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A mucosite oral (MO) é uma complicacdo advinda de
tratamentos oncoldgicos, caracterizada pelo seu carater
inflamatério e por promover, do ponto de vista clinico, o
desenvolvimento de edema, eritema e ulceracdes gerando
desconforto, dores e elevando o risco de infeccdo nas
membranas da mucosa oral e sistémica. As condutas
normalmente utilizadas visam a medidas paliativas,
atuando na sintomatologia, como uso de analgésicos,
crioterapia, anestésicos topicos, antifungicos,
antissépticos, antivirais, antibidticos, antiinflamatorios,
laser em baixa intensidade e fitoterapicos. A administracao
de fitoterapicos ainda encontra barreiras no seu uso, em

virtude da pouca documentacdo técnico-cientifica e de



poucos estudos que realmente evidenciam clinicamente
vantagens de uso. Os medicamentos fitoterapicos como a
Andiroba (Carapaguianensis aubl) sdo alternativas viaveis
em virtude da acdo antiinflamatoria, antimicrobiana e
analgésica, atendendo aos fins terapéuticos, além da alta
disponibilidade na regido amazonica, o baixo custo e o
vasto conhecimento popular a respeito dessa espécie
(SOARES et al., 2020; WANZELER et al.,, 2017). A
andiroba apresenta  propriedades dermatolégicas,
reumaticas, anti-inflamatorias, antibacterianas e
cicatrizantes, sendo, entdo, uma alternativa eficaz para o
tratamento da MO. Em vista disso, esta investigacao visa
a avaliar o efeito cicatrizante e antiinflamatorio da andiroba
(CarapaGuianensisAubl), através de inducdo de MO por
guimioterapico em hamsters, como uma nova alternativa
de tratamento de MO, de facil acesso a populagdo. A
etiologia dessa lesdo é decorrente a tratamentos
oncologicos, como tratamentos radioterapicos e
guimioterapicos. Essas terapias, além de atingir células
neoplasicas, também afetam células saudaveis e resultam
em efeitos colaterais, como a MO, xerostomia,
hemorragias, prejudicando a qualidade de vida e as
funcdes orais basicas do individuo (SPIEZZA, 2015). Os



tratamentos envolvem medidas a fim de restabelecer a
perda tecidual, diminuir agentes que induzam a
proliferacdo da MO, e promover o alivio da sintomatologia
dolorosa. Anti-inflamatérios, crioterapias, uso de
enxaguantes bucais, antimicrobianos, anestésicos tépicos,
analgésicos (SANTOS, 2009; YAROM et al., 2020), além
da possibilidade do uso de laser de baixa poténcia
(CURRA et al., 2015; SOARES et al., 2020) e substancias
fitoterapicas sado alternativas frente ao combate da MO
( SOARES et al.,, 2020; YAROM et al., 2020; HITOMI,
UJIHARA & ONO, 2019; WANZELER et al.,, 2017) A
patogénese da MO é dividida em 5 fases, sendo a primeira
caracterizada pelo inicio da lesao tecidual e a segunda, de
Geracao de Mensagem, pela ativacao da liberacao do fator
nuclear kappa b (NF-kB), responsavel por regular os
fatores de transcricAo e ativar as citocinas pro-
inflamatorias. Na terceira fase, observa-se o aumento de
sinais da ativacao das citocinas; na quarta fase, a presenca
de ulceracdes, com consequente entrada de bactérias e/ou
infeccbes sistémicas; e, na quinta fase, a completa
integridade do epitélio e seu restauro. Diante disso, a
avaliacdo da expressdo de NF-kB auxilia no

acompanhamento da manifestacdo inflamatéria e na



melhora do quadro clinico dos pacientes oncolégicos
(CURRA et al., 2013; CURRA et al.,, 2015). Por haver
envolvimento de animais no estudo, o projeto foi aprovado
pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA), do
Centro Universitario do Para (CESUPA), sob o parecer n
07/2016. Os cuidados foram baseados na lei de uso e
criagdo de animais preconizada pela lei federal n 11794 de
08 de outubro de 2008, com decreto de n 6899, em 15 de
julho de 2009, agindo de acordo com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagcao
Animal (CONCEA). Todos os procedimentos realizados
procuraram minimizar o desconforto e qualquer sofrimento
dos animais, além da utilizagdo do menor niumero possivel,
baseado nos dados estatisticos de calculo amostral. Foram
utilizados hamsters sirios dourados, machos, com peso
variando de 90 a 130 g, com idades de 6 a 8 semanas,
advindos do biotério do Instituto Evandro Chagas, (Belém,
Pard). Os animais foram armazenados em gaiolas de
plastico, previamente identificados, com livre acesso a
agua e racdo. Foram pesados diariamente para
acompanhamento de variagdo de massa corporea. A
utilizacao de hamsters ocorreu pela facilidade de acesso e

observacdo das mucosas jugais, e pelo fazer de tolerancia



as doses de quimioterapicos para inducdo de MO, sem
apresentar uma quantidade significativa de obitos. O dleo
da andiroba utilizado foi da Floresta Nacional do Tapajoés,
localizada a oeste do Estado do Para, abrangendo os
municipios de Belterra, Aveiro, Rurdpolis e Placas. Essa
floresta faz limite com o Rio Tapajés, com a rodovia BR
163 Santarém-Cuiabd e com o rio Cupari, e tem
coordenadas 3°31’ 1" S, 55°4’ 23” W. Dentro da floresta,
esse 6leo foi produzido na Comunidade Nossa Senhora do
Rosario, Vila Santa Fé, no Km 200 norte e km 67 da BR,
no municipio de Uruara -- PA. A Comunidade pertence a
Associacao agroextrativista Sementes da Floresta e possui
registro concedido pela Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuaria do Brasil. A empresa em questao forneceu
um laudo comprovando a qualidade da andiroba utilizada.
A inducdo de MO foi realizada com quimioterapico 5-
Fluorouracil (5-FU) e subsequente indugcdo mecanica, de
acordo com o protocolo proposto por Sonis et al. (1990). O
tamanho da amostra foi baseado nos estudos de Wanzeler
et al. (2017), o qual objetivou avaliar o efeito cicatricial de
fitoterapico através de indugdo de MO em hamsters sirios
dourados. Ocorreram duas formas de inducdo de MO, a

guimica e a mecanica. A inducdo quimica se deu com a
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administracdo do quimioterapico 5-FU (Fluoro-Uracil®
250mg/10ml, ICN Farmacéutica Ltda), comumente
utiizado em tratamento de céncer, com administracao
intraperitoneal em hamsters, nos dias DO, D5 e D10 do
experimento nas dosagens de 60kg/mg por peso. Para a
indugdo mecéanica, o0s animais foram previamente
anestesiados com Ketamina, na dose de 80 mg/kg,
associada a Xilazina, na dose de 20 mg/kg, pela via
intraperitoneal. Apés verificacdo de que o animal se
encontra em plano anestésico, ndo apresentando qualquer
reacao aos testes de reflexos interdigitais e movimentagao
de vibrissas, foi realizada a hiperextensado da mucosa jugal
e a fixacdo. Foram realizadas duas ranhuras superficiais
em ambas mucosas, visando a potencializar a MO,
seguindo o protocolo de Sonis et al. (1990). Essa conduta
foi realizada por um Unico operador, previamente treinado.
A administragdo tépica de andiroba ocorreu com o auxilio
de cotonetes flexiveis, com friccdo vigorosa sobre a
superficie da mucosa, para que a medicacdo fosse
distribuida de maneira mais homogénea por toda mucosa
do animal. O manuseio da andiroba ocorreu dos dias D3 a
D15, com aplicacao trés vezes ao dia, e 0s animais isentos,

por uma hora, da administracdo de agua e alimentacéo,
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visando a maior absorcdo do medicamento, evitando
qgualquer tipo de interferéncias. O estudo foi composto por
66 animais, agrupados em 4 grupos: Grupo I- Andiroba,
Grupo II- Controle Positivo (tratamento), Grupo Ill- Grupo
Controle negativo e Grupo IV- Grupo ciclofosfamida
(controle toxicidade) para andlise bioquimica. Com a
randomizacdo dos animais, antes a formacao dos grupos.
Grupo Andiroba: Composto por 28 hamsters foram
submetidos a inducdo de MO, a partir do que, houve a
administracao topica de andiroba, com o auxilio de hastes
flexiveis de plastico e algodéo (cotonetes), para melhor
aplicacéo na superficie da mucosa, 3 vezes ao dia, durante
15 dias. Os grupos que receberam administracao tépica de
andiroba ndo receberam alimentos e agua por 1 hora, para
gue ocorresse a completa e maior absorcao da medicacao.
Nos dias D4, D8, D12 e D15, realizou-se a fotografia das
mucosas para posterior andlise clinica e eutanésia dos
animais com a remocéao de sangue (analise bioquimica) e
as mucosas jugais removidas e armazenadas em formol
tamponado 10% (analise imuno-histoquimicas). Grupo
Controle Positivo: Composto por 28 hamsters induzidos
a MO, como preconizado pelo protocolo de inducéo,

entretanto sem qualquer tipo de tratamento para esse
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grupo. Nos dias D4, D8, D12 e D15, realizou-se a fotografia
das mucosas para posterior analise clinica e eutanasia dos
animais com a remoc¢ao de sangue (analise bioquimica) e
as mucosas jugais removidas e armazenadas em formol
tamponado 10% (analise imuno-histoquimicas). Grupo
Controle Negativo: Composto por 5 hamsters, nos quais
nao houve nenhuma intervencao e tratamento. Nos dias
D4, D8, D12 e D15, realizou-se a fotografia das mucosas
para posterior analise clinica e eutanasia dos animais com
a remocao de sangue (analise bioquimica) e as mucosas
jugais removidas e armazenadas em formol tamponado
10% (analise imuno-histoquimicas). Grupo
Ciclofosfamida: Composto por 5 hamsters, sendo o grupo
controle para a toxicidade, com administracdo do
guimioterapico ciclofosfamida a uma dose de 1000mg/kg
em cada animal, através de gavagem, conforme
preconizado pelas diretrizes para testes experimentais
OECD. Esse grupo de animais foi utilizado apenas para
analise bioquimica. No dia D15, realizou-se a eutanasia
dos animais com a remocdo de sangue (andlise
bioquimica). Houve a realizacdo da imunomarcacao
utilizando os anticorpos primarios TGF-b e NF-KB, de

acordo com o protocolo de Ribeiro et al. (2017) pela técnica



da imunoperoxidase (avidina-biotina-peroxidase). As
amostras das mucosas jugais dos grupos foram
desparafinizadas em diferentes concentracdes de xilol e
reidratada. Posteriormente, foram lavadas com 0,3 %
Triton X-100 em tampao fosfato, seguido de administracao
de peroxidase enddgena (3% de perdxido de hidrogénio) e
incubados com os anticorpos primérios (1:400) por 12 h a
4°C e depois com anticorpo secundario biotinilado. As
laminas foram coradas com tetracloridrato de 3,3'-
diaminobenzidina e com hematoxilina de Harris. Os
anticorpos primarios da Santa Cruz Biotechnology
utilizados foram: anti-NFKB p56 Coelho policlonal (1:400;
E379) e anti-TGF-B policlonal de coelho (1:400; sc-146).
Os escores foram realizados pelo  método
semiquantitativo, por meio do qual foram avaliados cinco
fragmentos de tecido de cinco animais por grupo. O
protocolo de mensuragcdo dessa imunomarcacdo foi
baseado de acordo com a porcentagem de tecido corado,
como proposto por curra et al. (2013), utilizando o seguinte
sistema de pontuacdo: Negativo (-)= 0%, 1+ = 1-10% de
coloracdo positiva/mm?, 2+ = 11-25% de -coloragdo
positiva/mm?, 3+ =26-50% de coloracéo positiva/mm?, 4+

= 51- 75% de coloracdo positiva/mm?, 5+ = maior/igual a



76% de coloracdo positiva/mm?. Houve a avaliacdo de 28
mucosas do grupo andiroba, 28 mucosas do grupo controle
positivo e 5 mucosas do controle negativo. Foram
avaliados os parametros bioquimicos para analisar 0s
possiveis sinais de toxicidade dos tratamentos em
qguestdo, averiguando as possiveis alteracdes renais,
hematol6gica e hepatica. No 15° dia de experimento, antes
dos animais serem eutanasiados, houve a remocdo de
sangue, em seringas devidamente heparinizadas, que
posteriormente foram para a centrifuga por 10 minutos a
3500 rpm, para haver a separacdo do soro para a analise
bioquimica de ureia, creatinina, transaminas e glutamica
oxalacética (TGO), transaminase glutamica piravica
(TGP), gama GT, fosfatase alcalina, amilase e lipase. A
leitura foi realizada no aparelho analisador automético
bioquimico Chem Well T (Labtest) com sistemas
comerciais e manuais do proprio fabricante. As imagens
fotografadas foram mescladas e codificadas pelo
operador, e, posteriormente, levadas a andlise para um
examinador avaliar de maneira cega, sem qualquer
conhecimento a respeito de grupos ou tratamentos. Esses
examinadores contaram com o auxilio de uma tabela

preconizada por Lima et al. (2005), para contribuir na



avaliacdo do grau de severidade da MO, por apresentar um
menor numero de escores, facilitando, assim, o momento
da avaliagcéo. Essa tabela classifica a MO em 4 scores. O
6leo foi analisado por meioi da cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (GC-MS), utilizando um
cromatégrafo de gas (modelo Varian CP 3380) equipado
com um detector de ions e com uma coluna capilar CP-Sil
88 (comprimento 60 m, didametro interno 0,25 mm,
espessura da pelicula 0,25 um; Varian Inc., EUA). Esse
protocolo promove a conversao dos acidos graxos contidos
no 6leo em &cidos graxos ésteres metilicos (FAMEs). A
temperatura da coluna foi ajustada para 80° C, durante 4
minutos, e aumentada para 205° C a uma taxa de 4° C/min.
O software utilizado para quantificacdo dos acidos graxos,
confeccdo de cromatogramas e misturas de acidos graxos
padréo (Nu-check-prep, Inc., EUA) foi o Varian Star 3.4.1.
Os valores dos acidos graxos foram quantificados em
percentagens relativas de acidos totais. Os testes
estatisticos escolhidos variaram de acordo com os padrées
de normalidade e anormalidade da amostra. Para a andlise
bioquimica foi utilizado o teste estatistico ANOVA e para a
analise imunohistoquimica ANOVA a um critério com

comparacdes multiplas de Fisher (LSD). Na avaliacdo



clinica, foi utilizado o teste Kruskal Wallis com pos-teste de
Dunn, fSe utilizou o programa Biostat 5.0 e GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA,
considerando o nivel de significancia aceito de 5%. Para
TGF-B, houve uma superexpressao em tratamentos de
andiroba 100% (p<0.0001), quando comparados ao grupo
controle negativo, com uma expressdo meédia da andiroba
de 1.3461+0.1378. No grupo controle positivo, a expressao
média do grupo andiroba foi inferior 0.6100+0.1491. O tgf
b é um fator de crescimento com acéo anti-inflamatoria,
gue auxilia na homeostase tecidual. A sua superexpressao
nos sugere uma possivel melhora inflamatéria e
aceleracao cicatricial. Ao avaliarmos o NFKB, a expressao
média da andiroba, em relagdo ao controle positivo, foi de
0.6568+0.1438 e a expressdao media, em relacdo ao
controle negativo, foi de 1.3715+0.2068. De acordo com a
expressao relativa de TGF-B e NF-KB, o tratamento de
andiroba repercutiu positivamente no quadro inflamatério
da MO. O ¢leo de andiroba ndo demonstrou evidencias
significativas de toxicidade, em comparacdo ao grupo
controle. Entretanto foi possivel identificar uma pequena
diferenca numérica de expressdo de TGO, bilirrubina e

CKNAC CPK, nos animais submetidos ao tratamento



fitoterapico. Apesar dessa diferenca numérica, isso nao é
considerado uma alteracao patoldgica, pois se apresenta
ainda dentro dos padrbes referencias de expressao.
Ressalta-se que os animais foram submetidos a fatores de
estresse e medicacfes (anestésicas), que podem ter
influenciado direta ou indiretamente nesses dados. Sendo
assim, o 6leo da andiroba pode ser uma alternativa viavel
no tratamento de MO, sem apresentar danos significativos
e irreversiveis. Na andlise clinica, houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre o grupo 6leo de andiroba em
relacdo ao grupo controle. A analise do teste de kruskal
wallis (Post hoc Dunn) mostrou que o tratamento com 6leo
de andiroba apresentou menor valor médio (escores),
demonstrando resultados clinicos positivos nos dias 4 e 8
de experimento. No dia 12 e 15, 0s escores apresentaram
médias maiores para o grupo PC, seguido do grupo 6leo
de andiroba. Para a caracteriza¢do do 6leo de andiroba, foi
empregada a cromatografia gasosa com perfilamento. Na
analise lipidica, foi observado que o Oleo de
andiroba/produto é composto por 12 substancias
saponificantes, sendo também rico em &cidos graxos
guando extraido de sua semente. A partir dos resultados,

foi constatado que as porcentagens mais elevadas dos
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compostos lipidicos foram, respectivamente, do &cido
oleico (47,33%), acido palmitico (31,46%), acido linoleico
(8,98%) e acido estearico (7,12%). A fitoterapia utilizada
pela populagéo cientifica necessita de respostas sobre o
efeito toxicoldgico e intracelular da atividade cicatricial na
mucosa bucal e essa pesquisa veio como alternativa de
responder tais questionamentos. O 6leo de andiroba
possui componentes saponificaveis e insaponificaveis. Os
saponificaveis incluem os acidos graxos, particularmente
os acidos palmitico, oleico, estearico e linoleico (BARROS
et al., 2012), e os insaponificaveis incluem triterpenos,
tetraterpenos, alcaloides e limonoides (FERRARIS et al.,
2011). As propriedades limonoides tém maior visibilidade
em termos de efeitos terapéuticos, em analises cientificas
(NINOMIYA et al., 2016), e uma pequena parte dos artigos
estuda os componentes saponificaveis, que correspondem
a maior porcdo no O6leo. Os &cidos linoleico e oleico
desempenham um papel importante na regulacdo da
colagenase e na producédo de metaloproteinas, na inducéo
da granulacdo e liberagdo de citocinas, estimulam a
angiogénese e a revascularizagao e, consequentemente,
aceleram a cicatrizacdo de feridas. Esse potencial pode

explicar a reducéo significativa da MO no grupo andiroba.



Pode-se concluir que o 6leo de andiroba € um tratamento
eficaz na cicatrizagédo e na melhora inflamatéria de MO, em
modelo experimental, sendo de um custo inferior aos
tratamentos padrées e com método de facil aplicacéo, e
gue o tratamento com o fitoterapico ndo demonstrou
alteracdes bioquimicas significativas, sendo uma
alternativa interessante por ndo apresentar toxicidade. E
necessario que estudos clinicos sejam realizados para

evidenciarem sua eficacia em maior proporc¢ao.
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