose 50% =1,082.12 + 1.36 ug mL* and 101.32 mg mL™* for
Artemia salina and Daphnia magna, respectively) nor did it change the viability of
the murine fibroblasts (L929) under analytical conditions. The data reveal the
safety and effectiveness of this oil and demonstrate the possibility of greater and

better sustainable use of this plant species.

kei words: Syagrus coronata; chemical composition; biological activities; acute

toxicity; fixed oll.
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1 INTRODUCAO

O licuri - Syagrus coronata (Mart.) Beccari - € uma palmeira nativa do bioma
do Cerrado e da costa leste do Brasil, ocorrendo também no Nordeste e bem
adaptada as regifes secas e aridas da Caatinga e da Mata Atlantica. Possui
grande importancia cultural, socioecondmica e ecologica (SILVA et al., 2019;
SILVA e MIGUES, 2019; PENHA et al., 2023). A extracdo de palmeiras € proibida
pela lei brasileira e, portanto, individuos isolados sdo uma visdo comum em
pastagens manejadas no semiarido brasileiro (SILVA et al., 2019).

A nomenclatura vernacular inclui licuri, ouricuri (portugués), uricuripalme
(alemdo), licuri (espanhol), ouricuri e licuri (inglés). O tamanho da arvore varia
entre 1,5 m a 13 m de altura. Possui grande potencial alimenticio, ornamental e
forrageiro, sendo o seu manejo de grande importancia. Seus frutos séo
elipsodides ou ovoides, 2,5-3x1,7—2 centimetros, com epicarpo verde-amarelado
ou alaranjado, apresentando polpa adocicada e améndoas comestiveis ricas em
O0leo que pode ser aproveitado tecnologicamente (ARCANO et al., 2021;
TEIXEIRA et al., 2022; FREIRES, 2023). De acordo com Ticktin (2004), o licuri
exerce papel vital para a subsisténcia e geracao de renda das comunidades do
semiarido baiano brasileiro.

Rufino e colaboradores (2008) destacaram que tanto os frutos quanto as
sementes do licuri sdo amplamente utilizados na producédo de doces, racéo
animal, 6leo comestivel e biodiesel, enquanto as folhas séo utilizadas no
artesanato e na producéao de utilidades domésticas. Na medicina popular, o 6leo
de S. coronata possui diferentes relatos de suas aplicacdes, como por exemplo:
picadas de cobra, inflamagdes oculares, micoses, cicatrizacdo de feridas e
tratamento da dor espinhal, além de outras atividades bioldgicas, incluindo
atividades antibacteriana, antiparasitaria, inseticida, bem como hidratante
(CORADIN et al., 2018; RAZERA, 2021, RODRIGUES et al., 2011). O extrato
obtido das sementes também tem demonstrado potencialidades bioldgicas,
conforme demonstrado por Silva e Migues (2019). As fracbes aquosas e
metanodlica obtidas das inflorescéncias foram avaliadas por Hugues e
colaboradores (2013) e demonstraram atividade contra Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus resistente a multiplos farmacos. Adicionalmente, Bessa

e colaboradores (2016) e Santos e colaboradores (2019) também demonstraram
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a eficacia antimicrobiana e a atribuiram ao perfil de acidos graxos presentes no
Oleo, rico em &cido laurico. Dos Santos Souza e colaboradores (2021)
demonstraram a seguranca do 6leo fixo por meio de estudos de citotoxicidade,
toxicidade aguda oral in vivo e genotoxicidade, bem como a atividade
antioxidante. Penha e colaboradores (2023) destacaram o0 uso da espécie
vegetal como fonte de compostos bioativos e suas potencialidades tanto para a
saude humana (agentes terapéuticos, cosméticos e alimenticios) quanto para
uso veterinario.

Com interesse em fortalecer o conhecimento e valorizagao do potencial uso
de espécies nativas e diante da escassez de dados na literatura no que tange as
atividades bioldgicas e de toxicidade sobre do 6leo fixo extraido da améndoa de
Syagrus coronata (Mart.) Beccari., neste trabalho foram avaliados o perfil de
acidos graxos, as atividades antioxidante de inibicdo da acetilcolinesterase,
antifangica sbre quatro cepas de Candida ssp, bem como a toxicidade aguda in
vitro (Artemia salina, Daphnia magna e citotoxicidade em fibrosblastos murinos
— 1L929).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OLEOS BOTANICOS

Os Oleos botéanicos séo lipidios ou gorduras derivados de uma ou mais
partes da planta que podem ser classificados como 6leos fixos (vegetais) ou
essenciais (volateis). Apresentam uma combinacdo de acidos graxos saturados
(sem ligacdes duplas), monoinsaturados (uma ligacao dupla) e poliinsaturados
(duas ou mais ligacdes duplas), com comprimento variavel da cadeia carbonica,
ligados a uma molécula de glicerol (ALVES et al., 2019).

Os componentes oleosos extraidos das plantas, apresentam varios
beneficios medicinais, dadas as suas propriedades de barreira na pele, devido
ao seu efeito oclusivo, permitindo que a epiderme retenha umidade e causando
uma diminuicdo nos valores de perda de agua trans epidérmica (TEWL) e a
exposicdo da pele a alérgenos do meio em situagdes de quebra de barreira
epidérmica.

Os acidos graxos livres, principalmente os monoinsaturados, como o acido
oleico, podem penetrar na barreira cutanea atingindo camadas mais profundas
como subcutaneo e atuar como veiculo, promovendo a permeacdo de outros
componentes dos 0leos vegetais e, consequentemente, facilitando sua acdo em
camadas mais profundas do tegumento (LIN et al., 2017).

Além de todo o exposto, 0s 6leos vegetais possuem caracteristicamente
baixo peso molecular e baixa viscosidade, sendo menos oclusivos que os 0leos
minerais, 0 que |hes confere maior penetrabilidade cutanea, sendo fonte de
acidos graxos essenciais e vitaminas para a mesma (LEAL et al., 2013).

Por outro lado, os &cidos graxos possuem papel fundamental na
manutencado e formacdo das membranas celulares do extrato cérneo da pele
humana, camada tecidual que regula a umidade e possui funcao de barreira com
0 meio ambiente, enaltecendo suas funcbes lubrificante, emoliente e
antinflamatéria na pele, regulando; pois, a permeabilidade e equilibrio da
oleosidade natural da pele, com protecdo aos danos ambientais (ALVES et al.,
2019).

Segundo Poljtak e sua equipe (2019), os Oleos vegetais tém apresentado

resultado promissor nos estudos in vitro e in vivo, com efeitos bacteriostaticos,
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antimicrobianos, anti-oxidativos, anti-inflamatérios, promovendo a proliferacao
celular e estimulando a producdo de coldgeno e componentes da matriz
extracelular e, por fim, recompondo a barreira lipidica da pele.

A diversidade quimica presente nos 6leos vegetais pode induzir a uma
variedade de atividades farmacoldgicas e mecanismos de acdo que dependem
das quantidades e propor¢cBes de cada produto quimico. Os &cidos graxos
essenciais presentes nos 0leos vegetais, podem ainda, além da funcdo de
barreira fisica, fornecer gordura para varias camadas da pele e ativar receptores
de peroxissomas que podem diminuir o processo inflamatério através de sua
cascata de ativacédo (LUCA; VALACCHI, 2010).

Por outro lado, alguns 6leos botanicos, ao contrario do que se pensa,
podem ter efeitos indesejaveis na pele, agindo como irritantes quando aplicados
topicamente de forma direta, como o 6leo de oliva, talvez pela presenca de
polifenois e esqualeno. Deste modo, ao pensar-se em um 0Oleo deve-se pensar
em sua complexa constituicio e no sinergismo bioativo de seus
multicomponentes (MOORE et al., 2020).

2.2 FAMILIA ARECACEAE

A familia Arecaceae, também conhecida como Palmae, € o nome cientifico
das palmeiras pertencentes a ordem Arecales, classe Liliopsida e a divisao/filo
Magnoliophyta (SOUZA; LIMA, 2019). E amplamente distribuida territorialmente,
sendo encontrada principalmente nos tropicos e subtropicos. Ocupam nixos
ecoldgicos variados desde estirpes subterraneos e de pequeno porte até formas
arborecentes e raramente trepadeiras, com ou sem espinhos no caule e folhas
(SOARES et al., 2020).

Esta familia, sdo um dos principais troncos da evolucdo das
monocotiledéneas, sendo bem adaptadas a uma variedade de climas e solos,
prosperando principalmente nas regiées com clima quentes e umidos (ELIAS,
2017).

A representatividade da familia destas palmeiras € uma das maiores do
mundo, com cerca de 240 géneros e 2.700 espécies e nhas Américas existem
cerca de 67 géneros e aproximadamente 1.440 espécies, sendo que o Brasil

apresenta cerca de 35 géneros e 380 espécies (SILVA, 2002).
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A maior ocorréncia de géneros desta familia Arecaceae, no territério
brasileiro, sdo encontradas nos campos Rupestres de Minas Gerais, Goias e
Bahia. No entanto, a maior concentracéo de individuos ocorre na chamada “zona
dos cocais” que possui abrangéncia desde o Norte e Nordeste até o Centro-
Oeste, sendo representadas pelos babacguais, carnaubais e buritizais, e mais na
direcdo do Pantanal, os carandazais (LORENZI et al., 2010).

Outros ecossistemas ainda pouco conhecidos, catalogam a presenca desta
familia, tais como a Mata Atlantica, a Caatinga e os Brejos de Altitude (SILVA,
2012).

As espécies da familia Arecacea propagam-se principalmente por meio de
sementes, apresentando germinacao lenta e irregular, que perdem rapidamente
a viabilidade ao sofrer desidratagdo (SILVA, 2012).

As Arecaceaes, por apresentarem um grande nuamero de espeécies,
representam grande importancia econémica e ornamental, sendo exploradas e
utilizadas comercialmente devido ao vasto repertorio de produtos que podem ser
obtidos de seus recursos biolégicos, tais como 6leo, amido, cera, palmito e as
fibras, considerando-se a referida familia, como um dos recursos vegetais de
maior importancia para o homem em diferentes culturas (SILVA, 2012).

Geralmente, todas as partes (fruto, palha, tronco, raiz, etc) das palmeiras
sdo utilizadas. No género Euterpe (Acaizeiro), por exemplo, o fruto (acai) €
utilizado como alimento (vinho, polpa congelada, sorvete, picolé, acai em po,
geleia, bolo, mingau, corante, bombom); a palha € empregada para fazer casa,
cesto, tapete, abanador, adubo e racdo animal; com o caroc¢o se produz adubo,
colares e pulseiras; o estipe (tronco) é utilizado em construc¢des rurais como ripas
e caibros; com a raiz € preparado cha para verminoses; e finalmente, o cacho é
usado como adubo, vassoura de quintal, e quando queimado como repelente
(SOUZA et al., 2019).

2.3 GENERO SYAGRUS

O género Syagrus estd inserido na familia Arecaceae e na subfamilia
Arecoideae, sendo praticamente restrito e encontrado na América do Sul e
concentrando-se mais densamente no leste do Brasil. Com excec¢ao do Chile,
todos os paises do continente da América do Sul possuem espécies nativas do

Syagrus. No territério brasileiro, as palmeiras deste género distribuem-se nas
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florestas tropicais, Mata Atlantica, Caatinga do Nordeste do Brasil. Crescem
também ao nivel do mar até regides elevadas com 1.800 metros de altitude,
porém s&o nas zonas de transicdo e florestas sazonalmente secas, savanas
(cerrados) e nos campos rupestres que abrigam a maior parte de suas espécies
(NOBLICK, 2017).

2.4 Syagrus coronata (Mart.) Beccari

A palmeira popularmente conhecida como Licuri, aricuri, coqueiro
cabecudo, coqueiro dicori, licurizeiro, nicuri, ouricuri e uricuri, cujo nome
cientifico é Syagrus coronata (Mart.) Beccari ganha eco no bioma brasileiro por
sua vasta distribuicdo no territério nacional, em areas de semiarido, cerrado e
caatinga, sendo este Ultimo, o Unico bioma exclusivamente brasileiro
(DRUMOND, 2007; MEDEIROS et al., 2019; CAMPOS et al., 2018; GUIMARAES
et al., 2021).

A palmeira licuri apresenta distribuicdo determinada por dois fatores
principais: a sazonalidade das precipitacdes e também a precipitacdo de chuva
no trimestre mais frio do ano. Portanto, ndo s6 a quantidade de chuvas anuais,
mas também sua distribuicdo temporal, impactam e exercem forte influéncia nas
areas cuja palmeira é mais prevalente. Areas onde a sazonalidade das
precipitacdes é menos pronunciadas, com niveis de precipitacdo entre 220-600
mm no trimestre mais frio, sdo mais propicias a ocorréncia da palmeira (LIMA et
al., 2020).

Conhecida como a “arvore salvadora da vida”, por ser uma palmeira
totalmente aproveitavel, desenvolve um importante papel socioeconémico,
cultural e ambiental para a subsisténcia do sertanejo (GUIMARAES et al., 2021).
As palmeiras séo utilizadas para ornamentacéo, de suas folhas sédo extraidas
cera e o Oleo de suas améndoas fornecem componentes para a producdo de
sabdo. Por fim, o mesocarpo do licuri, rico em fibras vegetais, € utilizado para o
artesanato (LORENZI et al., 2010).

O nome coronata provém de suas folhas com distribuicdo espiralada ao
longo do tronco, formando uma “coroa foliar” em seu apice. O licuri possui
inflorescéncia bem ramificada e protegida por uma bractea lenhosa

popularmente chamada de cimba, que pode chegar até a um metro de
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comprimento albergando grande quantidade de pequenas flores amarelas
(RAZERA, 2021).

Apresentam estirpe (caule) unico, medindo de oito a onze metros com
folhas de aproximadamente trés metros, pinadas e com peciolo longo e bainha

invaginante, cujos foliolos de tonalidade verde-escura, estdo arranjados em

Figura 1. Aspecto geral da palmeira licuri. Fonte: o autor (2023).

A florescéncia e frutificacdo da espécie ocorrem durante todo o ano, porém
com maior frutificacdo entre maio e agosto, culminando com o amadurecimento
dos frutos entre os meses de outubro e dezembro, porém os picos de floracao
estdo definidos em areas especificas e variam com os indices pluviométricos
(MIRANDA, 2011).

Os frutos do licuri podem ser consumidos em sua totalidade pela
populacédo, ou seja, tanto a polpa, quanto a améndoa (LORENZI et al., 2010).
Quando verdes, possuem endosperma liquido, que vai solidificando no processo
de amadurecimento do mesmo, até transformar-se em uma améndoa (SANTOS,
2011). Quando maduros os frutos apresentam uma coloracdo do amarelo claro
ao alaranjado, a depender do estagio de maturagcdo, possuindo ainda polpa
amarela, pegajosa e adocicada, cujas sementes, quando secas, tornam-se
escuras e com tegumento duro revestindo sua améndoa rica em 6leo que
percentualmente representa 38% da mesma (BARBOSA et al., 2020a). O teor
lipidico em seus frutos é de 4,5% na polpa e 49,2% na améndoa (CREPALDI et
al., 2001; LORENZI et al., 2010). Os frutos podem ser observados nas Figuras 2
e 3.
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Figura 2. Frutos de Licuri com drupa inteira, cortada transversalmente e com
retirada do epicarpo e exposicdo do mesocarpo. Fonte: o autor (2023).

Figura 3. Corte transversal demonstrando as camadas de um fruto de licuri Fonte:
0 autor (2023).

A améndoa do licuri apresenta teor de 49,2% de lipideos e 11,5% de
proteinas e a polpa dos frutos possui 13,2% de carboidratos totais. Vale ressaltar
gue o teor de proteinas, embora menos expressivo do que em outros vegetais,
€ maior que o encontrado em frutos de espécies de palmeiras amazobnicas, que
varia de 1,18 a 5,5%. O uso da améndoa em formulacées alimenticias também
€ recomendado em acfes para o combate a fome e desnutricdo na regido
Nordeste (CREPALDI et al.,, 2001; CORADIN et al., 2018). Ja os frutos séo
energéticos, com valor calérico de 108,6 kcal/100 g* para a polpa e 527,3
kcal/100 g* para a améndoa, sendo também fontes ricas em carotenoides.
Embora o teor de B-caroteno seja inferior ao valor obtido nos frutos de outras
palmeiras, o licuri constitui uma boa fonte de B-caroteno, sobretudo em periodos
de seca severa em regifes onde, muitas vezes, se constitui no Unico alimento
disponivel (CREPALDI et al., 2001; CORADIN et al., 2018).



21

7

O processo tradicional de torra das castanhas, que € realizado pelas
comunidades que se alimentam das mesmas, elevou o valor nutricional do Licuri,
aumentando a quantidade de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante.
Adicionalmente, este processo levou a uma mudancga significativa na
composicdo volatii da semente de licuri, com a producdo de moléculas
relacionadas com alta atividade de odor, além do desenvolvimento de aroma de
coco, maltado e torrado (BELVISO et al., 2013).

Os resultados encontrados, para as sementes cruas e torradas de licuri
foram, respectivamente: fendis totais 1,21 e 2,78 (mg de equivalentes de acido
galico por grama de amostras desengorduradas), flavondides totais 1,16 e 2,12
(mg de catequina por grama de amostra desengordurada), taninos concentrados
totais 1,17 e 2,02 (mg de catequina por grama de amostra desengordurada),
atividade antioxidante DPPH 5,88 e 7,01 microM de equivalente Trolox por
grama de amostra desengordurada e atividade antioxidante 4,07 e 5,31 microM
de equivalente Trolox por grama de amostra desengordurada). Os resultados
demonstram que, apds o processo de torra ocorre um aumento de fendis totais,
flavonoides totais e taninos condensados totais. Da mesma forma, a atividade
antioxidante das sementes torradas foi superior as sementes cruas (BELVISO et
al., 2013).

Em escala de produtividade das palmeiras de licuri, a frutificacdo ocorre
aproximadamente seis anos apos o plantio tendo como média anual de producao
de frutos cerca de 2.000 kg/hectare, podendo chegar até a 4.000 kg/hectare em
condicles ideias e reduzindo a produtividade nos meses com baixa pluviosidade
(RISSI; JUNIOR.; 2023).

2.4.1 Oleo de licuri

Das améndoas, € extraido o oOleo de licuri, de rico valor nutricional, e
contendo nutrientes minerais como cobre, ferro, manganés, zinco, célcio,
selénio, magnésio e o pigmento betacaroteno componentes que estimulam o
bom funcionamento do sistema imunolégico e do sistema nervoso, além de
prevenir a osteoporose, aterosclerose, doencas cardiacas, artrite reumatdide,
processos inflamatérios e infecciosos (CREPALDI, 2001; BASTO, 2017).

Componentes organicos como lipidios, carboidratos, proteinas estao

presentes nos frutos e améndoas de S. coronata. Na améndoa encontram-se
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lipidios e seguidamente proteinas em maior concentracdo, e os carboidratos

estdo mais presentes na polpa (NASCIMENTO, 2014). A Tabela 1 descreve

detalhadamente os componentes da polpa e da améndoa do licuri.

Tabela 1. Composi¢éo quimica da polpa e da améndoa do fruto de licuri.

Parametros Polpa | Am-éndoa
analisados Composicéo centesimal
média
Umidade (%) 77,4 28,6
Cinzas (%) 1.4 1,2
Lipideos (%) 45 49,2
Nitrogénio (%) 0,5 2,2
Proteinas (%) 3,2 11,5
Carboidratos  totais 13,2 9,7
(%)

Xantofila Tracos N&o
detectado

[-caroteno Tracos N&o
detectado

a-caroteno (ug.g-1) 26,1 N&o
detectado

Pré-vitamina A (ER) 4.4 N&o
detectado

a-tocoferol (ug.g-1) 3,8 Nao
detectado

Acido ascorbico Tragos N&o
detectado

Valor caldrico 108,6 527,3

(kcal.100 g)

Fonte: Adaptado de Crepaldi et al. (2001) e Coradin et al. (2018).

O oleo de licuri apresenta diversos beneficios a saide humana em razao

da presenca de acidos graxos de cadeia média (AGCM), que sdo gorduras

saturadas de facil digestdo. Estes acidos graxos também podem ser utilizados

na formulacdo de suplementos alimentares, ajudando na reducdo do peso,

promovendo a saciedade, liberando energia e auxiliando no funcionamento do
metabolismo e da tireoide (CORADIN et al., 2018).
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Os &cidos graxos sédo conhecidos vulgarmente como acidos gordos, 6leos
fixos e de forma mais cientifica como &cidos monocarboxilicos alifaticos, e
possuem ampla distribuicdo entre os vegetais, podendo estar ligados a outros
constituintes organicos como glicerol, acucares e grupamentos fosfatos para
formar lipideos (BASTO, 2017).

Eles séo classificados quanto ao tipo de ligacdo entre os seus atomos de
carbono, que quando simples sdo chamados de &cidos graxos saturados e
guando dupla as ligacdes entre os atomos de carbono, no caso de apenas uma
ligacéo, sado classificados como monossaturados, e acima de uma ligagéo dupla
séo classificados como polissaturados. Na cadeia de acidos graxos, o humero
de carbonos varia de 4 a 28 elementos, apresentando em uma de suas
extreemidades um grupamento carboxila e na outra extremidade um grupo
metila. Os acidos graxos de cadeia curta sdo os que possuem menos de oito
atomos de carbono, e os de cadeia longa séo os que possuem mais de dezesseis
carbonos em sua cadeia estrutural, e os de cadeia média sdo os que se
encontram entre oito e dezesseis carbonos em sua estrutura molecular (BASTO,
2017).

A distribuicdo dos acidos graxos encontrados nas améndoas do licuri esta
demonstrada na Tabela 2, baseada em Gomes Neto et al. (2009) e Coradin et
al. (2018).

Tabela 2. Composicéo dos principais acidos graxos presentes nas améndoas de licuri.

Acidos Identificacao Percentagem
graxos (%)

C8:0 Caprilico 24,68
C10:0 Céprico 13,94
C12:0 Ladrico 36,43
C14:0 Miristico 7,15
C16:0 Palmitico 3,98
C18:0 Estearico 3,05

C18:1w?9 Oleico 4,08
C18:2w6 Linoleico 1,02

Fonte: Gomes Neto et al. (2009) e Coradin et al. (2018).
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Para que seja possivel extrair os lipideos e, consequentemente acidos
graxos, da améndoa de licuri é necessaria uma ruptura da membrana destas
células, que pode ser feito através de uma extracdo mecénica, extracao por
solventes e extracdo mista. A extracdo mecanica, através de prensa mecéanica
ou hidraulica, € o método mais antigo e popular, porém menos econémico, pois
no final da extrac@o por prensa, ainda resta uma torta de residuos da améndoa
gue contém 6leo. O método de lixiviagdo ou remocao por solvente apresenta alta
performace de extracdo e a solucdo resultante é chamada de miscela
(6leo/solvente), que sera removida do extrator e apds passar por um evaporador
para remocdo do solvente, restando o 6leo puro. Por fim a extracdo mista
consiste na juncdo do processoO mecanico com O processo por solvente
(BARBOSA et al., 2020b).

O acido laurico, presente em maior concentracao no 6leo de licuri, pode ser
um aliado do sistema imunoldgico, por ativar a liberacdode interleucina-2, que
faz a medula 6ssea produzir novas células brancas de defesa, desejavel
naguelas pessoas com baixa imunidade, especialmente, portadores de HIV e
cancer (CORADIN et al., 2018). Os acidos graxos de cadeia média, como o acido
laurico, ricamente presente no Oleo de licuri, sdo excelentes surfactantes,
podendo ser fonte alternativa, natural e mais barata para ser utilizado no
tratamento de feridas (ALVES, 2019).

O acido caprilico tem acao antifiangica e o acido caprico tem papel
fundamental no metabolismo da glicose e dos lipideos (CORADIN et al., 2018).

A composicao dos acidos graxos do licuri € similar a do 6leo de coco, com
propriedade emoliente (hidratante), baixa acidez e alta estabilidade. O 6leo do
licuri promove boa espalhabilidade, podendo ser usado diretamente sobre a
pele, cabelos ou na preparacdo de emulsdes e formulacbes cosmeéticas, a
exemplo de aerossois, cremes, logcbes e batons. O Oleo de licuri também
apresenta caracteristicas fisico-quimicas similares ao 6leo de babacu e, embora
0 Oleo do licuri seja utilizado pelas comunidades do semiarido como O6leo
comestivel, o seu uso é mais apropriado como matéria-prima para a industria de
cosméticos (CORADIN et al., 2018).

As emulsdes com concentracdo de 10% a 20% de 6leo e 10% a 15% de
tensoativos, promovem hidratacdo significante devido a caracteristica de

retencdo de agua e sdo altamente estaveis. O 6leo de licuri apresenta acdes
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hidratante e calmante, além de possuir antioxidantes que agem evitando o
envelhecimento precoce da pele humana e diminuindo as rugas (CORADIN et
al., 2018).

Por todas as propriedades dermatoldgicas do 6leo de licuri, trago ao
debate, as lesdes por pressdo, que representam grave problema de saude
publica, e no Brasil acomete cerca de 36,56% dos pacientes internados em
unidades de terapia ntensiva, 42% dos pacientes internados em unidades
clinicas, e em 39% dos pacientes cirdrgicos. Ainda ndo existem dados
substanciais sobre o custo destes tratamentos de lesdes por pressao no Brasil.
Sabe-se, porém, que existem mais de 2.000 produtos para o tratamento de
feridas, e neles incluidos as plantas medicinais e 6leos vegetais, tendo alguns
conhecidos valores na cicatrizacdo, prevencao de infeccdo, ndo apresentando
efeitos adversos locais ou sistémicos e tornando-se uma alternativa estratégica,
atraente e de baixo custo para o tratamento de feridas de pele (ALVES et al.,
2013).

Os triglicerideos de cadeia média, presentes nos Oleos vegetais, sao
importantes no processo regulatorio da inflamacéo, regeneracédo de células e
tecidos, melhorando a resposta imune e a cicatrizacdo de feridas por meio do
estimulo a angiogénese e epitelizacdo. Estas propriedades tém despertado
grande interesse da industria farmacéutica nacional e internacional. Os principais
acidos graxos encontrados no 6leo (Dersani Original), que € comercialmente
vendido para tratamento de feridas nas farmacias é: acido caprico (18,8%), acido
caprilico (17,4%), acido palmitico (3,8%), acido estearico (3,8%), acido oléico
(27,5%) e acido linolénico (28,1%). Os principais acidos graxos encontrados no
Oleo de licuri séo: acido caprilico (10,5%), acido caprico (6,6%), acido laurico
(45,2%), acido miristico (14,9%), acido palmistico (7,2%), acido estearico (3,8%),
acido oléico (7,7%), acido linoléico (4,2%) (ALVES et al., 2013).

Foram desenvolvidas formula¢des cosméticas contendo 6leo de licuri, com
avaliacdo dos seus efeitos imediatos e de longo prazo sobre a funcéo de barreira
e hidratacdo da pele humana, cujos reultados demonstraram que ap6s 20 dias
de aplicacédo continua da emulsédo, ocorreu um aumento muito significante no
contetdo de agua do estrato cérneo, oque foi observado também apés 20 dias
de aplicagdo da emulséo. Foi observada também uma diminuigdo significativa

na perda de agua transepidérmica, tanto apos duas horas da aplicacdo como
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também apos a utilizacdo da emulsdo com 6leo de licuri por 20 dias, indicando
uma funcdo aumentada de protecdo de barreira da pele. Além disso, o 6leo de
licuri na formulacdo de emuls&o aqui referida, foi classificada como néo irritante
no teste de membrana corioalantéide de ovo de galinha (SOUZA, 2018).

O oleo extraido do licuri, além de conter rica presenca de acidos graxos,
também possui compostos fendlicos com potencial antioxidante. Os compostos
fendlicos sédo substancias que possuem em suas estruturas anéis aromaticos e
ligacbes duplas conjugadas, conferindo a esses compostos a capacidade de
exercer atividade antioxidante. As concentracdes de compostos fendlicos no
6leo de licuri foram 189,93 mg e 553,33 mg equivalentes de &cido gélico por
grama de O6leo prensado e Oleo refinado, respectivamente. A partir desses
resultados, conclui-se que o 6leo de licuri € uma boa fonte de acidos graxos de
cadeia média, além de possuir quantidade significativa de compostos fendlicos
e potencial antioxidante (BAUER et al., 2013).

O teor de 6leo na polpa de licuri varia de 4,11% a 4,50%, enquanto o 0leo
da semente de licuri varia entre 39,0% e 50,0%. O 6leo da semente de licuri é
um importante recurso alimentar para humanos e animais em zonas semiaridas.
No nordeste do Brasil, as popula¢des locais utilizam esse 0leo amplamente para
fritar, cozinhar e fazer sab&o (TEIXEIRA et al., 2022).

2.4.2 Atividades biolégicas do 6leo de licuri

Na medicina popular, o 6leo de S. coronata possui diferentes relatos de
suas aplicacbes, como por exemplo: picadas de cobra, inflamacdes oculares,
micoses, cicatrizacdo de feridas e tratamento da dor espinhal, além de outras
atividades biolégicas que ja foram descritas, incluindo atividades antibacterianas,
inseticidas, bem como hidratantes (CORADIN et al., 2018; RAZERA, 2021).

Em modelo de Galleria mellonela infectada com Staphilococcus aureus,
foram avaliadas as atividades antibioticas e antibiofilme do 6leo de licuri, devido
ao potencial terapéutico de 11 compostos volateis que correspondem a 98,63%
do dleo total, sendo a maioria 89,79% acidos graxos, que apresentou eficacia
antimicrobiana contra todos os S. aureus, neles incluindo agueles com fenétipos

de formagé&o de biofilme e mdultipla resisténcia a drogas (SANTOS et al., 2019).
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Na acao contra as cepas avaliadas de S.aureus, o 6leo essencial foi mais
ativo que o dleo fixo, dando énfase a sua atividade bactericida mais eficaz,
entretanto o 6leo fixo do licuri apresentou acdes bacteriostatica e bactericida
(BESSA et al., 2016).

O extrato aquoso das inflorescéncias do licuri apresentam atividade
antimicrobiana frente aos microorganismos Bacillus cereus e trés cepas de S.
aureus, enquanto o extrato metandlico das inflorescéncias demonstrou atividade
antibacteriana frente a B. cereus. O extrato aquoso da inflorescéncia de S.
coronata apresentou atividade moderada (CIM = 0,78 mg/mL) contra cepas de
S. aureus e forte atividade (CIM = 0,19 mg/mL) contra B. cereus, enquanto o
extrato de metandlico apresentou atividade moderada (CIM = 0,78 mg/mL)
contra B. cereus (HUGHES et al., 2013).

Segundo Oliveira e seus colaboradores (2020), o 6leo de licuri possui efeito
fungistético inibindo o crescimento micelial e germinacéo de esporos do fungo
Fusarium oxyporum, causador da fusariose, demonstrando potencial para sua
utilizac&do no controle biolégico deste fungo.

N&o foi encontrada na literatura cientifica pesquisada, a atividade do 6leo
de licuri sobre Candida spp - responsaveis por varias mortes em todo o mundo,
especialmente a Candida albicans (ZHOU et al., 2018). Vale ressaltar que essa
levedura comensal pode se tornar patogénica em determinadas circunstancias
(SIQUEIRA et al., 2015). Apesar das relevancias clinica e epidemiolégica das
infeccBes causadas por Candida spp., as opcoes terapéuticas sao escassas.

O Oleo de licuri tem sido também estudado como uma alternativa
biodegradavel e menos tdxica ou atoxica para o meio ambiente como inseticida
contra o Aedes aegypti, que € um mosquito da familia Culicidae e vetor dos virus
gue causam a dengue, chikungunya e zika. Notou-se neste estudo de Santos e
colaboradores (2017) que a atividadade natatdria das larvas de Aedes aegypti
incubadas com o 6leo de licuri por 1 a 3 horas foi significativamente menor do
gue as larvas do controle. Os resultados também demonstraram que as larvas,
apos 48 horas de incubacdo com o 6leo extraido das sementes de S. coronata,
morreram. Os autores também relataram que a atividade larvicida foi devida a
acdo dos é&cidos decanoico e dodecandico, enquanto o efeito dissuasor da
oviposi¢cdo estava provavelmente relacionado a presenca do acido octandéico
(SANTOS et al., 2017).
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O licuri, além das ac¢des larvicida e bactericida mencionadas, possui efeito
tripanocida, atribuidos aos Oleos essenciais volateis extraidos de seu fruto,
sendo promissores no tratamento de doencas parasitarias e abrindo
perspectivas para criacdo de novos farmacos para combater doencas
provocadas por estes patégenos. Em estudo que foram tratados macréfagos
peritoniais de murinos infectados com o Trypanosoma cruzi, demonstrou-se que
o Oleo essencial inibiu em porcentagem significante a concentracdo de
macréfagos infectados. Em ensaio hemolitico, cujo objetivo foi avaliar a
citotoxidade do 6leo em relacdo a membrana plasmatica, observou-se que o 6leo
de licuri foi consideravelmente menos téxico, quando comparado com o0s
medicamentos de referéncia (SOUZA et al., 2017).

A atividade de um extrato aquoso (casca do coco) de S. coronata contra 0s
parasitas Leishmania amazonensis e seus efeitos na infeccdo de macrofagos e
na producdo de oxido nitrico pelos mesmos foi investigada, demonstrado a
presenca de procianidinas poliméricas (na concentracao de 146 mg/g) no extrato
aquoso da casca do fruto do licuri. O extrato aquoso nao exibiu efeito citotoxico
em células (macréfagos) de mamiferos, sendo considerado ndo alergénico, pois
nenhum dos animais que foram testados (camundongos) ndo apresentou
gualquer reacéo alérgica dérmica ou ocular, concluindo-se, pois, pelo potencial
desta planta como uma droga leishmanicida (RODRIGUES et al., 2011).

Os residuos do licuri, como as cascas de frutas, folhas e flores sdo
potenciais substratos para serem utilizados no processo de cultivo e
bioconversdo para micélios, basidiomas e producdo de enzimas ligninoliticas
pelo Genoderma lucidum, popularmente conhecido como cogumelo-rei no Brasil
e estudados em todo mundo pelas propriedades medicinais de seus micélios,
basidiomas e esporos (MENEZES et al., 2016).

O acido laurico, um dos principais acidos graxos do 6leo de licuri,
demonstra propriedades antiinflamatérias e antimicrobianas, o que poderia
explicar a tradicional utilizacao do 6leo de licuri como agente antiinflamatério pela
populacéo. A citotoxicidade deste 6leo foi avaliada frente as linhagens celulares:
células embrionarias renais (HEK-293), macrofagos (J774.A1) e a linhagem
tumoral Sarcoma-180 (S-180), cujos resultados demonstraram baixos niveis de
citotoxicidade nas concentragfes avaliadas. O 6leo de licuri se administrado por

7

via oral em camundongos, € seguro quando avaliado por parametros
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bioquimicos, hematolégicos e histolégicos e ndo demonstrou dano genético
mesmo em altas concentracdes. Além disso, sua ingestdo ndo causa efeitos
nocivos a saude dos consumidores, mesmo em doses relativamente altas
(SOUZA et al., 2021).

2.4.3 Aplicacdes nao biolégicas da palmeira licuri

A possibilidade de esgotamento dos combustiveis fésseis e os danos
causados ao meio ambiente por eles tém levado a procura de fontes renovaveis
de energia ndo poluidora. O biodiesel, que é um combustivel originado pelo
processo quimico de transesterificacdo, em que ésteres de acidos graxos séo
obtidos pela reacédo de oOleos vegetais ou gorduras animais com um alcool. O
oleo proveniente das améndoas de licuri apresenta rico teor de acido laurico,
cujos ésteres formados serdo de cadeia média, facilitando a reacao de obtencéo
de biodisel. Além disso, a auséncia de insaturacao eleva a estabilidade oxidativa,
representando mais uma oportunidade tecnolOgica e estratégica para o Brasil,
tendo ainda como vantagem a adaptacao desta palmeira em regides aridas como
a caatinga e cerrado (SANTOS, 2011).

A otimizacdo do cultivo do licuri, podera contribuir diretamente com o
desenvolvimento econémico e sustentavel, alinhado a uma agricultura familiar,
gue potencializa a oferta alternativa de uma fonte proveniente de biomassa para
a producdo de biocombustivel, resultando principalmente, na melhoria da
gualidade de vida da populacdo nordestina, cujo cultivo desta palmeira é mais
frequente, e na cadeia de valor do extrativismo conciénte (DUARTE, 2018).

Os subprodutos provenientes da producdo de biocombustivel a partir de
Oleos vegetais podem ser utilizados na alimentacdo animal. A torta de licuri
corresponde a um subproduto do processo de extracdo do Oleo obtido por
prensagem a quente, sem o uso de solventes e contém altos teores de proteina
(23,6%), fibra (51,5%) e 6leo (10,1%), na matéria seca. Esta palmeira tipica do
semiarido nordestino brasileiro, possui destaque por sua capacidade de suportar
secas prolongadas, sendo fonte de alimento importante para humanos e animais
(COSTA, 2016) além de sua potencial conversdo em biodiesel.

Para além das propriedades do 6leo de licuri, as fibras dos frutos do

licurizeiro tém sido pesquisadas como um processo biossorvente alternativo para
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remover azul de metileno, um corante utilizado em processos de tingimento, de
solucdes aquosas. A utilizagcédo de adsorventes ou biossorventes de baixo custo
tornam este processo mais atraente do que os demais processos de tratamento
(MEILI et al., 2016).

O uso dos subprodutos agroindustriais provenientes da extragdo do 6leo
do licuri, devido a maior disponibilidade e reducdo de custos em relacdo aos
ingredientes tradicionais, como farelo de soja e milho moido, tem sido mais
requisitado e utilizado para alimentacéo de ruminantes (FERREIRA et al., 2016).
A torta de licuri, que € um exemplo deste subproduto de extracdo, pode ser
utilizada em 21% de matéria seca em rac¢des para gado (Bos taurus e Bos
indicus) em confinamento sem prejudicar a qualidade da carne fresca ou de sol,
sendo também indicada para concentrar a suplementacao de vacas leiteiras com
producbes médias de 10 kg/dia em niveis de até 400 g/kg no suplemento
concentrado, proporcionando um lucro adicional de US$0.07/animal por dia, e
também aumentando a taxa de gordura do leite e do queijo Minas frescal sem
causar efeitos negativos sobre os parametros de produtividade. (GOUVEA,
2014; FERREIRA et al., 2017).

Por fim, a farinha de licuri, também um subproduto de extracéo do 6leo, rica
em fibras alimentares (35,08%), possui expressivo valor de compostos fendlicos
e boa fonte de antioxidantes naturais, sendo uma excelente op¢do para o
enriquecimento de paes, valorizando ainda mais a comercializacéo e utilizacao
de seus frutos, sendo sua castanha, utilizada na gastronomia torrada,
caramelizada, no preparo de granola, sorvete, sobremesas e diversos outros
alimentos, 0s quais sao ricos em minerais e beta-caroteno. A importancia do licuri
na alimentacdo vem crescendo nos ultimos anos, extrapolando o ambito dos
usos tradicionais e inspirando cada vez mais a elaboracdo de novas receitas,
como doces, comidas salgadas e paes (GOMES; APLEVICZ, 2020).
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2.5 AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS E DE TOXICIDADE

2.5.1 Métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa

Os métodos chamados alternativos e os testes in silico, in vitro e/ou ex vivo
ou de avaliacao de atividades bioldgicas e de toxicidade sédo caracterizados pela
tentativa de substituicdo e/ou diminuicdo do uso de animais na pesquisa
(BEDNARCZUK et al.,, 2010; CAO et al.,, 2020). Esses ensaios tém seus
objetivos descritos na estratégia dos 3Rs, as quais consistem na reducéo
(Redution) do numero de animais por meio do planejamento experimental e do
suporte estatistico; no refinamento (Refinament) definido como o cuidado com o
animal, evitando a dor, o estresse e o desconforto que podem influenciar
diretamente nos resultados da pesquisa; e na substituicdo (Replacement) por
modelos in silico, in vitro e/ou ex vivo. (FURXHI et al., 2020, NEVES et al., 2023).
Toda esta evolucdo estratégica na criacdo e na validacdo de métodos
alternativos ao uso de animais se faz necessaria cotidianamente, devido ha
varios fatores bioéticos para pesquisadores e sociedade em geral, bem como
para o desenvolvimento tecnolégico. Os protocolos alternativos ao uso de
animais in vitro podem utilizar organismos-modelo como bactérias, fungos,
algas, crustaceos e microcrustaceos, além de fracdes dos sistemas biologicos,
tais como cultivo de células, cultivo de tecidos, enzimas e proteinas
(BEDNARCZUK et al., 2010).

De acordo com Gon e colaboradores (2023), ainda ha espaco para a
reducdo do uso de animais para alguns testes in vivo, no entanto, séo
necessarios investimentos em infraestrutura e pessoal qualificado para tal acao.
Ainda segundo os autores, promover um cenario — sob o ponto de vista politico,

técnico e regulatério — mais propicio para validacdo e implementacdo de
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métodos alternativos nacionalmente, serd uma contribuicdo valiosa para as
diminui¢des tanto de custo quanto de tempo na liberacéo de lotes de produtos.

Analises in silico, empregando modelos computacionais também pode ser
empregada como método alternativo, nos quais softwares sao utilizados para o
desenho de novas moléculas e séo realizadas simula¢des que podem predizer
um possivel efeito biolégico e/ou toxico sem a dissecacdo de animais (DOKE E
DAWHALE, 2013). Tais dados direcionam a condug&o de estudos in vivo, e
podem contribuir para a melhoria dos estudos com animais (BEDNARCZUK et
al., 2010). Os métodos in silico tem ganhado popularidade e seu uso é crescente,
pois sdo relativamente econ6micos e eficientes. Além disso, tais métodos
possibilitam a identificacdo de descritores importantes a partir da modelagem
computacional e uso da inteligéncia artificial, favorecendo a descoberta de novas
propriedades e/ou toxicidade dos compostos (BALRAADJSING et al., 2022;
GAJEWICZ, 2018; KOVALISHYN et al., 2018; MURUGADOSS et al., 2021;
ZHANG et al., 2020).

2.5.2 Avaliacéo de atividades bioldgicas in vitro

2.5.2.1 Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) sdo
geradas naturalmente durante o metabolismo celular dos seres vivos e
desempenham papel crucial nas atividades bioquimicas bem como na
sinalizacao de transducéo, transcricdo de genes, proliferacao celular, adesao de
leucdcitos, agregacao plaquetaria, angiogénese (UTTARA et al., 2009). De
acordo com Vicentino e Menezes (2007), quando 0 organismo ndo consegue
neutralizar tais moléculas, o acimulo de EROs/ERNs acontece. Tal condicéo
desencadeia o estresse oxidativo (SIMIONI et al., 2018). Os anions superoéxidos
(O2), peroxido de hidrogénio (H202) e os radicais hidroxilas (OH") sdo exemplos
de EROS (CHOI et al., 2002). O estresse oxidativo € tido como importante fator
para o dano progressivo da estrutura neuronal e comprometimento da funcgéo
dessa célula, sendo considerado uma das principais causas do desenvolvimento
de disturbios neurodegenerativos, incluindo a Doenca de Alzheimer (LIGUORI et
al., 2018; TELEANU et al., 2022).
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Um dos mecanismos de neutralizacdo destas espécies reativas se da por
meio da acdo de substancias antioxidantes, ou seja, compostos capazes de
evitar possiveis danos ao organismo (GULCIN, 2020). Diversos antioxidantes
séo obtidos de fontes naturais (RANA et al., 2022; SHI et al., 2022).

Apesar da fisiopatologia da Doencga de Alzheimer n&o estar completamente
elucidada, varios mecanismos se relacionam com o estado de neuroinflamacao
(OZBEN; OZBEN, 2019). Alguns produtos de fontes naturais também
apresentam propriedades antiinflamatérias, que associadas ao potencial
antioxidante, tém demonstrado capacidade para prevenir ou melhorar o
processo neurodegenerativo. Este efeito pode estar relacionado a complexa
composicao dos produtos naturais, 0s quais podem interagir com multiplos alvos
e modular diferentes vias de sinalizagdo simultaneamente (COOPER, 2017).

Dentro deste cenario, a busca por novos agentes antioxidantes tem sido
objeto de estudo de varios pesquisadores ao redor do mundo na tentativa de
amenizar condicbes de doencas agudas ou cronicas relacionadas ao estresse
oxidativo (SADEER et al., 2020).

Dentre os varios protocolos de ensaio para esta atividade, o de
neutralizacdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) é um dos mais
comumente usados, pois € altamente sensivel, tecnicamente simples, rapido,
preciso e reprodutivel (KEDARE; SINGH, 2011). Ele se baseia na doacéao de
elétrons da substancia a ser testada (potencial antioxidante) para neutralizar o
radical DPPH, e que pode ser acompanhado pela mudanca de coloracédo de
violeta para amarelo. Desta forma, a atividade pode ser estimada pela leitura da
absorvancia com auxilio do espectrofotdmetro (ROMULO, 2020). A construgao
de um gréafico do percentual de inibicdo versus a concentracdo da substancia-
teste permite o calculo da concentracdo efetiva necessaria para reduzir a
guantidade de radicais DPPH pela metade (CI50) (SCHAICH; TIAN; XIE, 2020).

2.5.2.2 Avaliacéo in vitro da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)

As teorias sobre a fisiopatologia da Doenca de Alzheimer servem como
base para a busca de alvos terapéuticos que revertam ou estabilizam o quadro
clinico do paciente. No entanto, apesar de todo progresso, ainda ndo ha cura
para a Doenca de Alzheimer (BREIJYEH; KARAMAN, 2020).
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A terapia farmacoldgica disponivel se baseia na regulacdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) por meio da inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE), auxiliando na contencao da progresséo dos sintomas, estabilizagéo ou
melhora, mesmo que temporaria, das fun¢des cognitivo-comportamentais. Estas
opcOes ajudam a manter a independéncia do paciente, apesar de ndo serem
curativas, e melhorar a qualidade de vida de ambos, paciente e
cuidadores/familiares (SHARMA, 2019). Cinco sao as opg¢oes para o tratamento
da Doenca de Alzheimer aprovadas pela agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA) que tratam os sintomas sem alterar o curso da doenca.
Quatro delas sdo para o tratamento sintomatico e atuam na regulacao de
neurotransmissores (tacrina, donepezila, rivastigmina e galantamina) e o quinto
€ anticorpo monoclonal com especificidade para a proteina AB, classificado
como medicamento modificador da doenca (PASSERI et al., 2022;. BUBLEY et
al., 2023; METZ; PAVLOV, 2021). Os inibidores da AChE regulam os niveis de
AChE na fenda sinaptica, enquanto a memantina, regula os niveis de glutamato
e evita a superativacao destes receptores através da acao antagonista (HAMPEL
et al., 2018). Aducanumabe foi aprovado em 2021 para uso em paciente no
estagio inicial da doenca e tem a capacidade de se ligar a proteina AB para
facilitar o reconhecimento e remocao pelas células do sistema imunoldgico.
Ainda, por atuar em um dos biomarcadores que tem papel importante na
fisiopatologia da DA, recebe a classificacdo de medicamento modificador da
doenca (ARGUETA; NOTARI; SZIGETI, 2022).

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que catalisa a reacao de
hidrolise da ACh em acetato e colina, e tem o papel de finalizar a transmissao
sinaptica mediada por este neurotransmissor nas sinapses colinérgicas e
juncdes neuromusculares com alta eficiéncia catalitica. Dessa forma, as
substancias capazes de interromper a acdo desta enzima sdo chamadas de
inibidores da AChE (IAChE) e favorecem a concentracdo de ACh na fenda
sinaptica (HAMPEL et al., 2018; MARUCCI et al., 2021).

A busca por novas opc¢oes terapéuticas emerge da elevada prevaléncia da
doenca e da limitacdo terapéutica (ROSTAGNO, 2022), sendo que ambas geram
impactos negativos, tanto fisicos, emocionais, sociais e econdmicos
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION REPORT, 2023).
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Nesse sentido, fontes naturais tém sido extensivamente avaliadas na
tentativa de desenvolver farmacos mais eficazes para compor o arsenal
terapéutico da DA. Portanto, neste estudo avaliou-se o 6leo de licuri por meio de
metodologias in vitro que pudessem sinalizar alguma potencialidade neste
sentido, seja pela atividade antioxidante quanto pela capacidade de inibir a
AChE. (LI et al., 2022)

A metodologia descrita por Ellman e colaboradores (1961) é baseada na
reacdo da AChE com um substrato especifico e analogo a ACh, acetiltiocolina
(ACTI), e o produto resultante interage com o reagente de Ellman, o acido 5,5'-
ditiobis (2-nitrobenzéico) (DTNB). A ACTI é hidrolisada pela AChE e libera a
tiocolina e esta reage com o anion carboxilato do DTNB resultando na formacao
de dois produtos: 2-nitrobenzoato 5-mercaptotiocolina e o anion de coloragéo
amarela, o 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB). A quantidade de TNB formada €
diretamente proporcional a atividade da AChE presente na amostra. No ensaio,
uma solugdo contendo a substéancia teste e a enzima € homogeneizada com o
substrato ACTI e DTNB. A formacdo do TNB € quantificada
espectrofotometricamente. Apresenta como vantagens a boa sensibilidade,
rapidez e simplicidade (JARVINEN et al., 2011).

2.5.3 Avaliacédo da toxicidade por meio do uso de bioensaios

A avaliacdo da toxicidade de entidades quimicas diversas de origem
natural, sintética e/ou biotecnoldgica, por meio do uso de bioensaios, é
necessaria para garantir a seguranga ao seu uso, tanto por seres humanos
guanto por animais, como também permitem conhecer e/ou minimizar seus
impactos ambientais. Varios testes de toxicidade sdo padronizados
nacionalmente pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e
empregados na avaliacdo da qualidade das a4guas para estimar a toxicidade
relativa de agentes quimicos, efluentes liquidos, lixiviados de residuos sélidos.
(COSTA et al., 2008). Segundo Yamamoto e colaboradores (2012), ndo sé o
crescimento da populacdo, mas também o avanco de novas tecnologias
propiciaram a producgéo de novos farmacos em larga escala.

Para a conducéo deste tipo de ensaio - caracterizado pela exposicao de

determinado agente, em diferentes concentracgdes, frente a um organismo vivo,
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no qual séo observados efeitos no comportamento e/ou na sobrevida - bactérias
luminescentes (Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium phosphoreum e
Pseudomonas fluorescens), algas (Raphidocelis subcapitata), organismos
invertebrados (Artemia salina Leach, Daphnia magna, Thamnocephalus
platyurus) e organismos aquaticos como peixes e mexilhdes sédo rotineiramente
empregados (DUTRA et al.,, 2012; GHOSH, THAKUR e KAUSHIK, 2017;
MARTINS et al., 2019; MENDONCA et al., 2021; ROCCO et al., 2015).

2.5.3.1 Artemia salina Leach

O bioensaio que emprega o0 microcrustdceo Artemia salina Leach é
considerado uma ferramenta Util para a avaliacéo preliminar da toxicidade aguda
(FERRAZ FILHA et al., 2012) e sua metodologia encontra-se descrita na Norma
Brasileira, emitida e divulgada pela ABNT — NBR 16530 de 09/2016.

O género Artemia apresenta ampla distribuicdo geografica, exibe cultura e
manutencdo simplificadas em ambientes de pesquisa; resisténcia quanto a
manipulacéo, salinidade elevada e ampla faixa de temperatura; possui ciclo de
vida curto e, ainda, elevada taxa de reproducio (NUNES et al.; 2006). E
considerado um bioindicador em experimentos laboratoriais, dada a resposta
perceptivel as pequenas variacbes no microambiente (CARVALHO et al., 2009).

O ensaio de letalidade com Artemia salina requer pequena aliquota de
amostra; gera resultados rapidamente, nao requer dispositivos sofisticados para
sua execucdo e nem mao de obra altamente qualificada sendo, portanto,
considerado um bioensaio de baixo custo. Adicionalmente, os cistos latentes
podem ser adquiridos comercialmente (PIMENTA et al.,, 2003). Luna e
colaboradores (2005) relataram que os resultados obtidos por este bioensaio
exibem correlacdo com a atividade citotoxica em tumores sélidos humanos.
Segundo Chan e colaboradores (2021), todas estas caracteristicas reunidas
fazem com que este bioensaio seja considerado uma alternativa atrativa para
triagem da toxicidade aguda de varias entidades quimicas em estudos.

Neste bioensaio desenvolvido por Meyer e colaboradores (1982), os
naupilos sédo expostos a diferentes concentracdes da substancia de interesse e
a sobrevivéncia é evidenciada ao longo do tempo. A mortalidade observada é
anotada, e assim, a concentracdo letal pode ser determinada (BANTI;
HADJIKAKOU, 2021; ZHU et al., 2018). No entanto, uma limitacdo destacada
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por Ntungwe e colaboradores (2018) é o fato deste bioensaio ndo ser adequado
para a avaliacao de efeitos crénicos, necessitando ser complementado com a
execugao de outros ensaios de toxicidade relevantes para os organismos e

condigdes de interesse.

2.5.3.2 Daphnia magna

Os testes de toxicidade aguda com peixes (Danio rerio) e dafinideos séo
empregados como principal método para controle ambiental, com destaque para
Daphnia magna. A utilizacdo de microcrustaceos € compreendida dentro da
ecotoxicologia como forma de demonstrar os efeitos da contaminagédo ambiental
em varios niveis tréficos (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008).

Em 2012, David e colaboradores relataram que os testes utilizando o
microcrustaceo-modelo Daphnia magna sédo amplamente utilizados
mundialmente visto que sdo organismos aquaticos (de agua doce), cujo habitat
€ semelhante as condi¢cdes naturais encontradas na agua; com elevada
capacidade reprodutiva, com tamanho entre 5 e 6 mm e de facil cultivo (ALVES;
SILVANO, 2006). Ainda, o fato do curto tempo de exposi¢cdo, 0S pequenos
volumes de amostras empregados e a elaboracéo de diretrizes internacionais de
execucao que possibilitam a comparacdo mundial dos resultados, tornam este
bioensaio atrativo (ABNT, 2016; AKERE et al., 2023; CONNORS et al., 2022).

Daphnia magna alimenta-se preferencialmente de algas. Em boas
condi¢cbes ambientais, se reproduz por partenogénese, originando apenas
fémeas (ALVES; SILVANO, 2006). Adicionalmente, possui de 7 a 8 semanas de
vida, ou seja, exibe curto tempo de maturacdo. Tais caracteristicas também
contribuem para que este microcrustaceo seja amplamente empregado nas
pesquisas relacionadas as mudancas fisiolégicas resultantes de estresse
guimico ou ambiental (ACHARYA; SCHULMAN; YOUNG, 2010). Podem ser
utilizados em ensaios para andlise experimental, tanto de toxicidade aguda
guanto crénica (OCDE, 1984, 2012; CONNORS et al., 2022).

Daphnia magna tem sido empregada como organismo-modelo em estudos
recentes (OLIVEIRA PEREIRA et al., 2023), incluindo a avaliacdo de
nanomateriais e microplasticos (AKERE et al., 2023; WANG e WANG, 2023).
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2.5.3.3 Cultura de células e tecnologias emergentes

A cultura de células é caracterizada pela manutencdo e multiplicacdo de
células vivas em um determinado meio de cultura, o qual fornece nutrientes e
fatores de crescimento para a sobrevivéncia das células fora do organismo vivo.
(LUISI et al., 2004). Alguns fatores (controle de temperatura e da umidade;
conhecimento da morfologia celular e técnicas assépticas) sdo essenciais para
a manutencao saudéavel do cultivo celular (MIGITA, 2012).

A monocultura celular evoluiu para uma ferramenta indispensavel para a
compreensao dos processos biofisicos e biomoleculares basicos pelos quais as
células formam tecidos e 6rgaos, assim como a fisiologia tecidual desses tecidos
e o seu funcionamento quando afetado por doencas, visto que as células em
cultivo mantém o genoma do tecido vivo original e os mecanismos fundamentais
de proliferacdo. A luz de sua finalidade, esse método alternativo pode ser
empregado para demonstrar correspondéncias aos modelos in vivo (ASSIS et
al., 2007; SHAH et al., 2023).

As culturas celulares (2D-bidimensional e 3D-tridimensional) ocupam uma
posicdo crucial como ferramentas de investigacdo para simular o
desenvolvimento humano e uma vasta gama de doencas, pois proporcionam
grandes beneficios quando comparados a experimentacdo animal, a saber:
escalabilidade (alto rendimento), analise funcional simplificada em comparacao
com modelos animais caros, trabalhosos e demorados (CORRO et al., 2020).

Os resultados obtidos por meio de estudos com células mantidas em
cultura estdo se tornando ferramentas cada vez mais fundamentais nas
pesquisas relacionadas ao setor de saude e, em especial, na biotecnologia
industrial. Esses dados podem informar aspectos funcionais, bioquimicos e
moleculares, como também ser aplicados em analise de alvos farmacolégicos e
na producédo de produtos bioldgicos, tais como vacinas, anticorpos e organoides
(MIGITA, 2012; CORRO et al., 2020). No entanto, as culturas 2D carecem das
redes celulares de comunicacao cruzada, as quais sdo aproveitadas de forma
eficiente em culturas tridimensionais (3D) com uma melhor imitacdo das
condicdes in vivo (PRASAD et al., 2021). Portanto, essa importante técnica de
pesquisa aliada as tecnologias emergentes de manufatura aditiva e microfluidica

tem ampliado seu campo de aplicagao: avaliacdo da citotoxicidade de compostos
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quimicos (ADEM et al., 2018; DUVAL et al., 2017), da biocompatibilidade de
materiais (ERIONE et al., 2017), o desenvolvimento farmacolégico (ACEVEDO
et al., 2018; MANATUNGA et al., 2018; KIM e GILBERT, 2018), bem como de
plataformas em desenvolvimento que incluem farmacoterapia regenerativa,
organoides como fonte celular de regeneracdo produzido por bioengenharia
(JALAN-SAKRIKAR et al., 2023; SHAH et al., 2033).

Os modelos de cultura 3D abriram novos caminhos para os estudos
translacionais com a otimizagdo das tecnologias emergentes e 0
desenvolvimento de estruturas eficientes e, portanto, 3D tendem a se tornar mais
promissores (SUNDSTROM et al., 2021).

Os modelos de érgdo em chip também representam uma abordagem
inovadora e a que mais se aproxima do tecido in vivo (BENAM et al., 2016;
THACKER et al., 2020). Estes modelos simulam as respostas fisioloégicas de um
orgao completo, chamado de 6érgdo em um chip, que é um modelo tridimensional
de cultura celular microfluidica, com circuito integrado multicanal (KUNDU et al.,
2021).

O fibroblasto é o principal tipo celular da derme e, por isso, selecionados
para este estudo. Tém sido longamente explorado para estudos in vitro,
provavelmente pela capacidade de crescimento em culturas, comparativamente
as outras linhagens celulares. A funcéo primaria desse tipo celular € a sintese
de proteinas da matriz extracelular, tais como colageno, fibronectina, elastina,
proteoglicanas, e suas enzimas degradadoras, tais como colagenase, elastase
e outras metaloproteinases da matriz (BALDWIN e KLIGMAN, 1988).

Mais recentemente, modelos de pele completa, (composta por matriz de
colageno povoada por fibroblastos humanos primarios como derme e epiderme
diferenciada feita de queratinécitos humanos primarios) tém sido empregados
(REDDERSEN et al., 2019; WIEGAND et al., 2016). Modelos de pele artificial
construidas tridimensionalmente (3D) com ou sem biotinta ou contaminadas
também s&o utilizados com diferentes finalidades, como a cobertura de feridas
de pele por presséo (FINK et al., 2022; MARKIEWICZ et al., 2022; KIM et al.,
2023; CHOl et al., 2023).

Os métodos colorimétricos utilizados para obtencdo da citotoxicidade sao
caracterizados pela conversdo de um substrato para um produto colorido por

enzimas intracelulares presente em células metabolicamente ativas. Dessa
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forma, a cor final obtida é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.
Dentre o0s ensaios colorimétricos estabelecidos na literatura, dois sé&o
destacados: o ensaio de reducédo do brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H tetrazdlio (MTT) e o ensaio que emprega resazurina (EDIRIWEERA,
TENNEKOON e SAMARAKOON, 2018).

O método de reducdo do sal de MTT é o método mais rotineiramente
empregado na avaliacdo da citotoxicidade e pode ser considerado padrao-ouro
para a viabilidade e proliferacdo celular (GHASEMI et al., 2023; YAGIZ et al.,
2023). Essa metodologia se baseia na reducdo do sal de MTT (solucdo de
coloracdo amarelada) por enzimas desidrogenases e agentes redutores
presente em células metabolicamente ativas (STOCKERT et al., 2012), cujo
produto desta reacdo € a geracao de um composto insoluvel em agua e de cor
arroxeada (a formazana) (SCHERLIE, 2011). Quando solubilizada, ela forma
uma solugdo homogénea, cuja absorvancia pode ser medida em
espectrofotometro (MOSMANN, 1983).

Esse protocolo consegue avaliar a funcdo mitocondrial, diretamente
relacionada ao metabolismo das células vivas; sendo a quantidade de células
vivas diretamente proporcional a formacdo dos cristais de formazana
(SYLVESTER, 2011).

Diante de todo este contexto e considerando a possivel ocorréncia desse
Oleo e/ou de seus residuos no ambiente aquatico, foi proposta a avaliacdo da
toxicidade aguda neste projeto, por meio de bioensaios, nos quais foram
avaliados os efeitos toxicos decorrentes da exposicdo do 6leo de interesse (6leo
fixo obtido das améndoas de Syagrus coronate (Mart.) Beccari por dois
organismos-modelo, a saber: Artemia salina Leach e Daphnia magna. Ainda, e
visando o aproveitamento deste 6leo da biodiversidade nacional para fins de uso

humano e veterinério, foi avaliada a toxicidade sobre fibroblastos murinos (L929).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar o perfil quimico, avaliar a eficacia in vitro e o perfil de

seguranca do 6leo fixo de Syagrus coronate (Mart.) Beccari — o licuri.

3.2 ESPECIFICOS

Caracterizar quali e quantitativamente o perfil quimico dos acidos graxos
presentes no 6leo fixo extraido das améndoas de Syagrus coronata.

Estabelecer os potenciais biologicos (antioxidante, antifingico e de inibicéo
da acetilcolinesterase) empregando protocolos in vitro.

Avaliar a toxicidade frente aos organismos-modelo (Artemia salina Leach e

Daphnia magna) e fibroblastos murinos (L929) expostos ao o6leo fixo de licuri.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

O dleo fixo extraido da améndoa de Syagrus coronata (Mart.) Beccari por
prensagem a frio e filtrado foi adquirido comercialmente da empresa D. L.
Derivados De Ouricuri Ltda Licuri do Brasil (Cadastro Nacional da Pessoa
Juridica 16.632.882/0001-48, nome fantasia Licuri Brasil) localizada em
Caldeirdo Grande (coordenadas geogréficas: Latitude: 11° 0' 32" Sul, Longitude:
40° 18' 7" Oeste) - Bahia - Brasil. O 6leo possui coloracdo amarelada e aroma

suave de c6co.

4.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO FIXO DE Syagrus coronata

Os acidos graxos utilizados na sintese dos padrfes de ésteres metilicos
foram submetidos ao protocolo de esterificacdo em meio alcodlico. A uma
aliquota da mistura de acidos graxos (80 mg), adicionou-se 8 mL de solucéo
previamente preparada com 2 g de cloreto de aménio, 60 mL de metanol para
analise e 3 mL de acido sulfarico. Apés homogeneizacdo em vortex e
aguecimento em agua fervente por 10 minutos, foram adicionados 4 mL de uma
solucéo saturada de cloreto de sodio. Por fim, realizou-se extracdo com 2 mL de
n-hexano PA destilado, para a obtencéo dos ésteres metilicos.

Em outro tubo de ensaio, foram adicionados 80 mg do 6leo extraido da
améndoa do licuri e, em seguida, adicionados 4 mL de solucéo de hidréxido de
potassio 0,5 mol/litro de metanol PA e homogeneizados em vortex. Em seguida,
foram aquecidos em agua fervente por 5 minutos. Apés esse periodo, adicionou-
se 4 mL de uma solucéo previamente preparada com 2 g de cloreto de aménio
PA, 60 mL de metanol PA e 3 mL de &cido sulfdrico PA. A mistura foi novamente
homogeneizada e depois aquecida em agua fervente por 5 minutos. Finalmente,
foram adicionados 4 mL de solucédo de cloreto de sédio saturada (36 g em 100
mL de agua) e realizada a extracdo com 2 mL de n-hexano PA destilado, para a
obtencédo dos ésteres metilicos derivados dos acidos graxos presentes no 6leo.
Adicionou-se a fase orgéanica obtida apos a extracdo com n-hexano destilado,

concentragédo aproximada de 40 mg/mL, em um tubo de ensaio com sulfato de



43

sédio anidro PA. Depois, transferiu-se 100 puL desta solucdo para outro tubo
contendo 900 pL de n-hexano destilado, realizando assim uma diluigdo de 10
vezes. Em seguida, transferiu-se essa solucdo para o vial do CG-EM em uma
proporcédo de 1 + 2 volume/volume (v/v), chegando a concentracao final de 1,33
mg/mL.

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) foram realizadas em equipamento GCMS-QP2010Plus
(Shimadzu) acoplado ao auto-injetor AOC-5000, coluna capilar RTx®-5MS, 60
m x 0,25 mm, espessura do fiime 0,25 um (Crosband 5% difenil, 95%
polisiloxano). Como géas de arraste, foi utilizado o gas hélio. Para a realizacéo
das andlises, as seguintes condi¢cdes foram empregadas: modo Split (taxa de
split 1:10), volume de inje¢éo de 1 pL, fluxo de 19,1 mL/minuto, temperatura de
interface do injetor de 245 °C. Para o forno, foi empregue a programacao descrita
na Tabela 3.

Tabela 3 — Programacéo linear da temperatura do forno da coluna usada na
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Taxa (°C/minuto) Temperatura (°C) Tempo de espera
(minutos)
- 80 3
5 150 6
5 215 3
5 250 1

Fonte: o autor (2023).

Em relacdo ao detector de massas, este foi programado para analisar
massas na faixa de 40 a 700 unidades de massa atdmica, no intervalo de 3 até
47 minutos, e a fonte de ionizacédo foi o impacto de elétrons a 70 eV.

A identificacdo dos componentes ocorreu com base no indice de retencao
(IR) calculado por meio da inje¢cdo de padrdo de n-alcanos C7-C30 e nos
modelos de fragmentacéo dos espectros de massas, sendo ambos comparados
ao banco de dados do sistema (NIST0O8 Mass Spectral Library) e com a literatura
(ADAMS, 2007).
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4.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.3.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi investigada pelo método de sequestro de
espécies reativas de oxigénio através da reducdo do DPPH, descrito por
Sreejayan e Rao (1996), com modificacdes. Inicialmente, foi preparada uma
solucdo de DPPH na concentracao de 0,05 mM através da pesagem de 1 mg de
DPPH solubilizado em 50 mL de etanol para analise (PA). Uma aliquota do 6leo
de licuri foi preparada a partir de 10 yL de 6leo e 10 pyL de dimetilsulfoxido,
(DMSO, Vetec) solubilizados em 1980 pL de etanol obtendo uma solugéo inicial
de 5.000 pg/mL. Dessa, foram aliquotados 200 uL aos quais se adicionou 800
ML de etanol PA, obtendo uma solugdo com concentragdo de 1.000 ug/mL.
Foram realizadas diluicdes seriadas utilizando o etanol PA como diluente. Em
microplaca de 96 pocos, foram adicionados 50 yL da amostra, em diferentes
concentracdes, e 150 uL de DPPH. Ao término do processo, foram obtidas
concentracfes-teste na faixa de 0,122 a 250 ug/mL. Para cada concentracao foi
preparado o branco da amostra, para excluir possivel interferéncia da coloracao
da amostra. As placas foram levadas para homogeneizacdo no agitador de
microplaca por 3 minutos, e mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
por 30 minutos. ApOs esse periodo, foi realizada a leitura da placa com o
espectrofotdmetro (Multiskan GO, Datamed, Brasil) (comprimento de onda =510
nm). O padré&o utilizado no ensaio foi o acido ascorbico (Sigma-Aldrich, EUA), o
gual foi preparado igualmente a amostra e na mesma faixa de concentragéao. O
ensaio foi conduzido em triplicata. A atividade antioxidante foi calculada por meio

da Equacéo 1.

A amostra—A controle
A DPPH

Atividade antioxidante (%) = %X 100 (Equacéo 1)

onde: Aamosra € 0 Valor da absorbéncia da solugdo contendo a amostra mais o DPPH,;
Acontrole €quivale ao valor da absorbancia da solugdo contendo amostra mais o etanol; e
Apepr €quivale & solucédo etandlica de DPPH.
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Com a obtencédo das absorvancias, foram calculadas as porcentagens da
atividade antioxidante para cada concentracao e construido um grafico de dose-
resposta. Dessa forma, foi possivel obter a concentracdo capaz de inibir 50%

dos radicais livres (Clsp) presente no DPPH.
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4.3.2 Inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)

A inibicAo da AChE provocada pelo 6leo de licuri foi avaliada pelo método
colorimétrico descrito por Ellman e colaboradores (1961), com algumas
modificacdes, adaptado para microplacas por Rhee e colaboradores (2001).
Foram usados o iodeto de acetiltiocolina (ATCI) como substrato e o reagente de
Ellman acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdico) (DTNB). Em uma placa de 96 pocos,
foram adicionados 80 L de solugéo tampéao Tris-HCI 50 mM (pH=8,0), 120 pL
do déleo de licuri (2 —2.000 pg mL?), e 25 yL da solugédo de DTNB 3 mM + ATCI
75 mM. Em seguida, foram colocados 25 pL de solucéo de AChE 0,25 U mL™.
Posteriormente a absorvancia foi lida espectrofotometricamente (A = 415 nm), a
cada 15 segundos por 41 ciclos, e a temperatura de 37 °C. O farmaco de
referéncia empregado foi a eserina. Também foram preparados o branco do
Oleo-teste, adicionando 120 uL do 6leo (has mesmas concentracdes dos pocos-
teste) a 130 pL do tampéo tris(hidroximetillaminometano-acido cloridrico (Tris-
HCI), para excluir possivel interferéncia da coloracdo do Oleo; o branco da
enzima, adicionando 225 pL de tampao Tris-HCI a 25 yL de substrato, para
excluir possivel interferéncia da enzima; e a enzima teste, adicionando 200 pL
de tampéo Tris-HCI, 25 uL de substrato e 25 pL de enzima, para obter 100% de
atividade da enzima. O teste foi realizado em triplicata. A atividade enziméatica
foi calculada a partir da inclinacdo da regido linear da curva cinética
(AAbsorvancia/Attempo) utilizando o programa Microsoft® Excel. A porcentagem
de inibicéo foi calculada pela comparacao das taxas de reacédo da amostra (0leo)
com a taxa de reacdo da eserina. A concentracao inibitoria 50% (Clso), ou seja,
concentracdo do 6leo capaz de inibir a hidrélise da acetilcolina em 50%, foi
determinada a partir da curva dose-resposta, empregando o software GraphPad
Prism 5. O teste t de Student foi utilizado para avaliar diferencas significativas
entre os valores de porcentagem de inibicdo e Clso do 6leo e o farmaco de
referéncia. A probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferenca

significativa foi de p < 0,05.
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4.3.3 Atividade antifiingica

As cepas padrao utilizadas neste estudo foram: Candida albicans American
Type Culture Collection (ATCC) 10231; Candida glabrata (Taniwaki, M.H.),
Colecao de culturas tropicais (CCT) 0728; Candida krusei (FTI) CCT 1517; e
Candida guilliermondii (CCT) 1890 oriundas da Fundagdo André Tosello (Sao
Paulo, Brasil). Os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo
M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

As linhagens de leveduras foram cultivadas a 35 + 2 °C por 48 horas em
agar Sabouraud dextrose (SDA). Suspensdes flngicas de cada linhagem foram
preparadas com transmitancia de 89-90% no comprimento de onda de 530 nm,
usando solucéo salina estéril 0,9%. Foram feitas diluicdes das solu¢cdes em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma Aldrich, EUA) tamponado
com acido 3(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) (JT Baker, Alemanha) para
obtencédo de 3 x 102 unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL. O pH foi ajustado
para 7,0, com o auxilio de solucéo de hidroxido de sodio 0,5 M. O 6leo foi diluido
em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS e 20 yuL mL* de Tween-80/DMSO
(1:1, viv), em concentragdes que variaram de 9,7 — 2.500 ug mL™.

Em microplacas estéreis de 96 pocos, foram adicionados 100 pL do oleo
de licuri nas diferentes concentracbes e 100 pL das suspensdes fungicas
padronizadas. O controle de crescimento consistiu em 200 pL do mesmo meio
de cultura inoculado e o controle negativo compreendeu em 200 uL de meio de
cultura ndo inoculado. A anfotericina B (0,125 — 64 ug mL™?) e a nistatina (2 a 64
unidades internacionais - Ul) foram utilizadas como farmacos de referéncia.

As microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35 = 2°C por
48 horas. A menor concentracdo na qual ndo houve crescimento fangico foi
classificada como a concentracdo inibitéria minima (CIM). Para determinar a
concentracdo fungicida minima (CFM), retirou-se 10 yL dos pocos onde néo
ocorreu crescimento no procedimento da CIM e transferiu-se para tubos
contendo 1 mL de caldo Sabouraud dextrose (SDB), os quais foram incubados
novamente nas mesmas condicdes previamente descritas. Apos esse periodo,
foi realizada a leitura da CFM. Nas concentragcbes em que se observaram

crescimento fungico, a diluicAo foi considerada como sendo fungistética.
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Naquelas onde nao ocorreram crescimento, classificou-se como de acédo

fungicida. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 TOXICIDADE AGUDA

4.4.1 Artemia salina Leach

A avaliacao da letalidade para Artemia salina foi realizado de acordo com
o descrito por Meyer e colaboradores (1982), com modificagcbes. Os ovos
encistados do microcrustaceo (Maramar Aquacultura, Cabo Frio, Rio de Janeiro,
Brasil) foram incubados em &gua marinha artificial com pH = 8-9 a temperatura
ambiente. Apos 48 horas de incubacdo sob iluminacédo artificial, os ovos
eclodiram e 10 unidades do microcrustaceo foram coletados e adicionados em
pocos de placa branca leitosa contendo o 6leo de licuri solubilizados inicialmente
em 2,5% de DMSO (Vetec) com volume completado para 5 mL usando agua do
mar artificial. A amostra foi avaliada em triplicata nas concentracbes de 10 a
1.000 yg mL™. Os controles negativos foram a dgua do mar artificial e 0 DMSO
(2,5%) e o controle positivo empregado foi o timol, nas mesmas concentracoes
do 6leo. Transcorridas as 24 horas de tratamento, o nimero de microcrustaceos
sobreviventes foi contado e a porcentagem de morte calculada. A concentracdo
letal de 50% (CLso) foi calculada pela analise Probit (Finney, 1971). O teste T de
Student foi empregado e valores de p < 0,05 apresentaram diferenca estatistica

significante.

4.4.2 Daphnia magna

Para a avaliacdo da toxicidade aguda empregando a Daphnia magna
como bioindicador foi utilizado o Kit Daphtoxkit F magna (Microbio Tests Inc.,
Bélgica). Foram utilizados organismos com 2 a 26 horas de vida apos a eclosao
dos ovos e os procedimentos executados seguiram as orienta¢des do fabricante.

Resumidamente, foram avaliadas diferentes concentra¢es do 6leo (0,10
a 40,00 mg mL? de Tween 80:DMSO, 1:1, v/v). Foram preparados também os

controles, os quais consistiam de Tween 80:DMSO (1 : 1, v/v) e a 4gua. Para
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cada concentragdo foram acrescentados 25 microcrustaceos, 0os experimentos
foram protegidos da luz, incubados por 48 horas a temperatura de 22°C e os
resultados expressos em Concentracdo Efetiva Média (CEso), ou seja, aquela
capaz de provocar a morte ou imobilidade a 50% dos organismos, apos
determinado tempo de exposicdo (ABNT, 2002; 2011). O 6leo avaliado foi
categorizado conforme o estabelecido por Zucker (1985, Manrique, 2009).

4.4.3 Citotoxicidade

A linhagem celular imortalizada empregada na elaboracdo deste estudo
foi a de fibroblasto murino (L929) fornecida pela Universidade Federal de Santa
Catarina. As células foram cultivadas em meio Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Vitrocell) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Vitrocell), 1% de penicilina e estreptomicina (100 pug mL2, Sigma-Aldrich) e 1%
de acido [4-(2-hidroxietil)]-1-piperazinaetanolsulfonico (HEPES, 10 mM, Sigma-
Aldrich) e mantidas em incubadora (Thermo Fisher Scientific) sob atmosfera
umidificada a temperatura 37 °C e com 5% de didxido de carbono (COy).

Este ensaio foi realizado de acordo com o método de reducdo de MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazolio] proposto por Mosmann
(1983). Brevemente, apoOs atingirem 80% de confluéncia, as células foram
tripsinizadas e plagueadas com densidade celular de 5 x 102 células por poco,
da placa estimada por meio de contagem em camara de Neubauer empregando
o corante azul de Trypan. Apés 24 horas, o meio foi substituido pelos
tratamentos. Foram preparadas 5 réplicas, das quais foram aplicadas 100 uL do
Oleo de licuri solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) em meio de cultura
DMEM, sendo a faixa de concentragédo teste variando de 7,81 a 1.000 pg mL.

O controle do experimento foi realizado nas mesmas condi¢des, porém
aplicados apenas meio de cultura sem o 6leo. Além disso, foi preparado o
controle do solvente (DMSO) pela adicdo do mesmo em meio DMEM. Essa placa
foi novamente incubada a 37 °C e 5% CO2 pelo periodo de 48 horas.

Em seguida, os tratamentos foram removidos, os pocos lavados com 100
pL de tampéo fosfato salina (PBS) e aplicada a solugéo de MTT a 10% [(10 pL
de MTT (5 mg mL™) e 90 uL de DMEM]. A placa foi incubada por 3 horas e,



50

entdo, os cristais de formazana foram solubilizados com 100 pL de DMSO. A
absorvancia foi lida empregando comprimento de onda fixo de 540 nm.
Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de viabilidade celular

(Equacao 2) comparando os controles com o tratamento com Gleo de licuri.

Aamostra

Viabilidade celular (%) = x 100 (Equagéo 2)

Acontrole

onde: Aamostra € 0 valor da absorvancia obtida apds reacdo com MTT referente
as células tratadas com diferentes concentragdes do 6leo; Acontrole €quivale ao
valor da absorbancia apos reacdo com MTT de células ndo tratadas, ou seja,
gue foi adicionado apenas meio de cultura.

Andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste post hoc de Bonferronni foi
realizada com auxilio do software Graphpad Prism versédo 5, sendo os valores

de p < 0,05 considerados estatisticamente diferentes.
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COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES BIOLOGICAS E TOXICIDADE IN
VITRO DO OLEO DE LICURI

RESUMO

Syagrus coronata (Mart.) Beccari € uma palmeira presente em alguns
biomas nacionais e possui grande importancia cultural, socioeconémica e
ecoldgica. As améndoas comestiveis sdo ricas em Oleo fixo que pode ser
aproveitado tecnologicamente, dada a hipotese de que a composi¢do quimica
do mesmo possua compostos ativos Uteis para os setores farmacéutico,
cosmético, alimenticio, ornamental e forrageiro. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar o perfil guimico de acidos graxos por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas, as atividades antioxidante (DPPH), de inibicdo da
acetilcolinesterase (método colorimétrico de Ellman) e antifungica [(Candida
albicans ATCC 10231; Candida glabrata (Taniwaki, M.H.) CCT 0728; Candida
krusei (FTI) CCT 1517; e Candida guilliermondii (CCT) 1890], bem como a
toxicidade aguda in vitro (Artemia salina, Daphnia magna e citotoxicidade
empregando fibrosblastos murinos — L929) do dleo fixo extraido da améndoa de
Syagrus coronata adquirido de uma cooperativa nacional. A analise
cromatografica revelou o acido laurico como composto majoritario (44,61%). A
acao antioxidante ndo foi dose-dependente e na maior concentracao testada
(250 pg mL?), a inibicdo foi de 12,4%. O 6leo de licuri promoveu inibicdo da
acetilcolinesterase de 29,4% e CI50 = 3,5 + 0,2 mg mL™! e exibiu efeito fungicida
para trés das quatro espécies analisadas (concentracdo fungicida minima =
1.250 pug mL* para C. albicans e C. glabrata e 2.500 ug mL* para C. krusei). O
0leo ndo demonstrou ser toxico para os organismos-modelo (dose letal 50%
=1.082,12 + 1,36 pg mL* e 101,32 mg mL* para Artemia salina e Daphnia
magna, respectivamente) e nem alterou a viabilidade dos fibroblastos murinos
(L929) nas condi¢des analiticas. Os dados revelam a seguranca e a eficacia
deste 6leo e demonstram a possibilidade de maior e melhor aproveitamento

sustentavel desta espécie vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Syagrus coronata; composicdo quimica, atividades

bioldgicas; toxicidade aguda; 6leo fixo.
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1 INTRODUCAO

O licuri - Syagrus coronata (Mart.) Beccatri - € uma palmeira nativa do bioma
Cerrado e da costa leste do Brasil, ocorrendo também no Nordeste e bem
adaptada as regides secas e aridas da Caatinga e da Mata Atlantica e possui
grande importancia cultural, socioecondmica e ecologica (SILVA et al., 2019;
SILVA e MIGUES, 2019; PENHA et al., 2023). A extracao de palmeiras € proibida
pela lei brasileira e, portanto, individuos isolados sdo uma visdo comum em
pastagens manejadas no semiarido brasileiro (SILVA et al., 2019).

A nomenclatura vernacular inclui licuri, ouricuri (portugués), uricuripalme
(alemdo), licuri (espanhol), ouricuri e licuri (inglés). O tamanho da arvore varia
entre 1,5 m a 13 m de altura. Possui grande potencial alimenticio, ornamental e
forrageiro, sendo o seu manejo de grande importancia. Seus frutos sao
elipsdides ou ovoides, 2,5-3x1,7-2 cm, com epicarpo verde-amarelado ou
alaranjado, apresentando polpa adocicada e améndoas comestiveis ricas em
O0leo que pode ser aproveitado tecnologicamente (ARCANO et al., 2021,
TEIXEIRA et al., 2022; FREIRES, 2023). De acordo com Ticktin (2004), o licuri
exerce papel vital para a subsisténcia e geracao de renda das comunidades do
semiarido baiano brasileiro.

Johnson (1998) e Rufino e colaboradores (2008) destacaram que tanto 0s
frutos quanto as sementes do licuri sdo amplamente utilizados na producéo de
doces, racado animal, 6leo comestivel e biodiesel, enquanto as folhas séo
utilizadas no artesanato e na producdo de utilidades domésticas. Na medicina
popular, o 6leo de S. coronata possui diferentes relatos de suas aplicagdes,
como por exemplo: picadas de cobra, inflamagdes oculares, micoses,
cicatrizacao de feridas e tratamento da dor espinhal, além de outras atividades
biologicas que ja foram descritas, incluindo atividades antibacteriana,
antiparasitaria, inseticida, bem como hidratante (CORADIN et al.,, 2018;
RAZERA, 2021, RODRIGUES et al., 2011). O extrato obtido das sementes
também tem demonstrado potencialidades biolégicas, conforme relatado por
Silva e Migues (2019). As fracbes aquosas e metandlicas obtidas das
inflorescéncias foram avaliadas por Hugues e colaboradores (2013) que
destacaram a atividade contra Bacillus cereus e Staphylococcus aureus
resistente a multiplos farmacos. Adicionalmente, Bessa e colaboradores (2016)

e Santos e colaboradores (2019) também demonstraram a eficacia
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antimicrobiana e a atribuiram ao perfil de acidos graxos presentes no 6leo, rico
em acido laurico. Dos Santos Souza e colaboradores (2021) trouxeram em seu
trabalho a seguranca do Oleo fixo por meio de estudos de citotoxicidade,
toxicidade aguda oral in vivo e genotoxicidade, bem como a atividade
antioxidante. Em, 2023, Penha e colaboradores, destacaram o uso da espécie
vegetal como fonte de compostos bioativos e suas potencialidades tanto para a
saude humana (agentes terapéuticos, cosméticos e alimenticios) quanto para
uso veterinario.

Diante do exposto e da escassez de dados na literatura sobre as atividades
biolégicas e de toxicidade sobre do 6leo fixo extraido da améndoa de Syagrus
coronata (Mart.) Beccari., neste trabalho foram avaliados o perfil de acidos
graxos, as atividades antioxidante, de inibicdo da acetilcolinesterase e
antifingica, bem como a toxicidade aguda in vitro (Artemia salina, Daphnia

magna e citotoxicidade em fibrosblastos murinos — L929) deste oleo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra vegetal

O dleo fixo extraido da améndoa de licuri por prensagem a frio e filtrado foi
adquirido comercialmente da empresa Licuri do Brasil localizada em Caldeirdo
Grande - Bahia - Brasil. O 6leo possui coloracdo amarelada e aroma suave de

CocCo.

2.2 Perfil de acidos graxos do 6leo fixo de Syagrus coronata

Os acidos graxos utilizados na sintese dos padrbes de ésteres metilicos
foram submetidos ao protocolo de esterificacdo em meio alcodlico. A uma
aliquota da mistura de acidos graxos (80 mg), adicionou-se 8 mL de solucéo
previamente preparada com 2 g de cloreto de aménio, 60 mL de metanol para
analise e 3 mL de acido sulfarico. Apés homogeneizacdo em vortex e
aguecimento em agua fervente por 10 minutos, foram adicionados 4 mL de uma
solucéo saturada de cloreto de sodio. Por fim, realizou-se extracdo com 2 mL de
n-hexano PA destilado, para a obtencao dos ésteres metilicos. Em outro tubo de
ensaio, foram adicionados 80 mg do 6leo extraido da améndoa do licuri e, em
seguida, adicionados 4 mL de solugéo de hidréxido de potassio 0,5 mol/litro de

metanol PA e homogeneizados em vértex. Em seguida, foram aquecidos em



55

agua fervente por 5 minutos. Apos esse periodo, adicionou-se 4 mL de uma
solucdo previamente preparada com 2 g de cloreto de amonio PA, 60 mL de
metanol PA e 3 mL de acido sulfarico PA. A mistura foi novamente
homogeneizada e depois aquecida em agua fervente por 5 minutos. Finalmente,
foram adicionados 4 mL de solucao de cloreto de sédio saturada (36 g em 100
mL de &gua) e realizada a extragdo com 2 mL de n-hexano PA destilado, para a
obtencédo dos ésteres metilicos derivados dos acidos graxos presents no 6leo.
Adicionou-se a fase orgéanica obtida apds a extracdo com n-hexano destilado,
concentragéo aproximada de 40 mg/mL, em um tubo de ensaio com sulfato de
sédio anidro PA. Depois, transferiu-se 100 puL desta solucdo para outro tubo
contendo 900 pL de n-hexano destilado, realizando assim uma diluicdo de 10
vezes. Em seguida, transferiu-se essa solucdo para o vial do CG-EM em uma
proporcao de 1 + 2 volume/volume (v/v), chegando a concentracgéo final de 1,33
mg/mL. As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) foram realizadas em equipamento GCMS-QP2010Plus
(Shimadzu) acoplado ao auto-injetor AOC-5000, coluna capilar RTx®-5MS, 60
m x 0,25 mm, espessura do fiime 0,25 um (Crosband 5% difenil, 95%
polisiloxano). Como géas de arraste, foi utilizado o gas hélio. Para a realizacao
das analises, as seguintes condicfes foram empregadas: modo Split (taxa de
split 1:10), volume de injecdo de 1 uL, fluxo de 19,1 mL/minuto, temperatura do
injetor de 245 °C. Para o forno, foi empregue a programacao descrita na Tabela
1. Em relacdo ao detector de massas, este foi programado para analisar massas
na faixa de 40 a 700 unidades de massa atdmica, no intervalo de 3 até 47

minutos, e a fonte de ionizacéo foi o impacto de elétrons a 70 eV.

Tabela 1 — Programacao linear da temperatura do forno da coluna usada
na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Taxa (°C/minuto) Temperatura (°C) Tempo de espera
(minutos)
- 80 3
5 150 6
5 215 3
5 250 1

Fonte: o autor (2023).
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2.3 Atividades biologicas

2.3.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi investigada pelo método de sequestro de
espécies reativas de oxigénio através da reducdo do DPPH, descrito por
Sreejayan e Rao (1996), com modificacdes. Inicialmente, foi preparada uma
solucdo de DPPH na concentracao de 0,05 mM através da pesagem de 1 mg de
DPPH solubilizado em 50 mL de etanol para analise (PA). Uma aliquota do 6leo
de licuri foi preparada a partir de 10 yL de 6leo e 10 pyL de dimetilsulfoxido,
solubilizados em 1980 pL de etanol obtendo uma solugéo inicial de 5.000 pug/mL.
Dessa, foram aliquotados 200 uL aos quais se adicionou 800 uL de etanol PA,
obtendo uma solugdo com concentragdo de 1.000 ug/mL. Foram realizadas
diluigcbes seriadas utilizando o etanol PA como diluente. Em microplaca de 96
pocos, foram adicionados 50 pL da amostra, em diferentes concentragoes, e 150
ML de DPPH. Ao término do processo, foram obtidas concentracbes-teste na
faixa de 0,122 a 250 ug/mL. Para cada concentracao foi preparado o branco da
amostra, para excluir possivel interferéncia da coloracdo da amostra. As placas
foram levadas para homogeneizacao no agitador de microplaca por 3 minutos, e
mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 30 minutos. Apos esse
periodo, foi realizada a leitura da placa com o espectrofotometro (comprimento
de onda = 510 nm). O padrao utilizado no ensaio foi o &cido ascorbico (Sigma-
Aldrich, EUA), o qual foi preparado igualmente a amostra e na mesma faixa de
concentracdo. O ensaio foi conduzido em triplicata. A atividade antioxidante foi

calculada por meio da Equacéao 1.

A amostra—A controle
A DPPH

Atividade antioxidante (%) = x 100 (Equacéo 1)

onde: Aamosra € 0 Valor da absorbéancia da solugdo contendo a amostra mais o DPPH;
Acontrole €quivale ao valor da absorbancia da solugdo contendo amostra mais o etanol; e

Apepr €quivale a solucdo etandlica de DPPH.

Com a obtencao das absorvancias, foram calculadas as porcentagens da

atividade antioxidante para cada concentracdo e construido um grafico de dose-



57

resposta. Dessa forma, foi possivel obter a concentracdo capaz de inibir 50%
dos radicais livres (Clsp) presente no DPPH.

2.3.2 Inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)

A inibicao da AChE provocada pelo éleo de licuri foi avaliada pelo método
colorimétrico descrito por Ellman e colaboradores (1961), com algumas
modificacdes, adaptado para microplacas por Rhee e colaboradores (2001).
Foram usados o iodeto de acetiltiocolina (ATCI) como substrato e o reagente de
Ellman acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdéico) (DTNB). Em uma placa de 96 pocos,
foram adicionados 80 L de solugéo tampéao Tris-HCI 50 mM (pH=8,0), 120 pL
do éleo de licuri (2 — 2.000 pug mL?), e 25 pL da solucdo de DTNB 3 mM + ATCI
75 mM. Em seguida, foram colocados 25 pL de solucéo de AChE 0,25 U mL™.
Posteriormente a absorvancia foi lida espectrofotometricamente (A = 415 nm), a
cada 15 segundos por 41 ciclos, e a temperatura de 37 °C. O farmaco de
referéncia empregado foi a eserina. Também foram preparados o branco do
Oleo-teste, adicionando 120 uL do 6leo (has mesmas concentracdes dos pocos-
teste) a 130 pL do tampéo Tris-HCI, para excluir possivel interferéncia da
coloracéo do 6leo; o branco da enzima, adicionando 225 uL de tampéo Tris-HCI
a 25 uL de substrato, para excluir possivel interferéncia da enzima; e a enzima
teste, adicionando 200 pL de tampéo Tris-HCI, 25 pL de substrato e 25 pL de
enzima, para obter 100% de atividade da enzima. O teste foi realizado em
triplicata. A atividade enziméatica foi calculada a partir da inclinacdo da regido
linear da curva cinética (AA/At) utilizando o programa Microsoft® Excel. A
porcentagem de inibicdo foi calculada pela comparacao das taxas de reacao da
amostra (6leo) com a taxa de reacao da eserina. A Clsp, OU seja, concentracao
do 6leo capaz de inibir a hidrolise da acetilcolina em 50%, foi determinada a partir
da curva dose-resposta, empregando o software GraphPad Prism 5. O teste t de
Student foi utilizado para avaliar diferengas significativas entre os valores de
porcentagem de inibicio e Clsp do Oleo e o farmaco de referéncia. A
probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferenca significativa foi
de p <0,05.
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2.3.3 Atividade antifungica

As cepas padrao utilizadas neste estudo foram: Candida albicans American
Type Culture Collection (ATCC) 10231; Candida glabrata (Taniwaki, M.H.),
Colecao de culturas tropicais (CCT) 0728; Candida krusei (FTI) CCT 1517; e
Candida guilliermondii (CCT) 1890 oriundas da Fundagdo André Tosello (Sao
Paulo, Brasil). Os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo
M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). As linhagens de
leveduras foram cultivadas a 35 + 2 °C por 48 horas em agar Sabouraud dextrose
(SDA). Suspensdes fungicas de cada linhagem foram preparadas com
transmitancia de 90% no comprimento de onda de 530 nm, usando solucéo
salina estéril 0,9%. Foram feitas diluicdes das solu¢cdes em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma Aldrich, EUA) tamponado com acido 3(N-
morfolino) propanosulfénico (MOPS) (JT Baker, Alemanha) para obtencéo de 3
x 102 unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL. O pH foi ajustado para 7,0, com
o auxilio de solucéo de hidroxido de sodio 0,5 M. O dleo foi diluido em meio RPMI
1640 tamponado com MOPS e 20 uL mL* de Tween-80/DMSO (1:1, v/v), em
concentracdes que variaram de 9,7 — 2.500 ug mLt. Em microplacas estéreis
foram adicionados 100 uL do oleo de licuri nas diferentes concentracdes e 100
ML das suspensdes fungicas padronizadas. O controle de crescimento consistiu
em 200 pL do mesmo meio de cultura inoculado e o controle negativo
compreendeu em 200 pL de meio de cultura ndo inoculado. A anfotericina B
(0,125 — 64 pg mL1) e a nistatina (2 a 64 unidades internacionais - Ul) foram
utilizadas como farmacos de referéncia. As microplacas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 35 + 2°C por 48 horas. A menor concentracdo na qual
nao houve crescimento fungico foi classificada como a concentracao inibitoria
minima (CIM). Para determinar a concentracao fungicida minima (CFM), retirou-
se 10 L dos pocos onde nado ocorreu crescimento no procedimento da CIM e
transferiu-se para tubos contendo 1 mL de caldo Sabouraud dextrose (SDB), os
guais foram incubados novamente nas mesmas condi¢cdes previamente
descritas. Ap0s esse periodo, foi realizada a leitura da CFM. Nas concentracdes
em que se observaram crescimento fungico, a diluicdo foi considerada como
sendo fungistatica. Naquelas onde ndo ocorreram crescimento, classificou-se
como de acéo fungicida. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.4 Toxicidade aguda
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2.4.1 Artemia salina Leach

O ensaio de letalidade para Artemia salina foi realizado de acordo com o
descrito por Meyer e colaboradores (1982), com modificagdes. Os ovos
encistados do microcrustaceo (Maramar Aquacultura, Cabo Frio, Rio de Janeiro,
Brasil) foram incubados em &gua marinha artificial com pH = 8-9 a temperatura
ambiente. Apds 48 horas de incubacdo sob iluminacdo artificial, os ovos
eclodiram e 10 unidades do microcrustaceo foram coletados e adicionados em
pocos de placa branca leitosa contendo o 6leo de licuri solubilizados inicialmente
em 2,5% de DMSO com volume completado para 5 mL usando agua do mar
artificial. A amostra foi avaliada em triplicata nas concentracdes de 10 a 1.000
ug mLL. Os controles negativos foram a dgua do mar artificial e 0o DMSO (2,5%)
e o controle positivo empregado foi o timol, nas mesmas concentragdes do Oleo.
Transcorridas as 24 horas de tratamento, o ndmero de microcrustaceos
sobreviventes foi contado e a porcentagem de morte calculada. A concentracao
letal de 50% (CLsp) foi calculada pela analise Probit (Finney, 1971). O teste T de
Student foi empregado e valores de p < 0,05 apresentaram diferenca estatistica

significante.

2.4.2 Daphnia magna

Para a avaliacdo da toxicidade aguda empregando a Daphnia magna
como bioindicador foi utilizado o Kit Daphtoxkit F magna (Microbio Tests Inc.,
Bélgica). Foram utilizados organismos com 2 a 26 horas de vida apos a eclosao
dos ovos e os procedimentos executados seguiram as orientacdes do fabricante.
Assim sendo, foram avaliadas diferentes concentracées do 6leo (0,10 a 40,00
mg mL* de Tween 80:DMSO, 1:1, v/v). Foram preparados também os controles,
0s quais consistiam de Tween 80:DMSO (1 : 1, v/v) e a agua. Para cada
concentracdo foram acrescentados 25 microcrustaceos, e 0s experimentos
foram protegidos da luz, incubados por 48 horas a temperatura de 22°C e o0s
resultados expressos em Concentracdo Efetiva Média (CEsp), ou seja, aquela
capaz de provocar a morte ou imobilidade a 50% dos organismos, apés
determinado tempo de exposicdo (ABNT, 2002; 2011). O 6leo avaliado foi

categorizado conforme o estabelecido por Zucker (1985) apud Manrique (2009).

2.4.3 Citotoxicidade
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A linhagem celular imortalizada empregada na elaboracdo deste estudo
foi a de fibroblasto murino (L929) fornecida pela Universidade Federal de Santa
Catarina. As células foram cultivadas em meio Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Vitrocell) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
penicilina e estreptomicina (100 pg mL') e 1% de &cido [4-(2-hidroxietil)]-1-
piperazinaetanolsulfénico (HEPES, 10 mM), sendo mantidas em incubadora sob
atmosfera umidificada a temperature 37 °C e com 5% de dioxido de carbono
(CO>). Este ensaio foi realizado de acordo com o método MTT descrito por
Mosmann (1983).

Apos atingirem 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e
plaqueadas com densidade celular de 5 x 102 células/poco, estimada por meio
de contagem em camara de Neubauer empregando o corante azul de trypan.
Apoés 24 horas, o meio foi substituido pelos tratamentos. Foram preparadas 5
réplicas, das quais foram aplicadas 100 pL do 6leo de licuri solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO) em meio de cultura DMEM, sendo a faixa de
concentracdo teste variando de 7,81 a 1.000 pug mL™1. O controle do experimento
foi realizado nas mesmas condi¢des, porém aplicados apenas meio de cultura
sem o Oleo. Além disso, foi preparado o controle do solvente (DMSO) pela adicéo
do mesmo em meio DMEM. Essa placa foi novamente incubada a 37 °C e 5%
CO. pelo periodo de 48 horas. Em seguida, os tratamentos foram removidos, 0s
pocos lavados com 100 pL de tampéo fosfato salina (PBS) e aplicada a solucéo
de MTT a 10% [(10 pL de MTT (5 mg mL™!) e 90 uL de DMEM]. A placa foi
incubada por 3 horas e, entéo, os cristais de formazana foram solubilizados com
100 pL de DMSO. A absorvancia foi lida empregando comprimento de onda fixo
de 540 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de viabilidade celular
(Equacéo 2) comparando os controles com o tratamento com 6leo de licuri.
Andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste post hoc de Bonferronni foi
realizada com auxilio do software Graphpad Prism versédo 5, sendo os valores

de p < 0,05 considerados estatisticamente diferentes.

Aamostra

Viabilidade celular (%) = x 100 (Equacao 2)

Acontrole
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onde: Aamostra € 0 valor da absorvancia obtida apds reacdo com MTT referente
as células tratadas com diferentes concentracdes do 6leo; Acontrole €quivale ao
valor da absorbancia apés reacdo com MTT de células ndo tratadas, ou seja,
gue foi adicionado apenas meio de cultura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO FIXO DE Syagrus coronata

O perfil cromatografico do 6leo fixo de Syagrus coronata (Figura 1) revelou
a presenca do acido laurico como composto majoritario (44,61%). A diversidade
de acidos graxos pode ser observada pelo nimero de picos cromatograficos

identificados no 6leo (n = 6), perfazendo um total de 100% do material analisado.

1“!'“ | H
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Figura 1. Perfil cromatogréafico do 6leo fixo de Syagrus coronata. Fonte: o autor (2023).

A partir do mesmo, foi possivel também descrever a composicao quali-

guantitativa do Oleo fixo de licuri (Tabela 2).

Tabela 2 - Diversidade de &cidos graxos encontrados no 6leo fixo de Syagrus coronata.



62

Composicao Abreviacdo Acido % Area
Dodecanoato de metila C12:0 Laurico 44,61
Tetradecanoato de metila C14:0 Miristico 20,33
Hexadecanoato de metila C16:0 Palmitico 10,22
Octadecanoato de metila Cc180 Esteérico 5,07
(E)-octadec-9-enoato de C18:1 wOtrans Elaidico 17,68
metila
(92, 127)-octadeca-9-12- C18:2 w6 Linoléico 2,09
dienoato de metila

tr-Tempo de Retengcdo em minutos; IKcaL- indice de Kovats calculado (com base na série
homdloga de n-alcanos C7-C30); IKut- Indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007). Fonte: o
autor (2023).

De acordo com dos Santos Souza (2021), as analises do Oleo da
améndoa de licuri realizada por cromatografia gasosa acoplado com detector por
ionizacdo de chama (CG-FID) revelaram oito constituintes na amostra de S.
coronata, dos quais o acido laurico (43,64%) e o acido miristico (14,32%)
também foram os mais abundantes. No entanto, no meu estudo foram
encontrados seis constituintes, conforme picos na leitura do grafico de perfil
cromatografico de acidos graxos de 6leo fixo de licuri, oque pode ter ocorrido
devido a localizac&o geografica de onde foi extraido o 6leo que analisei, o tipo
de solo e o indice pluviométrico da regido. Tais fatores podem alterar a
composicao do 6leo extraido e o seu perfil de acidos graxos.

Destaco, porém, que o acido laurico € o (AGCM) de maior porcentagem
de concentracdo encontradas em minha andlise, em alinhamento com as
citacdes cientificas, cuja faixa percentual, descrita por Teixeira e colaboradores
(2022) foi de (36% a 48%) de acido laurico presentes no 6leo fixo extraido da
améndoa do licuri.

O uso topico de Oleos vegetais ricos em acidos graxos funciona com uma
barreira protetora para a pele por meio do efeito oclusivo, que permite que a
mesma se mantenha hidratada e saudavel. O 6leo de coco, rico em acidos

graxos saturados como acido laurico (49%), miristico (18%) e palmitico (8%) - a
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semelhanca dos principais acidos graxos saturados presentes no 6leo extraido
da améndoa do licuri, ja demonstrou ser efetivo e seguro quando aplicado como
hidratante (LIN; ZHONG; SANTIAGO, 2017)

O oleo de licuri apresenta diversos beneficios a sallde humana em razéo
da presenca de acidos graxos de cadeia média, que sao gorduras saturadas de
facil digestdo. Estes acidos graxos também podem ser utilizados na formulagéo
de suplementos alimentares, ajudando na reducdo do peso, promovendo a
saciedade, liberando energia e auxiliando no funcionamento do metabolismo e

da glandula tireoide (Coradin et al.; 2018).

3.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.2.1 Atividade antioxidante

O Oleo de licuri ndo apresentou acao antioxidante dose-dependente, nao
sendo, portanto, possivel o calculo da concentracéo efetiva de 50% (CEso), ou
seja, a concentracdo necessaria para consumir 50% dos radicais livres
presentes no DPPH.

Na maior concentracao testada, a inibicéo foi de 12,4%. Este resultado nao
demonstra uma atividade relevante por este método para esta amostra. No
entanto, vale ressaltar que esse ndo € o Unico mecanismo de acao antioxidante
e que outros protocolos devem ser conduzidos na tentativa de averiguar a
potencialidade biologica deste 6leo. Os dados encontrados estdo de acordo com
aqueles obtidos por Dos Santos Souza e colaboradores (2021), que encontraram
atividade de 10% para o 6leo fixo de licuri oriundo do municipio de Capim Grosso
— Bahia —Brasil.

O farmaco de referéncia empregado — o acido ascorbico — demonstrou
efeito dose-dependente e CEso= 1,74 pg mL?t. De acordo com Gulgin e
colaboradores (2010), durante os processos bioquimicos que ocorrem no
organismo, sao produzidas de modo continuo as chamadas espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais em concentracdes fisioldgicas participam da
homeostase celular. Em desacordo com o nosso achado, Bauer e seus
colaboradores (2013) relataram elevado potencial antioxidante para o 6leo de

licuri usando o mesmo protocolo de analise (DPPH); no entanto, o0 método de
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extracdo a quente relatado por eles era diferente daquele usado pela empresa
fornecedora do 6leo empregado neste estudo. Tal diferenca pode ser a
responsavel pela discordancia. Seneviratne e sua equipe (2009) demonstraram
gue o 6leo de coco extraido a quente tem uma atividade antioxidante muito maior
do que o dleo extraido a frio; essa diferenca pode estar relacionada a maior
guantidade de substancias fendlicas resistentes a temperatura no 6leo extraido

a quente.

3.2.2 Inibicdo da acetilcolinesterase

O 6leo de licuri promoveu inibicdo enzimatica de 29,4% e Clsp = 3,5 £ 0,2
mg mL1, enquanto a eserina inibiu totalmente a enzima com Clso = 2,0 + 0,2 ug
mL1. Os resultados para o 6leo e a eserina diferiram significativamente (p <
0,05). Vinutha e colaboradores (2007) propuseram uma classificagcdo para
produtos naturais quanto ao potencial de inibicAo da AChE em: inibidores
potentes (> 50% de inibicdo), inibidores moderados (30-50% de inibicdo) e
inibidores fracos (< 30% de inibicdo). Portanto, de acordo com essa
classificacao, o Oleo de licuri € considerado um inibidor fraco desta enzima.

El-Hawary e colaboradores (2021) demonstraram a inibicdo da AChE
provocada pelos extratos hidroalcodlicos tanto das folhas quanto dos frutos de
Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman, evidenciando in vivo o efeito
neuroprotetor dos mesmos.

Muitos estudos tém sido realizados de forma sistematica sobre a doenca
de Alzheimer (DA), a fim de elaborar terapias para reduzir a incidéncia e controlar
os sintomas da doenca. Fatores demograficos, genéticos e estilos de vida sdo
caracteristicas que influenciam o metabolismo lipidico e também sao os
principais fatores de risco da doenca de Alzheimer. No sistema nervoso central,
a elevacdao de citocinas pro-inflamatdrias propicia a ativacao da microglia e gera
focos de inflamacdo que prejudicam a homeostase local, resultando em morte
neuronal e danos cognitivos (ELLULU etal., 2017; VERDILE et al., 2015). Tendo-
se em vista a capacidade antiinflamatéria do acido laurico, é plausivel supor que
ele possa minimizar os efeitos pré-inflamatérios do &cido araquidbnico e
melhorar sintomas de DA, por se tratar de uma doenga com caracteristicas
inflamatorias (XU et al., 2013). Foi sugerido por alguns autores (MATSUZAKI et
al., 2011; GUTTMANN et al.,, 2020; SANDUPAMA et al., 2022) que os
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componentes do 6leo de coco, dentre eles o (acido laurico e os trigliceridios de
cadeia média) exibem caracteristicas potenciais para o tratamento da Doenca
de Alzheimer.

De acordo com Espinel-Ingroff e colaboradores (2002), a diversidade de
atividades biol6gicas atribuidas aos &cidos graxos saturados se deve
parcialmente ao comprimento da cadeia carbdnica com mais de 10 atomos de
carbono. Tais moléculas estariam diretamente associadas ao desencadeamento
de vias anti-inflamatérias e antioxidantes, potenciais interessantes na prevencao
da doenca de Alzheimer (NEVES, 2018; HERIQUES e PENIDO, 2014). De fato,
para o acido laurico, composto majoritario encontrado no 6leo fixo obtido das
améndoas de licuri, s8o descritas as atividades antiinflamatorias e
antimicrobiana (NAKATSUJI; KAO; FANG; ZOUBOULIS et al., 2009). Santos
(2019) cita a atividade antiinflamatoéria, a qual estava relacionada a presenca de

acido laurico.

3.2.3 Atividade antifungica

O ¢leo fixo extraido da améndoa do licuri demonstrou efeito fungicida para
trés das quatro espécies analisadas (CFM = 1.250 ug mL* para C. albicans e C.
glabrata e CFM = 2.500 pg mL* para C. krusei) (Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliacdo da atividade antifingica das substancias de interesse.

Anfotericina B Nistatina Oleo de licuri
Micro-organismos (ug mLY) (un (ug mLY)
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Candida albicans 0,125 0,5 8 16 625 1.250
ATCC 10231
Candida glabrata 0,125 >16 16 >64 625 1.250
CCT 0728
Candida krusei 2 4 16 32 1.250 2.500
CCT 1517
Candida 0,25 >16 16 >64 1.250 >2.500
guilliermondii
CCT 1890

Fonte: o autor (2023)

CIM- Concentracao Inibitoria Minima; CFM- Concentra¢do Fungicida Minima; Ul-
Unidades internacionais.

Considerando que a resisténcia fungica é um grave problema de saude

publica e que o desenvolvimento de novos farmacos néo € tao rapido quanto a
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evolucdo da resisténcia nos microrganismos, € imperiosa a busca por novos
compostos para o tratamento de doengas causadas por fungos, cujo arsenal
terapéutico € escasso (ZHOU et al., 2018; ROBBINS et al., 2020).

Nesse cenario, de acordo com Sampaio e colaboradores (2023), os 6leos
provenientes de frutos da familia Arecaceae, da qual o licuri é pertencente,
surgem como candidatos que podem ser utilizados contra microrganismos
patogénicos e parasitas, devido a hipétese de que a sua composi¢cao quimica
possua compostos ativos como o acido laurico, além da complexidade de sua
matriz organica atuando como ativo no mesmo propésito. Tais autores
demonstraram que a combinacdo do 6leo fixo de Syagrus cearenses Noblick e
fluconazol, foi eficaz contra as cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis.

Neste trabalho, conforme metodologia aplicada e ja detalhada, o 6leo de
licuri obteve resultados animadores, nas concentragées de 1250-2500 yg mL*
frente as cepas de C. albicans, C.glabrata e C.krusei, apresentando acéo
fungicida. Apresentou agao fungistéatica contra C.guillermondii em concentragdes
miores que nas concenentracdes maiores que 2500 ug mL?. A performace do
Oleo de licuri foi melhor inclusive que os controles positivos de anfotericina e
nistatina, que apresentaram acao fungistatica contra C.glabrata, onde o 6leo de
licuri apresentou acéo fungicida.

O potencial antibacteriano dos produtos naturais extraidos de plantas
deste género € bem descrito literatura, destacando-se o efeito do 6leo de S.
coronata contra o Staphylococcus aureus resistente a maltiplos farmacos, rico
em compostos com essa propriedade, como os acidos laurico, oleico e linoleico.
O mecanismo de acado tanto de S. coronata quanto de S. oleracea nao foi
completamente elucidado, mas é atribuida ao acido laurico a destruicdo da
membrana celular e a interferéncia em processos celulares, como transducéo de
sinal e transcricdo (DAYRIT, 2015; KIM e RHEE, 2016). De acordo com Kim e
Rhee (2016) e Kim, Seok e Rhee (2020), o acido caprico também pode danificar
a membrana microbiana e, facilitar a entrada de ions hidrogénio do ambiente
extracelular e promover a inativacao celular.

Apesar de ndo termos realizado outros testes de acdo microbiana para
confirmar e acrescentar valor ao que foi mencionado nesta dissertagéo frente a

literatura cientifica, os resultados obtidos com as Candidas ssp foram
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animadores para aprofundarmos neste estudo e na busca de elucidarmos ainda

mais as propriedades complexas do 6leo fixo de licuri.

3.3 TOXICIDADE AGUDA

3.2.1 Artemia salina Leach

O oleo fixo de licuri ndo apresentou toxicidade aguda empregando A.
salina como organismo-modelo, visto que a dose letal 50% (DLso) foi de 1.082,12
+ 1,36 ug mLt. De acordo com Meyer e colaboradores (1982), amostras com
valores de DLsg acima 1.000 pg mL* ndo sé@o consideradas téxicas. Portanto o
oleo fixo de licuri utilizado em nosso ensaio com o organismo-modelo A.salina,
mostrou-se atoxico e seguro.

Silva e Migues (2019) também ndo observaram atividade contra o
microcrustaceo para o extrato obtido das sementes de Syagrus coronata
oriundo do municipio de Senhor do Bonfim — Bahia — Brasil.

Os controles negativos (agua do mar artificial e o DMSO 2,5%) nao
apresentaram influéncia sobre os resultados, pois nenhuma larva morreu na
presenca dos mesmos, mas o timol (controle positivo) apresentou DLsg = 22,00
+ 1,15 pg mLt. Os valores de DLso do timol e do 6leo de licuri diferiram
significativamente (p < 0,05).

Este ensaio tem sido amplamente utilizado para triagem toxicoldgica e
isolamento bioguiado de muitos compostos ativos, incluindo produtos naturais,
devido a simplicidade e rapidez na execucéo, além do baixo custo (OLMEDO et
al., 2023).

3.2.2 Daphnia magna

Os resultados obtidos com o teste de toxicidade empregando Daphnia
magna como bioindicador, apds 48 horas de tratamento, revelaram CEso =
101,32 mg mL*. De acordo com a classificacdo da toxicidade aguda proposta por
Zucker (1985), o 6leo pode ser considerado praticamente nao toxico.

A presenca de compostos toxicos em corpos de agua representa um risco
aos organismos aquaticos e para o meio ambiente como um todo, e a realizacao
de ensaios ecotoxicoldgicos exibem potencialidade para auxiliar preditivamente

na compreensao da interagdo dos efeitos toxicos da substancia analizada, com
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a resposta biolégica dos organismos. Para avaliar os impactos desta amostra em
ecossistemas aquéticos de maneira mais profunda, outros testes
ecotoxicoldgicos (agudos e crbnicos) empregando peixes, algas, macrofitas,
macroinvertebrados bentonicos e perifiton séo indicados (LI LI et al., 2010;
SOUSA et al., 2021).

3.2.3 Citotoxicidade

Os resultados da viabilidade celular de fibroblastos murinos (L929) para o
Oleo fixo das améndoas de Syagrus coronata, bem como para os controles, estao
expressos na Figura 2. De acordo com a ISO 10993-5 (2009), as substancias
sédo classificadas como citotoxicas quando a viabilidade celular é inferior a 70%
da amostra celular inicial. Ndo foram evidenciadas perda da viabilidade celular
nas condi¢des analiticas testadas, bem como n&o foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos controles e tratamento (p > 0,05).

Observo que no resultado expresso no grafico abaixo, relativo a exposicao
dos fibroblastos murinos (L929) nas decrescentes concentracdes do 0Oleo fixo de
licuri da nossa analise, a viabilidade celular ndo so6 foi acima de 70%, mas na
maior parte da analise acima de 100%, oque pode e merece ser aprofundada, a
capacidade regenerativa do 6leo de licuri sobre células da matriz cutanea
cultivadas e até mesmo com a incorporacdo de nanotecnologia as particulas

analisadas.
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Figura 2- Viabilidade celular de fibroblastos murinos (L929) em funcéo dos

tratamentos. Fonte: o autor (2023).
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4 CONCLUSAO

O perfil lipidico e de seguranca in vitro, aliado ao conjunto das atividades
biolégicas atribuidas ao 6leo extraido da améndoa de Syagrus coronate (Mart.)
Beccari demonstraram as suas potencialidades, como insumo ativo para 0s
segmentos farmacéutico, cosmético, e para aplicagdo em seres humanos e
animais.

Ainda, representa a possibilidade de maior e melhor aproveitamento do
Oleo vegetal, e com isso a promoc¢éao de impactos social e econémico benéficos,
visto que a producdo sustentavel e o uso diversificado deste insumo podem
aumentar tanto a renda de agricultores familiares no Brasil quanto para a
industria, agregando valor a cadeia produtiva, principalmente de regides pobres
do Brasil, onde a palmeira é prevalente, além de ser fonte nutricional e de
subsisténcia para umas e animas.

No entanto, estudos mais aprofundados devem ser conduzidos para cada
uso pretendido do oleo fixo de licuri; e o uso de estratégias tecnoldgicas
emergentes como a hanotecnologia, podem ser consideradas no ambito de uma
economia sustentavel, bem como no desenvolvimento de formulacfes
farmacéuticas e/ou cosméticas diferenciadas a base de lipidios, que devem
ser estimuladas.

O potencial atéxico do 6leo de licuri nas concentracfes testadas, sobre
0s organismos Artemia salina e Daphnia magnha, assim como a viabilidade
celular e potencial regenerativo sobre fibroblastos murinos (L929), devem
encorajar as pesquisas de seus componentes nos processos de cicatrizacao
de feridas.

Torna-se imperioso destacar o promissor efeito fungicida do 6leo fixo de
licuri sobre as cepas de Candida ssp analisadas neste estudo, com 0 seu uso
em formulacBes biotivas e farmacologicamente escalaveis para utilizacao
como antibiéticos, dada as escassas possibilidades terapéuticas disponiveis
no mercado para tratamento deste fungo.

Tais estratégias e pespectivas sobre a performace comprovada do 6leo
fixo de licuri, visam ndo sO a valorizacdo da biodiversidade brasileira, mas
também a ampliagdo das oportunidades de mercado e seu amplo potencial de

aproveitamento na industria farmacolégica, de alimentos e de biocombustiveis
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6 CONCLUSAO

O perfil lipidico do 6leo fixo de extraido da améndoa de Syagrus coronate
(Mart.) Beccari revelou a presenca de acido laurico como componente
majoritario.

As atividades biolégicas demonstraram o0s potenciais antioxidante,
fungicida e de inibicdo da acetilcolinesterase para este 6leo.

O perfil de seguranca in vitro também foi evidenciado pelos resultados dos
testes realizados com os organismos-modelo (Artemia salina e Daphnia magna)
e as células imortalizadas de fibroblastos murinos (L929).

Portanto, o conjunto de resultados sugere ao 6leo extraido da améndoa do
licuri a potencialidade do mesmo como insumo ativo para compor formulacdes
destinadas aos segmentos farmacéutico e cosmético e sua aplicacdo em seres
humanos e animais. Ainda, demonstra a possibilidade de maior e melhor
aproveitamento deste Oleo vegetal, e com isso promover impactos social e
econdmico benéficos, visto que a producdo sustentavel e o uso diversificado
deste Oleo podem aumentar tanto a renda de agricultores familiares no Brasil
guanto para a industria.

No entanto, estudos mais aprofundados devem ser conduzidos para cada
uso pretendido desse Oleo. Também sdo sugeridos o uso de estratégias
tecnoldgicas convergentes como a nanotecnologia na tentativa de ampliar os
efeitos farmacologicos potenciais, bem como o desenvolvimento de
formulacdes farmacéuticas e/ou cosméticas diferenciadas a base de lipidios
devem ser estimuladas, tais como 0Oleo-gel. Tais estratégias visam nao so a
valorizacdo da biodiversidade brasileira, mas também a ampliacdo das

oportunidades de mercado para este 0Oleo.
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