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RESUMO

BAPTISTA, Anderson Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
junho de 2018. Extrato de folhas de caju (Anacardium occidentale L.) e
de cajui (Anacardium microcarpum D.): prospecc¢ao fitoquimica,
atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoéria, in vitro e in
vivo. Orientador: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Coorientadores:
Guilherme Nobre Lima do Nascimento, Jodo Paulo Viana Leite e Reggiani
Vilela Gongalves.

O homem sempre buscou nas plantas uma alternativa no tratamento para
resolver suas patologias. As plantas medicinais vém sendo utilizados para
fins terapéuticos e em alguns casos sem conhecer o principio ativo e a
toxicidade destes, O Anacardium occidentale L (caju) planta com
pseudofruto suculento, € caracteristico da regido tropical do Brasil. O
Anacardium microcarpum D (cajui) presente na regido dos cerrados da
Amazoénia e das regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste brasileiro. O
metabolismo secundario das folhas, cascas e pseudofruto dessas plantas
produz compostos fendlicos, com atividades anti-inflamatdria, antioxidante e
antimicrobiana. @ Os objetivos deste estudo foi realizar a prospecgao
fitoquimica, avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-
inflamatéria, in vivo e in vitro de extratos das folhas do Anacardium
occidentale L (caju) e Anacardium microcarpum D (cajui). Os resultados
estdo divididos em trés artigos, sendo composto por uma revisao sistematica
das agbes antimicrobiana e antioxidante do caju (Anacardium occidentale),
do cajui (Anacardium microcarpum) e do pequi (Caryocar brasiliense), e dois
artigos originais, um com ensaios antioxidante e antimicrobiano in vitro e
outro com ensaios do controle metabdlico, estresse oxidativo e
hepatoxicidade in vivo. Artigo 1. Antioxidant and antimicrobial activities of
crude extracts and fractions of cashew (Anacardium occidentale L.),
cajui (Anacardium microcarpum) and pequi (Caryocar brasiliense C). A
systematic review. Elaborou-se uma reviséo sistematica dos trabalhos que
apresentassem resultados de ensaios com extratos das partes das espécies
vegetais acima mencionadas. Foram analisadas as bases de dados
Pubmed/Medline, Biblioteca virtual em Saude (Lilacs e Scielo) e Science

Direct. De um total de 425 artigos, 32 foram incluidos, sendo 19 estudos com
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Anacardium occidentale, 3 com Anacardium microcarpum e 10 com
Caryocar brasiliense. A técnica para avaliagdo da capacidade antioxidante
in vitro mais utilizada foi de DPPH e da atividade microbiolégica foi a
concentragdo inibitoria minima e difusdo em discos. A maioria dos ensaios
que foram descritos demonstraram resultados potencialmente positivos as
acdes antioxidantes e antimicrobianas quando da utilizacdo das espécies
estudadas. Os resultados trazem importantes dados e perspectivas para a
utilizacdo de produtos naturais que possam contribuir para o tratamento de
varias enfermidades, destacando-se principalmente as doengas e agravos
nao transmissiveis. Artigo 2. Caracterizagao fitoquimica e analise das
atividades antimicrobiana e antioxidante de folhas de Anacardium
occidentale L. e Anacardium microcarpum D., in vitro. A partir das folhas
secas trituradas foram preparados extratos brutos etandlicos de A.
occidentale L e A. microcarpum D. Realizou-se a composi¢ao centesimal da
matéria seca, para determinar a quantidade de lipidios, proteinas, cinzas,
umidade e carboidratos totais. A cromatografia de camada delgada foi a
técnica de escolha para a prospeccao fitoquimica. Por espectrofotometria e
regressao linear foram quantificados os fendlicos e flavonoides totais dos
extratos. A Cromatografia Liquida de Alta Permance (HPLC) foi utilizada
para verificar a presenca de acido anacardico. No ensaio antioxidante
utilizaram-se as metodologias de captura de radicais estaveis DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazila) e a atividade antioxidante por meio da captura do
radical 2,2°- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)-ABTS. Para os
testes microbiolégicos utilizou-se a concentragao inibitéria minima em
microplacas de 96 pogos a partir de cepas multirresistentes de origem
hospitalar. Os extratos etandlicos de Anacardium occidentale L e
Anacardium microcarpum D apresentaram captura de radicais DPPH e
ABTS semelhantes e foram encontrados 2,32 e 1,64 mg EAG (equivalentes
de acido galico) de fendlicos totais e valores de flavondides totais de 0,34 e
0,29 mg ER (equivalentes de rutina), respectivamente. Na prospeccéo
fitoquimica dos dois extratos foi verificada a presenca de flavonoides,
taninos, saponinas, 6leos essenciais e triterpenos. O A. microcarpum D foi o
extrato que apresentou a menor concentragao inibitéria minima, com valor

de 0,78 mg/mL em cepas de S.aureus. Os extratos etandlicos das folhas
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apresentaram capacidade microbicida e antioxidante in vitro, 0 que sugere
serem potenciais produtos para a elaboragdo de um fitoterapico. Artigo 3.
Atividade antioxidante, andlises bioquimicas e histopatolégica de
folhas de A. occidentale L. e A. microcarpum D. em camundongos
knockout para interleucina 10. Para os ensaios foram utilizados
camundongos knockout para interleucina 10, divididos em seis grupos:
controle (G1) apenas agua e ragao; Anacardium occidentale (G2) agua,
ragdo e extrato; Anacardium microcarpum (G3) agua, ragdo e extrato;
paracetamol (G4) indugdo com paracetamol por oito dias;
paracetamol+Anacardium occidentale (G5), tratados apds injuria;
paracetamol+Anacardium microcarpum (G6), tratados apds injuria. Apds
serem anestesiados foi coletado o sangue retroorbital para contagem de
leucocitos e para analises bioquimicas da alanina aminotransferase (ALT),
aspartato transferase (AST), gama glutamil transferase (GGT), fosfatase
alcalina (FAQO), colesterol total e triglicerideos. O macerado do figado foi
utiizado para as analises do estresse oxidativo a partir dos ensaios de
malondialdeido (MDA), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa e proteina carbonilada. Foi realizada a histopatologia do figado, a
partir da analise da presenga ou auséncia de alteragbes do nucleo;
congestdo sinusoOide; esteatose; infiltrado inflamatdrio, colestase e
vacuolizag&do do citoplasma. A analise do estresse oxidativo em macerado
de figado apresentou melhores resultados nos camundongos tratados com
Anacardium microcarpum D, na maioria das enzimas. Os camundongos
tratados com os dois extratos, sem injuria por paracetamol e tratados com A.
microcarpum apoés injuria, apresentaram resultados significativos para SOD
e CAT, demonstrando eficiéncia na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio. Destaca-se também o resultado da proteina carbonilada com
reducao efetiva nos grupos tratados com os dois extratos apds injuria com
paracetamol. Na analise histopatolégica do figado os camundongos tratados
com os dois extratos apresentaram reduc¢ao no infiltrado inflamatério e na
colestase, demonstrando diminuicdo no processo inflamatério apds a injuria
pelo paracetamol. Os resultados confirmam a hipotese de atividade

antioxidante das folhas do Anacardium occidentale L e do Anacardium
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microcarpum D, o que sugere a utilizacdo das folhas para desenvolver um

produto fitoterapico.

Palavras chave: Plantas medicinais; Anacardium occidentale L;

Anacardium microcarpum D; Estresse oxidativo; Histopatologia.
ABSTRACT

BAPTISTA, Anderson Barbosa, D.Sc., Federal University of Vigosa, June,
2018. Extract of cashew leaves (Anacardium occidentale L.) and cashew
(Anacardium microcarpum D.): phytochemical prospection, antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammatory activity, in vitro and in vivo. Adviser:
Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-advisers: Guilherme Nobre Lima do
Nascimento, Jodo Paulo Viana Leite and Reggiani Vilela Gongalves.

Mankind has always sought in plants alternative treatments to pathologies,
and the knowledge and use of them, for many traditional communities, may
be the only therapeutic option. Medicinal plants have been used for
therapeutic purposes, in some cases without so much as the knowledge of
their active ingredients and toxicity. On the other hand, there are several
known actions performed by plant derivatives, being some: antiviral,
antispasmodic, analgesic, antimicrobial, healing, expectorant, relaxing,
antiseptic, respiratory, larvicidal, vermifuge and anti-inflammatory action. The
increase of multiresistant bacteria stimulates interest in the search for new
therapeutic alternatives with antimicrobial power. This has caused an
emergence of research in the area, especially from plant resources. The
Anacardium occidentale L (cashew) plant with a succulent pseudofruit, is
characteristic of the tropical region of Brazil, and has pharmacological
activities proven by the anti-inflammatory, astringent and antitumoral effects.
Anacardium microcarpum (cajui), present in the Cerrado region of the
Amazon and in the Northeast, Center-West and Southeast regions of Brazil,
presents a small pseudofruit and in its secondary metabolism produces
phenolics, compounds with anti-inflammatory, antioxidant and antimicrobial
activities. The aims of this study were to evaluate the antimicrobial activity of
leaf extracts of Anacardium occidentale (cashew) and Anacardium
microcarpum (cajui) against multiresistant bacteria, and its antioxidant
actions in vitro and in IL-10 knockout mice. The results were divided into
three articles, which are composed of a review of the antimicrobial and
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antioxidant actions of pequi (Caryocar brasiliense), cashew (Anacardium
occidentale) and cajui (Anacardium microcarpum) and two original articles,
one with antioxidant and antimicrobial in vifro and another with in vivo
oxidative stress assays. Article 1. Antioxidant and antimicrobial activities
of crude extracts and fractions of cashew (Anacardium occidentale L.),
cajui (Anacardium microcarpum) and pequi (Caryocar brasiliense C). A
systematic review. A systematic review of the works that presented results
of tests with extracts of the parts of the vegetal species mentioned above
was elaborated. The databases Pubmed / Medline, Virtual Health Library
(Lilacs and Scielo) and Science Direct were analyzed. Of a total of 425
articles, 32 were included, being 19 studies with Anacardium occidentale, 3
with Anacardium microcarpum and 10 with Caryocar brasiliense. The most
used in vitro antioxidant capacity evaluation technique was DPPH and the
most used microbiological capacity evaluation technique was the minimum
inhibitory concentration and disk diffusion. Many articles were not found due
to the limitations of the database search. Most of the tests described
demonstrated potentially positive results to the antioxidant and antimicrobial
actions when using the species studied. The results provide important data
and perspectives for the use of natural products that can contribute to the
treatment of various diseases, especially non-communicable diseases
(NCD). Article 2. Phytochemical characterization, antimicrobial and
antioxidant activities of Anacardium occidentale L and Anacardium
microcarpum leaves, in vitro. Ethanolic extracts of A. occidentale L and A.
microcarpum were prepared from crunched dry leaves for use in the trials.
The DPPH and ABTS methodologies were used to evaluate the antioxidant
power in vitro. Thin-layer chromatography was the technique of choice for
phytochemical prospecting and HPLC (high performance liquid
chromatography) to verify the presence of anacardic acids. The phenolics
and total flavonoids of the extracts were quantified by spectrophotometry and
linear regression. For the microbiological tests, the minimum inhibitory
concentration in 96 microplates from hospital originated multiresistant strains
was used. The ethanolic extracts of Anacardium occidentale and Anacardium
microcarpum showed capture of similar DPPH and ABTS radicals and 2.34

and 1.64 mg GAE (galic acid equivalents) of total phenolics and total
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flavonoid values of 0.34 and 0, 29 mg RE (routine equivalents), respectively.
The phytochemical prospection showed the presence of flavonoids, tannins,
saponins, essential oils and triterpenes. The presence of the secondary
flavonoid metabolites and tannins may favor the digestion of nutrients, the
organic functioning of the body, activate the antioxidant capacity and modify
the synthesis of eicosanoids, with anti-inflammatory response. A.
microcarpum was the extract with the lowest minimum inhibitory
concentration, with a value of 0.78 mg / mL in S. aureus strains. The
ethanolic extracts of the leaves presented microbicidal and antioxidant
capacity in vitro, which leads us to believe that they are potential products for
the elaboration of a phytotherapeutic medicine. However, more studies are
fundamental to uncover the gaps still existing in the knowledge about these
plants. Article 3. Antioxidant activity of Anacardium occidentale D. and
Anacardium microcarpum L. leaves in interleukin-10 knockout mice. For
the tests, interleukin-10 knockout mice were used, divided into six groups
(control, with injury and treated): control; paracetamol; paracetamol +
Anacardium occidentale; paracetamol + Anacardium microcarpum;
Anacardium occidentale and Anacardium microcarpum. Retroorbital blood
was collected for leukocyte count and serum was separated for analysis of
the biochemical profile of alanine aminotransferase (ALT), aspartate
transferase (AST), gamma glutamyl transferase (GGT), alkaline phosphatase
(FA), total cholesterol and triglycerides. Liver maceration was used for the
analysis of oxidative stress from the malondialdehyde (MDA), catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione and carbonylated protein
assays. The histopathological analysis of the liver was performed, observing
the changes in the tissue in each group, analyzing the presence or absence
of changes in the cytoplasm and nucleus; steatosis; inflammatory infiltrate
and cholestasis. Oxidative stress in liver maceration showed better results in
mice treated with Anacardium microcarpum in most of the enzymes. The
result of the carbonylated protein with a value of 33.17 nmol / mg of the
paracetamol group and 13.03 nmol/mg was also highlighted. The mice
treated with the two extracts, without paracetamol injury and treated with A.
microcarpum after injury, presented significant results for SOD and CAT,

demonstrating efficiency in the elimination of reactive oxygen species. In the

XVi



histopathological analysis of the liver, the mice treated with the two extracts
presented reduction in the inflammatory infiltrate and cholestasis,
demonstrating a decrease in the inflammatory process after the injury by
paracetamol. The results confirm the hypothesis of antioxidant activity of the
leaves of Anacardium occidentale and Anacardium microcarpum, which
suggests, from more detailed studies, the use of leaves to develop a

phytotherapeutic agent.

Keywords: Medicinal plants; Anacardium occidentale L; Anacardium

microcarpum D; Oxidative stress; Antimicrobials.
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1. INTRODUGAO GERAL

O homem sempre buscou nas plantas um recurso para sua
sobrevivéncia, levando-o a conhecer técnicas para a pratica agricola e a
cura de algumas doencas (LEITE, 2008; BAPTISTA et al., 2018). O
conhecimento sobre elas pode ser a unica alternativa para muitas
comunidades distantes dos atendimentos basicos de saude (MACIEL et al.,
2002; SPAGNUOLO & BALDO, 2009).

A fitoterapia € uma pratica antiga, baseada no uso de plantas
medicinais ou de suas partes, com a finalidade de curar, prevenir ou aliviar
patologias (BETTEGA et al., 2011). A ANVISA na RDC N° 26 define
fitoterapico como: “produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa,
incluindo medicamento fitoterapico e produto tradicional fitoterapico,
podendo ser simples, quando o ativo é proveniente de uma unica espécie
vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo é proveniente de mais de
uma espécie vegetal” (BRASIL, 2014).

O desenvolvimento de terapias naturais, complementares e
integrativas, no tratamento de varias doengas tem despertado o interesse de
pesquisadores, principalmente quanto a sua eficacia em agdes microbicidas,
antioxidante e anti-inflamatéria (NASCIMENTO et al., 2007; BAPTISTA et al.,
2018).

A investigacao de plantas medicinais e seus metabdlitos que possam
oferecer tratamento alternativo do controle microbiano e contribua na
elucidagao de substancias menos toéxicas e eficazes sdo cada vez mais
estudadas (PINHO et al., 2012). Os compostos taninos, por exemplo,
encontrado em espécies do Anacardium foi analisado por varios
pesquisadores pela acdo bactericida, utilizando para os ensaios cepas
como Escherichia coli e Staphylococcus aureus (FERREIRA et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2014; PEREIRA et al., 2015). As plantas constituem
uma imensa fonte de compostos capazes de tratar e curar patologias

associadas aos microrganismos (ELLER et al., 2015).



Compostos bioativos, como os antioxidantes, sao boas alternativas de
protecdo para o organismo vivo contra os radicais livres, atuando na
prevencdo e no tratamento de enfermidades (MORAIS et al.,, 2010). As
atividades antioxidantes detectadas em sistemas complexos tais como
materiais de origem vegetal, sobre um organismo ou tecido especifico ou
sobre sistemas biolégicos, podem ser causadas por varios tipos de
componentes bem como, por efeitos sinérgicos ou interagdes que ocorrem
entre eles (GONCALVES et al., 2013).

O Brasil vem desenvolvendo pesquisas importantes para o avango do
conhecimento das propriedades medicinais das plantas utilizadas pela
populagdo. Existem programas e politicas que estimulam a insergéo deste
tipo de terapia, o interesse popular e institucional vem crescendo no sentido
de fortalecer a Fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS) e a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC),
contribuindo e promovendo o uso racional de plantas medicinais (BRASIL,
2015).

Na lista de plantas do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos do Ministério da Saude, dentre algumas espécies destaca-se o
Anacardium occidentale L da familia Anacardiaceae (BRASIL, 2009). Planta
superior rica em compostos fendlicos, usada na mediciana popular na regiao
oeste africana e no Brasil. Todas as partes sdo utilizadas na medicina
popular. Na Amazénia brasileira tribos utilizam as cascas e folhas para tratar
diarreia. Cha de cascas e folhas sao utilizados para tratar diabetes mellitus,
infec¢cdes de pele, inflamagdes, entre outros usos (TAYLOR, 2005). Esses
efeitos foram associados, principalmente, a presenca de compostos
fenolicos (CASTILLO-JUAREZ et al., 2007; KUBO et al., 2011).

Outra espécie importante é o Anacardium microcarpum D, conhecido
como cajui, uma planta nativa do Brasil, especialmente da regidao nordeste.
O pseudofruto possui um bom conteudo de vitamina C, polifendlicos e
minerais. Diferencia-se morfologicamente do Anacardium occidentale L por
possuir fruto e hipocarpos de tamanhos diminutos, flores pequenas e
perfumadas (BARBOSA-FILHO et al., 2015). Os compostos fendlicos como

flavonoides, taninos e o acido anacardico, encontrados nas espécies de



Anacardium, possuem propriedades biologicas antitumoral, na prevencéo de
doengas cardiovasculares, anti-inflamatéria e antimicrobiana (AGOSTINI-
COSTA et al., 2004).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a prospecc¢ao fitoquimica, atividade antioxidante, antimicrobiana e
anti-inflamatéria, de extratos das folhas do caju (Anacardium occidentale
Linn) e cajui (Anacardium microcarpum Ducke), in vitro e in vivo em
camundongos knockout — IL 10.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma revisdo sistematica dos estudos com Anacardium occidentale,
Anacardium microcarpum e Caryocar brasiliense.

Realizar a caracterizagao quimica e bioquimica dos extratos das folhas
obtidos de A. occidentale L e A. microcarpum D.

Analisar in vitro a atividade antioxidativa dos extratos das plantas utilizadas

no experimento.

Determinar a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do extrato bruto das
folhas de A. occidentale L e A. microcarpum D e verificar a agdo moduladora

da resisténcia. Analisar nos camundongos knockout — IL 10:

- a atividade antioxidativa dos extratos de folhas de Anacardium
occidentale e Anacardium microcarpum no figado e soro sanguineo; (Nao

foram so enzimas, entdo deixa geral)
- Quantificar os leucdcitos diferenciais em esfregago sanguineo;

- avaliar o controle metabdlico, a resposta imunoldgica a toxicidade e a

recuperacao do tecido.
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Abstract

The accentuated increase in the use of medicinal plants by the population to
treat diseases makes it necessary to carry out pharmacological studies in
order to contribute to the scientific knowledge and clarify the mechanisms
involved in the main compounds present in these plants. Due to the difficulty
of combating antimicrobial-resistant microorganisms, plants become a low-
cost and effective alternative. The stem, fruit and leaves of plants are used to
measure antioxidant and antimicrobial capacity and to combat the oxidative
degradation of free radicals produced in the presence of xenobiotics. A
systematic review is a powerful tool that incorporates the variability among
the studies, providing an overall estimate of the use of plant extracts as
antioxidants and antimicrobial activities. In view of the controversies in the
literature regarding the use of compounds from plants or the isolation and
purification of the main substances for the prevention of bacterial various
therapeutic actions, the aim of this was to present a systematic review on
the antimicrobial and antioxidant properties of cashew (Anacardium
occidentale), cajui (Anacardium microcarpum) and pequi (Caryocar
brasiliense). The following databases were analyzed: Pubmed/Medline,
Virtual Health library (LILACS and Scielo) and Science Direct. Out of 425
articles, 33 articles have been used in this study, which were also
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represented in the The Prisma Statement. In vitro antioxidant tests were
conducted in 28 studies using different methodologies. Most of the tests
involving the studied species demonstrated positive antioxidant potential and
antimicrobial properties. The results provide important data and perspectives
into the use of natural products that can contribute to the treatment of various
diseases.

Keywords: plants extracts, antioxidants, antimicrobial activity, natural

products

1. Introduction
Plants have long been used for the prevention and treatment of human

health adversities. The first herbal records date back to 2838-2698 B.C.,
when the Chinese emperor Shen Nung cataloged 365 medicinal herbs. In
1500 B.C., the Egyptian manuscript "Ebers Papirus" recorded information on
811 prescriptions and 700 drugs. Some of these plants are still in use, such
as ginseng (Panax spp.), Ephedra spp., Cassia spp. and Rheum palmatum
L., being used as a source of drugs for the pharmaceutical industry.
Indigenous tribes in their rituals and cure of diseases have always used

medicinal plants [1].

The use of phytotherapy started gaining popularity in the mid-70s and
80s. The trade of herbal medicines in Brazil is around 5% of the total trade of
medicines [2]. According to the Ministry of Health, patients seeking treatment
based on medicinal plants and phytopharmaceuticals increased to 161%
between 2013 and 2015, probably due to the low cost of herbal medicines
and also to the fact of the population being accustomed to their use [3].The
World Health Organization (WHO) notes that 70% to 95% of the population
depends on the use of herbal medicines in the primary care setting, therefore
issuing a recommendation to encourage countries to formulate national
policies and regulations regarding the use of traditional medicines of proven

effectiveness [4].

The concept of medicinal plants being "natural" does not guarantee
benefits and safety, which makes it fundamental that popularly known herbal
medicine is widely studied with regard to its pharmacological and
toxicological aspects in order to understand its adverse effects [5]. Adverse

effects arise from the production of plant secondary metabolites that can be



toxic to the organism, as anthraquinone, for instance, in Aloe vera can cause
nephritis when the latter is ingested in a high concentration. In addition, the
pyrrolizidine alkaloid metabolites present in Comfrey (Symphytum officinale)
are also hepatotoxic [6]. The appearance and dissemination of
microorganisms resistant to commercially available antimicrobials have been
reported for decades, encouraging the search for new sources of
antimicrobial substances, such as plants used in the traditional medicine and
laboratory trials [7].The use of plants as antimicrobial agents has seen a
major increase in the last years: A good example of this fact are phenolic
compounds, present in the essential oils of many plants that are known as
active substances, such as the essential oil of rosemary leaves, used in the
preservation of food to inhibit microbial contamination and dissemination [8].
Another example is that barks of the cashew tree have shown considerable

bactericidal effect due to the presence of tannins [9].

Apart from antimicrobial agents, the pursuit for safe natural
antioxidants that can be beneficial to the human health and can replace
those of synthetic origin is of interest to the scientific community [10]. The
plant kingdom is a valuable source of bioactive and phytochemical
compounds. Furthermore, the adequate consumption of fruits and vegetables
is directly related to the reduced risks of diseases due to the amount of

health-beneficial antioxidants present in such plants [11].

The oxidative stress, which occurs in cells, in general, can be
combated by antioxidants since they hold oxidation stability and therefore
prevent the formation of reactive species of oxygen and nitrogen.Reactive
oxygen species such as superoxide radicals, hydroxyl radicals, and hydrogen
peroxide may favor the development of diseases such as cancer,
cardiovascular disorders, aging, and degenerative diseases. In contrast, the
consumption of natural antioxidants such as polyphenol-rich foods, fresh
fruits and vegetables, can counteract the oxidative degradation of free
radicals [12;13]. In this context, we can highlight 3 plants (caju, cajui and
pequi) which are widely used in cooking and traditional Brazilian medicine,
mainly in the north, northeast and central west regions of the country.Cashew

nut and its byproducts have several industrial and biological properties such
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as antioxidant and antimicrobial activities. There are 11 different species in
the genus Anacardium, in which the Anacardium occidentale L (cashew) is
the most common in Brazil, especially in the north and northeast regions.
This pseudofruit is juicy and rich in vitamin C (200mg / 100g of juice) [14].
Anacardium microcarpum (cajui) is widely used in traditional folk medicine for
the treatment of inflammation, rheumatism, tumors and infectious diseases.
The extracts can hold potential antioxidant agents that modify the oxidation
states of cells [15]. Caryocar brasiliense C. (pequi) is a native plant of the
Cerrado biome and it is well distributed in the north and midwest regions of
the country. The fruit has carotenoids with antioxidant activity and is a
precursor of vitamin A [16]. It demonstrates a strong potential for sustainable
exploration, since the fruit is fairly rich in a nutritional and functional point of
view, presenting sensory properties such as color, aroma, and a distinctive
flavor compared to other fruits, besides having a pleasant taste [17].

Some clinical and preclinical studies have attempted to demonstrate
the antioxidant and antimicrobial effect of plant compounds and their
derivatives. However, this hypothesis may not always be confirmed mainly
due to the comprehensive methodological variations involving the obtaining
of the compounds, the therapeutic schemes and the mechanisms of action.
However, it is important to search for new data from various studies in order
to clarify the aforementioned discrepancies. In this context, the systematic
review is a powerful tool that incorporates the variability among the studies
and allows the obtaining of an overall estimate of the use of plant extracts
(cashew, cajui and pequi) as antioxidants and antimicrobial properties.
Moreover, a systematic review, unlike the widely used narrative reviews, has
never been carried out before and might provide us with reliable and solid
new evidence on whether or not crude extracts and fractions of cashew, cajui
and pequi could be beneficial in antioxidant and antimicrobial defense
mechanisms. Based on the latter, our systematic review has been developed
to present the results of tests with extracts of parts of the following plant
species: Anacardium occidentale L, Anacardium microcarpum and Caryocar
brasiliense C .The hypothesis is that these species contain substances that
are beneficial to the human health and could be apropriately used by the

population, replacing synthetic products and expanding the National Policy
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on Integrative and Complementary Practices in Health (PNPIC) of the
Brazilian Unified Health System (SUS).The results can then lead to greater
discussion and provide interest to the pharmaceutical industry in reducing the

high costs of producing and purchasing synthetic substances [18].

2. Methodology

2.1 Literature research

The studies included in this review have been selected using the
following databases: PubMed/Medline, Virtual Library in Health (Bireme,
Lilacs and Scielo) and Science Direct. The descriptors used were “pequi”,
“pequi antioxidant”, “antimicrobial pequi”, “Caryocar brasiliense”, “Caryocar”,
“caju antioxidant”, “cajui antioxidant”, “bacteria caju”, “caju antimicrobial”,
“‘cashew”, “Anacardium occidentale”, “cajui” and “Anacardium microcarpum?”.
The original studies used in this review covered the period from 2006 to
2016. This time period can be justified by the limited number of specific
studies conducted in recent years and their relevance. Classic articles on the
topic and the others resulting from reverse search were also selected. Only
articles published in English, Portuguese and Spanish have been included.
However, studies that focused on toxicity; wound healing; anti-inflammation;
chemical characterization; prebiotic; genotoxic; antidiabetic; gastroprotective;
cardiovascular diseases have been eliminated. Reviews, comments and
notes, as well as unpublished studies have not been considered. The studies
have been selected based on the inclusion criteria indicated below:

- Studies reporting the effect of antioxidant and antimicrobial of crude
extracts, fractions and metabolite isolated of the cashew tree (Anacardium
occidentale L), cajui (Anacardium microcarpum) and pequi (Caryocar
brasiliense C) in animal model.

- Studies in vitro, reporting the effect of antioxidant and antimicrobial of crude
extracts fractions, and metabolite isolated of the cashew tree (Anacardium
occidentale L), cajui (Anacardium microcarpum) and pequi (Caryocar

brasiliense C).

2.2 Extraction and data management
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Abstract selection: three independent reviewers (BAB, BJ, PMC) have
selected studies based on title and abstract analysis. In case of
disagreement, a fourth reviewer (GRV) would decide whether the study met
the inclusion and exclusion criteria. In order to eliminate subjectivity in the
data collection and selection process, the information has been
independently extracted by both reviewers (BAB and PMC) and analyzed
separately. Data from each study has been extracted and tabulated using
standardized information, such as: features of the publication (author, country
and year); plant (plant family, species and popular name, part used), test
conducted, type of analysis, test dosage, animal model, number of animals,
sex and type of extract used. When the reviewers faced some kind of
difficulty in extracting the data or in obtaining the studies, the authors would
be contacted by e-mail to provide the necessary information. Subsequently,
the data has been compared and the conflicting information was identified
and corrected through discussion in order to reach consensus among the

reviewers.

3. Results and discussion

The initial search generated 425 studies out of which 325 were assigned to
the descriptor cashew, 24 for cajui and 76 for pequi. Studies that have not met
the previously defined criteria were disregarded. The articles that did not report
antioxidant and/or antimicrobial activity, those related only to popular
knowledge, without relevance and literature reviews were of 392. A total of 32
articles were included at the end of the analysis: Other 24 studies performed
tests for antioxidant action, 13 ran tests for antimicrobial action and 5 articles
conducted both tests. The Brazilian states that carried out the studies were
Ceara (10 studies), Minas Gerais (8 studies), Goias (1 study), the Federal
District (3 studies), Paraiba (2 studies), Mato Grosso (1 study), and Piaui (1
study). Some other studies have also been found in Mexico (1 study), the
United States (1 study), Malaysia (1 study), Cuba (1 study) and Africa (2
studies). The exclusion of articles can be justified because they investigate
different lines of research from the scope of this study (Study Flow Diagram,

shown in Figure 1).
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Figure 1: The flow diagram report the systematic review literature search results.

Considering the results shown above, it can observed that although
some countries report the therapeutic use of these extracts, it is in Brazil that
most of the works are specific, reporting the beneficial effects of these 3
species to the human health. Possibly this fact can be justified by the regular
use of these plants in traditional Brazilian cooking. From this, there
arereports in the population of a possible therapeutic power of these extracts,
acting mainly as antioxidants, antimicrobial and regenerative properties.
Currently, one of these plants (A. occidentale), is already listed in the
National Program of Medicinal Plants and Herbal Medicine of the country's
unique health system for therapeutic purposes. Considering the similar
characteristics of the three extracts, we believe that it will be a matter of time
for the other two species (A. microcarpum and C. brasiliense) to be also
added to this list. Furthermore, these 3 plant species have a number of total
phenolic compounds as flavonoids, anthocyanins and tannins [15;19;20];
which are therapeutically recognized in the treatment of several conditions,

such as cancer, cardiovascular diseases, aging, and neurodegenerative
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illnesses. Epidemiological studies have suggested that the consumption of
natural antioxidants such as vitamins, flavonoids, anthocyanins and other
phenolic compounds have protective effects against the previously
mentioned diseases [13;21;22].The interventions with herbal and
phytotherapeutic plants take place in the primary health care setting. The
practice of phytotherapy involves the interaction between knowledge,
multiprofessional efforts in health care, prevention and health actions (Table
1). The results of our work suggest a growing interest for natural products of
plant origin in recent years, mainly due to the use these compounds
represent in the care and health prevention (Table 1; Table 2). Several
studies have reported relevant results mainly in combating oxidative stress
and antimicrobial action. These results highlight the importance and
relevance of popular knowledge in the treatment of human diseases using
phytotherapics. In 2009, the Ministry of Health made available a list of 71
medicinal plants, which comprise the National Register of Medicinal Plants of
Interest to the Unified Health System (RENISUS), being its purpose to boost
the generation of products for use mainly in the basic health care setting
through the development of the entire productive chain related to the
regulation, cultivation, management, production, marketing and distribution of

medicinal plants and herbal remedies.

Table 1 Antioxidants properties and main analysis of studies found citing
cashew, cajui and pequi.

Species, family and Parts Antioxidan Analysis Dose of the Country Anima Numbe Sex extract Reference
popular name. used tassay test | r of used s
model groups

Anacardium occidentale L Leaves FRAP; In vitro 1 mg/mL  Nigeria - - - Fraction [23]
DPPH;TAC
Anacardiaceae
Cashew
Anacardium occidentale L. Fruit  DPPH; TAC In vitro ? Brazil - - - Crude [24]
Anacardiaceae
Cashew
Anacardium occidentale L. Cashe DPPH; In vitro Brazil - - - Cashew Nut [21]
. w Nut  Xanthine . Shell Liquid
Anacardiaceae In vivo 100;200;50
antioxidant 0 and 1000
Cashew assay (the ug/ml
Saccharomyce
s cerevisiae
model).
Anacardium occidentale L. Fruit  DPPH; In vitro Brazil Rats 24 Male Crude [12]
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Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae
Cashew

Anacardium
L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae

Cashew

Anacardium occidentale L.

Anacardiaceae
Cashew

Anacardium

microcarpumAnarcadiacea

e

Cajui

Anacardium microcarpum

Anarcadiaceae

Cajui

Caryocar brasiliense

Caryocaracea

occidentale

Fruit

Stem
bark

Stem
bark

Fibers
and
fruit

Fruit

Fruit
peels

Fruit
peels

Fruit
peels

Fruit

Leaves

Nut,
fiber
and

fruit.

Stem
barks

Stem
barks

Leaves

TBARS In vivo

TPC; BETA In vitro
CARILIN;
TBARS

DPPH; TPC In vitro

in vivo

DPPH; In vitro

Xanthine

ABTS; TPC In vitro

DPPH; In vitro
BETA

CAR/LIN

DPPH; In vitro
TSP; ABTS;

AOC

Gastric In vivo

nitrate/

nitrite
levels;
SOD; CAT;
; TBARS.

TAC; TPC; In vitro
ABTS

DPPH; In vitro
ABTS; TPC
DPPH; In vitro
TPC; FRP
Xanthine  In vitro
DPPH; In vitro
TBARS .

In vivo

TPC; ABTS;In vitro
SOD; CAT,
GST

ABTS; In vitro

Human
fibroblast

200/ 400
mg/Kg

Sri

Lanka.
0,5 mg/mL

Africa.
40,2; 127,
402 mg/kg

United

States of

? America

Brasil
500 mL
juice

Brazil
20 - 300g
pulp fruit 1:2
water

Mexico.
1gof
freeze-dried
peel

Brazil
30 mg/Kg

Brazil

?

Brazil
19

Malaysia
0,3and 1,0
g/ 50 mL of
methanol

Brazil
10 mg/mL

Brazil
1-400
pg/mL

Brazil
1-400
pg/mL
1 and 10
mg/mL

Brazil
0,2 -

Mice

Mice
and
rats

Rats

mices

7groups
(n=4)

animals s

group

Crude

Crude

Fractions

Crude

Crude

Crude

Anacardic
acids

Crude

Crude

Crude

Fractions

Fractions

Crude/
fractions

Supercritica
I CO,

[22]

[25]

[26]

[27]

[28]

(13]

[29]

[30]

[31]

[32]

[14]

(18]

[33]

[10]
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Pequi

Caryocar brasiliense
Caryocaracea

Pequi

Caryocar brasiliense
Caryocaracea

Pequi

Caryocarbrasiliense

Caryocaracea

Pequi

Caryocar brasiliense
Caryocaracea

Pequi

Caryocar brasiliense
Caryocaracea

Pequi

Caryocar brasiliense
Caryocaracea

Pequi

Caryocar brasiliense
Caryocaracea

Pequi

Oil

Oil

Fruits

Fruits

Fruits

Leaves

Oil

culture

DPPH; In vitro
TAC; BETA

CAR/LIN

DPPH;
TPC; ILP;
HCA; TAC

In vitro

TPC; In vivo

TBARS

TBARS In vivo

DPPH; In vitro
ABTS;
FRAP;
BETA

CAR/LIN

DPPH In vitro

TPC; In vivo
TBARS;

ORAC;

SOD; CAT;

GPX

0,025% wiv

Brazil.
0,2g/L

Brazil

?

Brazil
0,1 g/ml

Brazil
0,5 mlkg
and 1,0
mL.kg'1

Brazil
0,5, 1,0 and
1,5 mg/mL

Brazil.
10,0 mg/mL

Brazil
3 ml/Kg

Mice

- - - Oil
- - - Crude
10 gr. Both Crude
with 8
anim
Mice 6gr. Both Crude
with 8
anim.
- - - Crude
- - - Crude
Rats 40 Male Crude

S

[34]

[20

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

? not informed; gr = groups; anim = animals (ABTS- 2,2"-Azinobis-3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid; AOC — antioxidant capacity;

BETA CARI/LIN - B-Carotene-linoleate model system; Xanthine - Hypoxanthine/xanthine oxidase assay; DPPH- radical scavenging

assay; FRAP- ferric reducing antioxidant power; FRP- Ferric reducing power; ORAC- oxygen radical absorbance capacity; TAC —

Total Anthocyanin Content; TPC — Total phenolic content; TSP — total soluble phenols;

catalase; GPX — glutathione reductase; GST — Glutathione-S-transferase).

Table 2. Antimicrobial properties and main analysis of studies found

citing cashew, cajui and pequi

in vivo and in vitro

TBARS - thiobarbituric acid reactive

substance; HCA - Total Hydroxycinnamic Acid Content; ILP - Inhibition of Lipid Peroxidation; SOD superoxide dismutase; CAT

Parts
used

Species,
family and
popular
name.

Antimicrobia
| assay

Analysi
s

In vivo

Dose of
the test

Country

Tested
microorganis
m

Ixtract
1sed

Reference

S

Anacardiu  Leave
m s

occidentale
L.Anacardiae
e

Cashew

Anacardium

occidentale L.

Anacardiacae
Cashew

Agar diffusion
test

Agar diffusion
test/ *MIC

In vitro -

In vitro -

50 - 200
mg/mL

\ligeria

Cuba

Staphylococcus Srude/
aureus; Bacillus ractions
subtilis;
Salmonella
entérica;
Shigella sp;
Escherichia
coli.
Escherichia
coli;
Pseudomonas
aeruginosa;
Staphylococcus
aureus; Proteus
mirabilis;
Bacillus subtilis;
Klebsiella
pneumoniae;
Clostridium
sporogens;
Candida
albicans;
Candida
pseudotropicali

“raction

[19]

(23]
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Anacardium
occidentale L.
Anacardiacea
e

Cashew
Anacardium
occidentale L.
Anacardiacea
e

Cashew
Anacardium
occidentale L.
Anacardiacea
e

Cashew

Anacardium
occidentale L.
Anacardiacea
e

Cashew

Anacardium
microcarpum
Anarcadiacea
e

Cajui

Caryocar
brasiliense
Caryocarace
a

Pequi

Caryocar
brasiliense
Caryocarace

a
Pequi

Caryocar
brasiliense
Caryocarace
a

Pequi

Caryocar
brasiliense
Caryocarace
a

Pequi

Caryocar
brasiliense
Caryocarace
a

Pequi

Fruit
peels

Stem
bark

Leave

Stem
barks

Leave

Fruits
and
leaves

Oil

Leave

Fruit
peels

MIC

MiC

Agar diffusion
test

MIC;
Modulation of
the antibiotic
activity

MIC;
Antiseptic
activity

MIC; **MFC

Agar diffusion

test

Agar diffusion
test/ MIC

Agar diffusion
test

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro
In vivo

In vitro
In vivo

In vitro

In vitro

Acute Oral
Toxicicity
Evaluation
of the
Most
Active
Extract;
Female
mice,
Swiss at
the age of
8 weeks.

Cytotoxicit
y
Screening,
performed
on the
Artemia
nauplii

50 3razil
ug/mL

100 -
0,19
mg/mL

3razil

12,5% e 3razil
50%

3g and
10g/100
mL of
methano
|

1,024 3razil

pg/mL

11,25-  3razil
100

mg/mL

2000
and 1,95
pg/mL
5000 -
2000
mg/kg
(Toxicity
)

3razil

10 3razil
mg/mL

1,0, 1,5 3razil
e2,0

mg/mL

200 -
500
mg/mL

3razil

Malaysia

s.
Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
aureus

Streptococcus
mitis;
Streptococcus
Mutans;
Streptococcus
sanguis;
Streptococcus
sobrinus
Brevibacillus
brevis;
Micrococcus
luteus;
Staphylococcus
cohnii;
Escherichia
coli,
Pseudomonas
aeruginosa;
Salmonella
enterica
Escherichia
coli;
Pseudomonas
aeruginosa;
Staphylococcus
aureus.
Escherichia
coli;
Pseudomonas
aeruginosa;
Staphylococcus
aureus.
Alternaria
solani;
Alternaria
alternata;

Botrytis cinérea;

Colletotrichum
gloeosporioides
; Mucor
hiemalis;
Phytophthora
infestans;
Venturia

pirina
Staphylococcus
epidermidis;
Staphylococcus
aureus;
Pseudomonas
aeruginosa;
Escherichia coli

Enterococcus
faecalis;
Escherichia
coli;
Pseudomonas
aeruginosa;
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus;
Escherichia coli

“raction

Srude

Srude

Srude

“ractions

Supercritica
CO,

Srude

Dil

Srude

Srude

9]

[40]

[41]

[32]

[42]

[10]

(43]

[34]

(38]

[44]

*MIC-Minimal Inhibitory Concentration; **MFC-Minimal Fungicidal Concentration

Our results showed that 27 studies conducted in vitro antioxidant tests

using different methodologies, being the most common

the DPPH (2-
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diphenyl-1-picrylhydrazyl) followed by ABTS (2,2'-Azino-bis 3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Figure 2).

DFFH
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SODand
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TBARS
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Figure 2: Antioxidant tests used from extract, fractions, oils, and
supercritical carbon dioxide (*Anacardic acids; =xSupercritical CO2;
**xQil;solid arrows = crude; dashed arrows = fractions).

The supercritical CO, extraction system that consist of a heated
extraction column, CO, and cosolvent pumps, a thermostatic bath, and a
pressure gauge. non-polluting method for extracting plant products. In
addition to its low toxicity and environmental impact, supercritical CO;
extraction replaces conventional extraction methods using organic solvents
that require numerous purification processes to remove chemical
contaminants [10]. Assays such as B-carotene, FRAP and xanthine have
been poorly used probably because they result in difficult numbers to
compare, since there is no universal method capable of accurately
measuring the antioxidant capacity of all samples.

The determination of the minimum inhibitory concentration in
microplate wells was the method most frequently adopted. The antimicrobial

test most used was the minimal inhibitory concentration followed by the Agar
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diffusion test and antiseptic test (Table 3). Our results also showed that,
among the markers of oxidative stress, the most frequent analysis was of
thiobarbituric acid markers (TBARS), followed by ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), total antioxidant capacity (TAC), xanthine oxidase
and analyses of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT). Basically, the results showed that cashew, cajui and pequi
extracts decreased the production of TBARS in tissues by increasing the total
antioxidant capacity and accelerating the formation of hydrogen peroxide
(H202) from molecular oxygen (O2’) by SOD action and also by accelerating
the decomposition of H,O, by CAT forming water.

Table 3. Antimicrobial test used in the studies of cashew, caju and pequi extracts.

Test References

Minimal Inhibitory Concentration 9;10; 23; 32; 38; 40; 42;43
Agar diffusion test 19; 23; 32; 34; 38; 41; 43;44
Antiseptic test 10

Most of the analyzed studies performed in vitro activities to
demonstrate the antioxidant and antimicrobial potential of cashew, cajui and
pequi extracts. The tested doses varied substantially, which calls the
obtained results into question. Apart from that, there seems to be a lack of
information to explain the potential benefits of these extracts to the human
health [45]. Another issue that should also be taken into consideration is the
significant variation in the reported results using different parts of the plants
such as fruits, oils, leaves and barks. The tests for cashew, cajui and pequi
showed that all parts of the plants offer a therapeutic potential when it comes
to antioxidant and antimicrobial activities, pointing out the possibilities for
developing therapeutic products of plant origin, thus stimulating new
research and increasingly consolidating the use of plants that display
therapeutic features.

Our study demonstrated that 12 articles have performed tests to
assess the antimicrobial effect of different parts of the plants. According to
Silva et al. [30], the hydroalcoholic extract of the cashew tree bark, in varied
doses, was effective in avoiding the proliferation of Staphylococcus aureus.
Studies have shown that, even in small doses, the tannins present in the

cashew tree bark is effective in inhibiting the proliferation of this bacterium
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[9;19]. The effects of these extracts on other bacteria such as Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli and Streptococcus ssp have also been analyzed
and the results showed that cajui and pequi extracts inhibited the proliferation
of such bacteria [42]. This activity was related to the high concentration of
flavonoids, tannins and alkaloids present in the extracts [42].Similarly, the
variations in the results can be justified by the different concentration of these
compounds in different parts of the plants, like leaves, barks and essential
oils [34].This growing need to discover new natural antibiotics
simoultaneously arises from the ever increasing resistance of these bacteria
to the most common antimicrobials, such as penicillin. Therefore, the
development of alternative plant-based drugs is urgent and essential in the
fight against microbial agents [46].

In our study,16 articles showed the antioxidant action of the extracts
after analyzing leaves, fruits, fibers and oils obtained from cashew, cajui and
pequi. For Andrade; et al. [21], the cashew extract serves as an electron
donor, acting as a primary antioxidant that accelerates the passage of
electrons, quickly stabilizing molecules. The cashew peduncle extract was
used to evaluate the formation of TBARS in the liver, plasma and brain to
determine the lipid peroxidation level on the tissue. The results showed an
80% decrease in the formation of malondialdehyde and a 95% increase in
total antioxidant capacity. Interestingly enough, cashew peduncles are
usually disposed of and, due to that, it is one of the least valued parts of the
fruit. Perhaps, it could represent a low-cost alternative in the production of
new medicines in the future [12]. Another antioxidant function attributed to
the cashew extract is the increase in the activity of SOD and CAT antioxidant
enzymes and, consequently, a decrease in lipid peroxidation, reducing
damages to cell membranes [29].

However, it is clear that the results vary according to the part of the
plant studied. For instance, when using the DPPH technique for radical
elimination activity, it has been observed that cashew fruits have a high
antioxidant power, which can vary according to the place they were cultivated
[28]. Anarcadic acids and cardanol extracted from the cashew oil did not
inhibit lipid peroxidation, probably because they do not possess the ability to

donate the hydrogen atom to the peroxy radical, derived from the free fatty
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acid. Nevertheless, the anacardic acid inhibited the formation of superoxide
anions and the ability of various enzymes involved in promoting free radicals
in the tissue [26]. The antioxidant power of the leaves (TAC) was measured
through the FRAP technique (phosphomolybdenum and ferric reducing
antioxidant power techniques). The microbicide test with bacteria and fungi
showed little effectiveness against bacteria activity and no effectiveness
against fungi, with better results for gram-negative bacteria [23]. Cashew nut
bran was also evaluated in different stages, raw and cooked, by Soares; et
al. [31], using DPPH and ABTS. When comparing the different stages of
bran, they observed that the raw kind presents the greatest antioxidant
activity. Cashew fruit and nuts have been valuated by the
hypoxanthine/xanthine oxidase test and they demonstrated high antioxidant
capacity with 100% inhibition obtained by the liquid extract of the nut and
94% inhibition by the fiber. The anacardic acids had the highest antioxidant
activity when compared to cardol and cardonol. Anacardic acids present in
large quantities in the cashew fibers (residue of cashew nut extraction) can
be utilized for the production of chemopreventive substances and protectors
of DNA damage instead of being disposed of [14]. Breda; et al.[36] have
observed that extracts of the fruit peels and leaves of pequi displayed
antifungal activity against several species of fungi, with better efficiency
observed in the peel extracts. This difference can be justified by the presence
of phenolic phytochemicals in a greater amount in the fruit peels.

In the case of pequi, Moares; et al. [37] have observed that the
mesocarp acts as a radical collector, providing a reduction of Fe+3 when
compared to other plants such as Cipocereus minensis, Solanum lipocarpo
and Byrsonina verbascifolia. The antioxidant activity of the pequi leaf is
comparable to the ones found in isolated compounds of rutin and vitamin C
[38]. For the Pinho et al. [44], the pequi oil stimulated the antioxidant defense
system, increasing the activity of antioxidant enzymes SOD, CAT and
glutathione peroxidase (GPX) after the induction of lipid peroxidation by CCl4
application. According to Khouri, et al. [35], the fruits extract reduced
hydroxyl radicals, inhibiting Fenton's reagent, an important way to form free
radicals in tissues. Our results show that any part of the plant used has a

high antioxidant power, by acting positively in all ways of forming free
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radicals and stimulating antioxidant defense systems. Breda, et al.[43] have
observed that extracts of the fruit peels and leaves of pequi presented
antifungal activity against several species of fungi, with better efficiency
observed in the peel extracts. This difference can be justified by the presence

of phenolic phytochemicals in a greater amount in fruit peels.

4. Limitations
Although our systematic review represents a proposal to compile and

critically analyze the evidence on the applicability of plant derivatives
(cashew, cajui and pequi) as antioxidant and antimicrobial, a limitation of the
results should be considered. Our sampling frame was based on a specific
number of databases. Thus, some articles may be not recovered due to the
boundaries applied in the search strategy, as well as limitations in algorithms
adopted in the search interfaces of each database. These aspects directly
affect the sensitivity and specificity of the search strategy, which may have
contributed to identify key articles. We attempted to reduce these limitations
by screening the reference lists of all articles, which are not limited to
databases or any keyword-based search model. In addition, most of the
studies were identified to be conducted in the same country, Brazil, which

may be related to the failure in searching for studies.

5. Conclusion

The parts of pequi and cashew trees can be used to treat infectious
diseases caused by bacteria and fungi, fighting free radicals. The DPPH
technique was the most utilized and it demonstrates, along with other
techniques, that the extracts show satisfactory antioxidant power and in vivo
actions that provide protection from oxidative processes. The isolated
secondary metabolites suggest better antioxidant activity in relation to the
crude extract, such as anacardic acids from cashew. The ethyl acetate
fraction suggests having the best antioxidant and bactericidal action. The
antimicrobial activities of the extracts in bacteria and fungi proved their
efficiency, primarily for minimum bactericidal concentration testing. The

studies mostly used crude extracts,. However the isolated secondary
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metabolites may have more potent antioxidant and microbicidal action.
Based this, we believed that researchs on actions of cashew, cajui and
pequi are important ffor tratment of populations, mainly for reducing costs
and increasing the therapeutic spectrum. Furthermore, the use of herbal
medicines can also arouse the interest of the industry, adding new value to
the pharmaceutical market. However , absence or incomplete
characterization of the models, experimental groups, treatment protocols,
phytochemical screening, and toxicity analysis of the plant products impair
the internal validity of the individual studies. Together with these limitations,
contradictory results based on heterogeneous studies of the same plant
species compromise the external validity of the evidence, making it difficult
to translate data into clinical practice, as well as the relevance of the plant
species as potential biotechnological targets in the development of new
drugs.
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ARTIGO 2. Caracterizagao fitoquimica e analise das atividades
antimicrobiana e antioxidante de folhas de Anacardium occidentale L. e
Anacardium microcarpum D., in vitro.

Anderson Barbosa Baptista; Guilherme Nobre Lima do Nascimento; Jodo
Paulo Viana Leite; Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

RESUMO

No Brasil é encontrada a maior diversidade vegetal do planeta. As plantas
medicinais sao utilizadas na medicina tradicional e muitos compostos
extraidos de plantas ja foram identificados e sao utilizados em ensaios
microbiolégicos e em avaliagdes da capacidade antioxidante. O Anacardium
occidentale (caju) e o Anacardium microcarpum (cajui) estdo presentes no
cerrado e no nordeste brasileiro. As partes do cajueiro sdo utilizadas em
diversos estudos e, tém demostrado acdes anti-inflamatdria, antioxidante e
antimicrobiana. O objetivo desse estudo foi caracterizar e analisar a agao
antimicrobiana e antioxidante, in vitro dos extratos etandlicos de folhas de
Anacardium occidentale L e Anacardium microcarpum D. Determinou-se a
composigao centesimal das folhas secas e dos extratos, a prospecgao
fitoquimica foi realizada através de cromatografia de camada delgada
(CCD), a dosagem de compostos fendlicos e flavonoides totais, a
concentragado do acido anacardico por HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) e a capacidade antioxidante por meio das técnicas de DPPH e
ABTS. A capacidade bactericida através da concentracdo inibitéria minima
com cepas multirresistentes e a acdo modulatéria. Na composicao
centesimal, os dois extratos apresentaram percentual semelhante, com
maior valor para os carboidratos. Os resultados dos compostos fendlicos e
flavonoides foram 2,32 mg EAG g”' e 0,34 mg ER g',em A. occidentale e
1,64 mg EAG g' e 0,29 mg ER g'em A. microcarpum, respectivamente.
Foram identificados flavonoides, taninos, triterpenos, saponinas, e 6leos
essencias. A concentragao inibitéria minima do extrato de A. microcarpum
foi de 0,78 mg/mL para o Staphylococcus aureus. Os extratos das folhas de
A. occidentale e A. microcarpum foram investigados nesse contexto pela
primeira vez e sugerem ser bons produtos com agdes antioxidantes e

antimicrobianas.
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Anacardium occidentale; Anacardium microcarpum.

ABSTRACT

The greatest plant diversity of the planet can be found in Brazil. Herbal
products are used in traditional medicine and many compounds extracted
from plants used in medicine have already been identified and are used in
microbiological tests and in evaluations of antioxidant capacity. The
Anacardium occidentale (cashew) and Anacardium microcarpum (cajui) are
present in the Cerrado and in the Brazilian Northeast, and their use still lacks
a more scientific basis. The pseudofruit, stem and leaves are used in several
studies and in general, have shown anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial actions. The aim of this study was to characterize and analyze
the antimicrobial and antioxidant action of the ethanolic extracts of
Anacardium occidentale and Anacardium microcarpum. Tests were
performed to determine the centesimal composition of dried leaves and
extracts, phytochemical prospecting through thin layer chromatography
(CCD), HPLC (high performance liquid chromatography) to detect anacardic
acids and in vitro antioxidant capacity through DPPH techniques and ABTS.
The extracts were also evaluated for the microbicidal capacity through the
minimal inhibitory concentration with multiresistant strains. In the centesimal
composition, the two extracts presented similar percentage, with a higher
value for carbohydrates. The phytochemical analysis showed the presence of
total phenolic compounds 2.32 mg EAG g-1 of A. occidentale and 1.64 mg
EAG g-1 of A. microcarpum, and within that group. Flavonoids, tannins,
triterpenes, saponins, and essential oils have been identified. The minimum
inhibitory concentration of A. microcarpum extract was 0.78 mg / mL for
Staphylococcus aureus. The extracts from the leaves of A. occidentale L and
A. microcarpum D were investigated in this context for the first time and
presented good results, with antioxidant and antimicrobial actions.

Keywords: Phytotherapy, Antioxidative activity; Antimicrobials; Anacardium

occidentale; Anacardium microcarpum.
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6.1 INTRODUGAO

O Brasil apresenta a maior diversidade biolégica do planeta e muitas
plantas vém sendo utilizadas em varios paises do mundo na medicina
tradicional. Uma boa parte da populacdo brasileira depende dos
medicamentos de origem natural, e nos paises em desenvolvimento 80% da
populagao utiliza-se das praticas tradicionais nos cuidados basicos a saude
(PINHO et al., 2012; SOUZA et al., 2013; BAPTISTA et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios fendlicos, encontrados naturalmente em
plantas, proporcionam a elas protegc&o contra patégenos e predadores, e em
outros organismos podem atuar como fator de protecdo, podendo inibir a
peroxidagao lipidica, protegendo moléculas como o colesterol lipoproteico da
oxidagdo e protegendo o organismo do avango do cancer e doengas
cardiovasculares (SOUZA, 2017). A busca por novos compostos ativos que
possuam ag¢ao microbicida vem crescendo a cada ano, justificada pelo
surgimento e a disseminacdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no mercado (BARBOSA-FILHO et al., 2015;
GINOVYAN et al., 2017).

Anacardium occidentale L., popularmente conhecido como caju, € um
membro da familia Anacardiaceae, uma planta tropical do Brasil. E
amplamente cultivada na india e no leste da Africa. Produz um pseudofruto
suculento, fibroso e comestivel (TREVISAN et al., 2006). O cajueiro
(pseudofruto, casca e folhas) é utilizado na medicina tradicional, com efeitos
terapéuticos descritos na literatura como anti-inflamatério e suas atividades
contra células carcinogénicas (LUIZ-FERREIRA et al., 2008). As folhas, o
pseudofruto e a casca possuem polifendlicos, principalmente taninos que

podem atuar como antibiético natural (PEREIRA et al., 2015).

Anacardium microcarpum D (cajui) € uma planta nativa que apresenta
grande dispersao na regido do cerrado da Amazodnia e das regides Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste brasileira e suas partes possuem acdes
antioxidantes e antimicrobianas (CARBAJAL & SILVA JUNIOR, 2003;
BAPTISTA et al., 2018).
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O consumo dos vegetais esta associado a redugao da mortalidade e
morbidade por algumas doencgas crénicas nao transmissiveis, associado a
presenca de compostos do metabolismo secundario (MELO et al., 2008). Os
compostos polifendlicos agem como antioxidantes naturais que agem na
prevencdo de doencas cardiovasculares, no envelhecimento e na
carcinogénse (MARTINEZ-VALVERDE et al.,, 2000), caracteristicas que
devem-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e quelagao de metais
de transicdo (CHUN-SOOK et al., 2005).

Como hipotese desse estudo inferimos que os extratos das folhas de
A. occidentale L e A. microcarpum D possuem agao antimicrobiana ativa em
cepas multirresistentes e atividade antioxidante in vitro. Assim o objetivo do
estudo foi caracterizar e analisar a acao antioxidante e antimicrobiana in vitro
dos extratos etandlicos de Anacardium occidentale L e Anacardium

microcarpum D.

6.2 MATERIAL E METODO
6.2.1 COLETA DA AMOSTRA

Foram coletadas folhas do cajueiro Anacardium occidentale L (caju)
(Figura 1) e Anacardium microcarpum (cajui) no Campus da Universidade
Federal do Tocantins - UFT, na cidade de Palmas TO, coordenadas S 10°
10.551°, W 048° 21.436°, no més de novembro de 2016 (poucas chuvas,
época de floragao e frutos). Foram depositadas exsicatas no Herbario de
Plantas Ecotonais da UFT/LCIA sob os numeros 109 para o A. occidentale L
e 875 o A. microcarpum D. As folhas foram cuidadosamente coletadas
observando integridade e auséncia de fungos Vvisiveis. Foram
acondicionadas em sacos plasticos de primeiro uso e transportadas ao
Lacibs (Laboratdrio de ciéncias basicas e da saude, da Universidade Federal
do Tocantins). As folhas foram colocadas em estufa sem sobreposi¢cao a
50°C para secagem. Ap0s a secagem, as folhas foram trituradas em moinho

de facas e armazenadas em frascos ambar secos e limpos.
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Figura 1. Foto referente ao A. occidentale L no campus da UFT de Palmas.
Fotografada pelo autor.

6.2.2 EXTRAGAO

Para a obtengao do extrato etandlico, o material vegetal previamente
triturado foi submetido a extragdo, por maceragdo, empregando etanol PA,
por 72 h. Apos este intervalo, o extrato foi filtrado em papel de filtro. Este
procedimento foi replicado por trés vezes consecutivas. Em seguida, o
solvente foi destilado em evaporador rotativo a 50°C sob pressao reduzida.
O extrato etandlico seco foi transferido para frascos estéreis de vidro e em
estufa a 40°C para completar a total evaporacéo do etanol (Figura 2), sendo

armazenado em geladeira para posteriores analises. A etapa de extragao foi

realizada no Laboratorio de Ciéncias Basicas e da Saude da UFT.

Figura 2. Rotoevaporagao e separagado dos extratos etandlicos no Lacibs,
UFT campus de Palmas. Fotos ilustrativas. Fotografadas pelo autor.

6.2.3 COMPOSICAO CENTESIMAL DA MATERIA SECA DE FOLHAS E
DO EXTRATO ETANOLICO SECO.

A composigao de cinzas foi determinada por meio do residuo de
incineragdo obtido por aquecimento em forno mufla em temperatura de

550°C. O conteudo de proteinas foi determinado por meio do método de
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Kjeldahl modificado. O conteudo de lipidios foi feito pelo método gravimétrico
com extragao em Soxhlet. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata.
Os resultados médios da composicido centesimal foram expressos em
porcentagem (%) da planta, matéria seca (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985). A umidade foi determinada em Balanga Determinadora de Umidade
M5 Thermo. Por fim, incineradas em forno mufla a 550°C (AOAC, 1990). A
analise da composigcao centesimal foi realizada no Laboratério de Andlises
de Aimentos do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal
de Vigosa e replicada no Laboratorio de Bromatologia da Universidade

Federal de Palmas.
6.2.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Foram pesados 10 mg de cada uma das amostras e diluidas em 1 mL
de metanol. Foi utiizada a metodologia de Cromatografia de Camada
Delgada, de acordo com (DEGANI et al., 1998). Foi utilizada como fase
estacionaria silica gel 60 Fys4 (DC-Fertigfolien ALUGRAM SIL G/UV) e como
fases moveis: solucido de Tolueno/éter etilico na proporcédo 1:1 e mistura de
Acetato de etila, acido formico, acido acético, agua na propor¢ado 27,5
mL:2,5 mL:2,5 mL:6,0 mL, respectivamente. Foram aplicadas nas placas 20
ML de cada amostra. Apds eluicdo da amostra em cuba cromatografica foi
realizada nebulizagdo com reagente revelador, para cada grupo utilizou-se
um sistema eluente adequado, reveladores especificos e amostras de
referéncia, visando a presenca dos seguntes grupos: Flavondides; Taninos;
Triterpenos; Saponinas; Alcaldides; Oleos essenciais; Cumarinas;
Antraquinonas, realizada no Laboratério de Biodiversidade, Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV (STAHL, 1971; MARINI-
BETTOLO et al.,, 1981; DUARTE, 1995; WAGNER & BLADT, 1996;
DUARTE, 2001).

6.2.5 FENOLICOS TOTAIS

A concentracdo dos fendlicos totais do extrato etandlico foi
determinada utilizando-se o reagente Folin-Ciocalteau, que detecta a
presenca de todas as substancias reduzidas pelo reagente, segundo
metodologia de JOHNSON & ACKERS, (2000). Os compostos fendlicos
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reagem com o reagente Folin-Ciocalteu sob condigdes basicas. A remogao
do préton fendlico leva a formagao do anion fenolato, o qual é capaz de
reduzir o reagente. Foram colocados 250yl da solugdo da amostra em um
baldo de 5 mL, acrescentados 250 pl de reagente de Folin, 500 ul da
solugao saturada de carbonato de sddio, e completados com agua destilada.
Foi elaborada uma curva de calibragdo de acido galico nas concentragdes
de 5, 15, 25, 50, 75,100, 125, 150,175 e 200 mg/mL. A leitura foi realizada
em 725 nm em espectrofotdmetro UV-vis. Através da equacgao da regresséo
linear, os resultados da concentragédo de compostos fendlicos na amostra
foram obtidos pela extrapolacdo, a concentracdo € calculada pela
quantidade inicial de extrato diluida em 1 mL de etanol. Os resultados foram
expressos em mg EAG g’ (equivalente de acido galico por grama do
extrato) (BOROSKI et al.,2015; PEREZ-JIMENEZ et al., 2010).Realizada no
Laboratério de Pigmentos e Compostos Bioativos, no Departamento de

Tecnologia de alimentos, UFV.
6.2.6 DOSAGEM DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinagao de flavonodides baseia-se na reagcdo de complexacao
com o metal aluminio, formando um complexo colorido. A quantidade de
flavondides foi determinada pelo método espectrofotométrico (CHANG, et
al., 2002). Para a construgdo da curva de calibragao, foi utlizado o padrao
rutina, nas concentragdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg L". Foram
preparadas solugbes de concentracdo 1mg/mL dos extratos de A.
occidentale L e A. microcarpum D 500 pyL da solugdo do extrato foi
adicionado em 500 uL de cloreto de aluminio 5% em metanol e completadas
com 2,5 ml de metanol. Essa mistura foi mantida protegida da luz, a
temperatura ambiente por 1 hora, em seguida foi realizada a leitura a 415
nm em espectrofotdmetro UV-Vis contra o branco. Os resultados foram
expressos em mg ER g'1 (miligramas equivalente de rutina por gramas de
extrato), de acordo com CHANG et al. (2002). Ensaio realizado no
Laboratorio de Biodiversidade, Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFV.
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6.2.7 ANALISE DO ACIDO ANARCADICO POR HPLC

A analise da presenca de acido anarcadico foi realizada pelo método
de HPLC (cromatografia liquida de alta performance), adaptado de
TREVISAN et al. (2006), em aparelho Shimadzu, com Coluna Shim-pack
VP-ODS 250 x 4,6 mm e pré-oluna de Shim-pack GVP-ODS. A detecgéo foi
realizada empregando espectrofotdmetro no UV a 278 nm. Utilizou-se a
fase moével com os solventes A (dgua + acido acético 2%) e solvente B
(acetonitrila). O gradiente utilizado foi: 0 minutos 5% de B; 55 minutos 95%
de B; 58 minutos 5% de B e 60 minutos 5% de B , fluxo de 1 mL/min, 30°C.
O padrao de acido anacardico foi utilizado na concentragdo de 7 mg/mL em

metanol injetado 30 pL. Tempo de execugao total de 60 minutos.
6.2.8 DPPH

Foi testada a atividade sequestrante de radicais livres dos extratos
etandlicos das folhas de Anacardium occidentale L e Anacardium
microcarpum D, utilizando-se o modelo fotocolorimétrico in vitro do radical
livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) de acordo com BRAND-
WILLIAMS, (1995). O método DPPH ¢ baseado na captura do radical DPPH
por antioxidantes, produzindo um decréscimo em 517 nanémetros. Foi
preparado uma solugéo do extrato de concentracao 64 g/L'1. Pipetou-se 500
ML dessa solucdo e 3,5 mL da solucéo etandlica de DPPH para a leitura em
espectrofotbmetro a 517 nm deixando descansar, ao abrigo da luz, para a
leitura apds 60 minutos, contra o branco. Foi utilizado o padrao Trolox com
as concentragbes de 25, 50 ,75,100,125,150,175,200,225 e 250 pmol L
para a construcido da curva de calibragcdo. A absorbancia média foi utilizada
para o calculo na equacgao da reta da curva de calibragao, obtendo-se uma
concentragcado de extrato expressa em pmol de Trolox. Ensaio realizado no
Laboratério de Pigmentos e Compostos Bioativos, no Departamento de

Tecnologia de alimentos, UFV.
6.2.9 ABTS

A atividade antioxidante por meio da captura do radical 2,2"- azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) ABTS, método de capacidade

antioxidante do equivalente Trolox (RE, 1999 adaptado). O método tem
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como principio a medida da capacidade em estabilizar o cation radicalar
ABTS presente na solucdo, que volta a forma do composto neutro ABTS. Foi
preparada uma curva de calibracdo a partir de uma solucdo de 30 uL de
Trolox (10,30,50,70,90,110,130,150 pymol L) e acrescentou-se uma solucéo
de ABTS, fez-se a leitura em espectrofotobmetro a 734nm. O branco foi
preparado em solugcdo de etanol ao invés do Trolox. Os extratos foram
analisados utilizando as concentragdes de 8, 16, 24, 32, 40 e 48 mg/mL de
etanol 80%. Ensaio realizado no Laboratério de Pigmentos e Compostos
Bioativos, no Departamento de Tecnologia de alimentos, UFV.

6.2.10 CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA

As cepas Dbacterianas utilizadas para o0s ensaios eram
multirresistentes de no minimo 3 classes de antimicrobianos, oriundas de
fluidos corporais (sangue, escarro ou urina) de pacientes do Hospital Geral
da cidade de Palmas, Estado do Tocantins, colhidas no ano de 2015 pelo
Laboratério do Centro de Medicina Diagnéstica, unidade Hospital Geral de
Palmas-TO e em seguida foram estocadas no laboratorio de Microbiologia
da UFT em glicerol a -80°C, para posteriores anadlises As espécies
escolhidas foram: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Acinetobacter
baumanni, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococus
aureus. As espécies foram identificadas e confirmadas pelo kit de
identificacdo bioquimica de enterobactérias Bactray 1,2,3 da empresa
Laborclim, e o perfil antimicrobiano identificado pelo método de Bauer &
Kirby, (1966) de difusdo de discos, em cooperagao com o Laboratério do
Centro de Medicina Diagnéstica, unidade Hospital Geral de Palmas, Palmas
-TO.

Esses microrganismos foram coletados para investigacao de bactérias
multirresistentes, causadoras de infecgdes hospitalares, com autorizagao do
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFT, campus de
Palmas-TO, processo numero 247/2013. As mesmas foram armazenadas
em freezer a -80°C, no laboratério de Células da mesma instituicdo.

Cada cepa foi inoculada em 9 mL de solucao fisiolégica estéril de
modo a se obter uma concentragdo de 1.5 x 10° UFC/mL (escala 0.5
MacFarland).
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Os extratos de caju e cajui foram diluidos em 5% de DMSO
(dimetilsulféxido) e agua destilada estéril em varias concentragdes, 100; 50;
25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 mg/mL.

Foram utilizadas microplacas de 96 pogos para analise da
concentragao inibitéria minima dos extratos (Figura 3). Nos orificios
horizontais da microplaca foram transferidos 100 puL de caldo Mueller Hinton,
no pogo 2 foram transferidos 100 pyL do extrato de cada planta e
homogeneizados. Em seguida, 100 pL dessa suspensao foram transferidos
ao proximo pogo, assim sucessivamente até atingir o nono pogo; 20 uL da
solugéo bacteriana foi transferido em cada pogo que contém a suspenséo (1-
9) e foram incubados a 37°C por 24 h. No orificio 10 foram adicionados
100uL da solugdo do agente antimicrobiano (polimixina B; imipenen)
utilizados como controle negativo, e no pog¢o 1 adicionou-se 100 yL de Caldo
Mueller Hinton e a cepa (controle positivo), tudo em ftriplicata. Na vertical da
microplaca foi testada cada espécie bacteriana (Figura 3). Os resultados
foram avaliados em leitora de Elisa no comprimento de onda de 450 a 650
nm. Para evidencia-las, foi utilizada uma solu¢éo indicadora de resazurina
sédica (Sigma) em agua destilada estéril na concentragdo de 0,01% (p/v)
(SUFFREDINI et al., 2007).

A concentragdo bactericida minima foi confirmada no po¢go com menor
concentracdo do extrato, no qual ndo foi evidenciado o crescimento
bacteriano pela resazurina sédica a 0,05%. Ensaio realizado no laboratério
de microbiologia da Universidade Federal do Tocantins, Palmas.

Apds essa andlise foi realizado um teste modulatério utilizando os
antimicrobianos: tetraciclina, ampicilina, ciprofloxacina, amoxicilina com
clavulanato, cefoxitina e cefalotina, nas quais as cepas testadas eram
resistentes. A concentracao inibitéria determinada foi utilizada para os
testes. Em cada disco de antimicrobiano foi colocado 10 pyL do extrato, em
uma concentragdo subinibitoria na escala de 1/10, utilizando a técnica de

antibiograma por difusdo de discos.
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Figura 3. Desenho experimental do ensaio microbiolégico em microplaca de
96 pogos para determinacdo da concentragdo inibitéria minima de A.
occidentale L. e A. microcarpum D. em cepas multirresistentes.

6.3 ANALISES ESTATISTICAS

Foram utilizados os programas estatisticos SPSS 20 e Graph Pad
Prism 5 para os testes de normalidade foi utilizado Shapiro-Wilk e as
comparagdes entre trés variaveis independentes foram realizadas por
analise de variancia (ANOVA), e no poés teste Tukey para detectar as

diferengas entre os grupos, considerando significante quando p < 0,05.
6.4 RESULTADOS
6.4.1 COMPOSIGAO CENTESIMAL

Apds a extragédo obteve-se extratos secos com rendimentos de 25,6%
de A. occidentale (159,7 gramas de folhas secas e 41 gramas de extrato
seco), e 19,3% de A. microcarpum (136,4 gramas de folhas secas e 26,4
gramas de extrato seco). Com as folhas secas trituradas e o extrato seco
foram determinados os valores da composicao centesimal (Tabela 1).

Tabela 1. Determinacdo da composicao centesimal da matéria seca (média

e desvio padrao) das folhas e do extrato etandlico seco de A. occidentale e
A. microcarpum.

Composigao centesimal A.occidentale  A. microcarpum  A. occidentale  A. microcarpum
Folhas secas  Folhas secas Extrato Extrato

% Média e

desvio padrdo
Lipidios 1,60+0,25 1,10+0,19 **2,73£0,17 **7,49+0,13
Proteinas *6,3010,18 *7,92+0,50 1,85+,009 1,98+0,01
Cinzas *2,56+0,018 *1,75£0,03 **0,84+0,08 **0,40£0,02
Umidade *9,5110,17 *10,1440,12 **4,20£0,19 **5,87+0,07
Carboidratos 80,03+0,60 79,09+0,55 **90,3810,12 **84,26+0,24
Total 100 100 100 100
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* valor de p < 0,05 entres as folhas e ** valor de p < 0,05 entre os extratos. Teste de Anova One e Tukey.

6.4.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Os ensaios deste estudo apresentaram compostos fendlicos como
flavonoides, taninos, triterpenos, saponinas, alcaloides, cumarinas,

antroquinonas, além de 6leos essencias (Tabela 2; Figura 4).

Tabela 2. Prospecgédo fitoquimica utilizando cromatografia de camada
delgada dos extratos brutos de folhas de A. occidentale L e A. microcarpum
D.

Compostos A. occidentale A. microcarpum
Flavonoides + +
Taninos + +
Triterpenos + +
Saponinas + +
Alcaldides - -
Oleos essenciais + +
Cumarinas - -

Antraquinonas - -

+ presenga; - auséncia.

Flavonodides

Revelagdo

ch.
P 1

Figura 4. Representacéo da revelagdao da cromatografia de camada delgada
de flavondides. Padrao (P) de flavondides, (1) extrato de A. occidentale L, (2)
extrato de A. microcarpum D. 3 - Revelag&do dos extratos observada em U.V.
254 nm com tons amarelo e verde, apds aspersao com AICl;.

6.4.2.1 QUANTIFICAGAO DE FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES
TOTAIS
As absorbancias das solugdes de acido galico foram plotados em um

grafico para produzir uma curva de calibragdo. O conteudo de compostos
fendlicos foi de 2,32 mg EAG g de extrato e de A. occidentale L 1,64 mg

EAG g™ de extrato de A. microcarpum D.
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Foi construida uma curva de calibragao de rutina e as concentracoes
encontradas em 1 mL de amostra de compostos flavonoides foram de A.
occidentale L 0,34 mg ER g de extrato e A. microcarpum D 0,29 mg ER g

de extrato.
6.4.3 ANALISE DO ACIDO ANARCADICO POR HPLC

Na anadlise através da cromatografia de alta eficiéncia nao foi
encontrado acido anacardico nos extratos de folha de A. occidentale (caju) e
de A.microcapum (cajui) (figura 5). A seta 1 da figura c representa um
composto encontrado apenas no extrato de A. microcarpum, ainda nao

identificado.

Acido Anacardico

IPDA Mulu | 2780 l.t
o
T — T
o ]

mAL

................ — — T T —r T
10 15 0 15 El] s 40 45 50 55 60
min

Cajit
mAL
IPDA Multi 2 278nm. $nm|
SWW
0
T J T Y T T T T T T T
L] 5 o 15 20 25 a0 35 40 45 50 55
min b
Cajui
mAL
IPDA Multi 2 27Enm 4nm
500+
250+
o |
T T T T T T T T T T T
i 5 10 15 20 25 k1) 35 40 45 0 35
min C

Figura 5. Cromatograma obtidos por HPLC do padrdo de acido anacardico,
retencdo na seta, (a) e dos extratos etandlicos de folhas de A. occidentale

(b) e A. microcarpum (c).
6.4.4 CAPACIDADE ANTIOXIDATIVA

Foram encontrados 2,15 pmol de trolox por miligrama de extrato de A.
occidentale e 2,01 ymol de trolox por mg de extrato de A. microcarpum. Nao
houve diferenca (p>0,05) quanto a capacidade de sequestro entre as

amostras. Pelo método de ABTS a captura do radical 2,2 azino-bis
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equivalente ao Trolox apresentou também resultados que nao diferem entre

os extratos, p > 0,05 (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padrdo de DPPH e ABTS encontrados para os
extratos de folhas de caju e de cajui expressos em pmol de trolox/ mg de
extrato.

A. occidentale A. microcarpum

pmol de Trolox/mg

Ensaios
DPPH *2,15 + 0,086 *2,01 + 0,037
ABTS 3,02 +0,16 3,25+0,17

* Diferencga significativa entre as espécies. Teste T- paramétrico.

6.4.5 CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA

Na Tabela 4 demonstra-se a determinagcao da Concentragao Inibitéria
Minima (CIM) em miligramas por mililitros (mg/mL) de cepas bacterianas
multirresistentes a partir de extratos etandlicos de folhas de A. occidentale e
A. microcarpum. Em microplaca de 96 pocos foi determinado a concentracdo
inibitéria minima dos extratos etandlicos de folhas de A. occidentale e A.
microcarpum (Figura 6). A cepa de Staphylococcus aureus foi a que
apresentou a melhor sensibilidade com concentragao inibitéria minima dos
extratos de 1,56 mg/mL para o A. occidentale e A. microcarpum 0,78 mg/mL.
As cepas de K. pneumoniae e S. marcescens apresentaram a menor
sensibilidade, apresentando inibigdo na concentragdo de 100 mg/mL de A.
occidentale e 50 mg/mL A. microcarpum.

Tabela 4. Determinagdo da concentracgdo inibitéria minima (CIM) em mg/mL

de cepas bacterianas multirresistentes, através da concentragéo de 1,5 x 10°
UFC, utilizando extratos etandlicos de folhas de A. occidentale e A.

microcarpum.

Bactéria A. occidentale A. microcarpum/ CIM
15 x 10° UFC CIM mg/mL mg/mL

Klebsiella pneumoniae 100 50

Serratia marcescens 100 50
Escherichia coli 12,5 12,5
Pseudomonas aeruginosa 6,25 12,5
Acinetobacter baumannii 3,12 3,12
Staphylococcus aureus 1,56 0,78

UFC =unidades formadoras de coldnia; CIM= concentragao inibitéria minima.
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Figura 6. Desenho esquematico dos resultados do extrato de A.
microcarpum das cepas de Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae,
com revelador risazurina sodica. Pogos em cor rosa presenca de células
bacterianas viaveis e pogos azuis negativos. Poco 1 controle positivo, pogo 2
maior concentracdo de extrato e pog¢o 10 controle negativo (com
antimicrobiano).

O ensaio de modulagao utilizando os discos de tetraciclina, ampicilina,
ciprofloxacina, amoxicilina com clavulanato, cefalotina ndo apresentou halo

de inibicdo em nenhum dos extratos.
6.5 DISCUSSAO

Os extratos etandlicos PA das folhas do Anacardium occidentale e do
Anacardium microcarpum, demonstraram capacidade de combate aos
radicais livres e as bactérias multirresistentes in vitro e nédo foram
encontrados outros estudos com as caracteristicas e ensaios aqui

desenvolvidos.

Determinar a composicdo quimica das folhas secas e do extrato
possibilitou verificar quais sdo as diferencas entre a matéria prima e os
compostos pés extracdo. Nesse sentido o ensaio com as folhas secas de A.
occidentale e A. microcarpum apresentou semelhancas na composi¢cao
centesimal entre as proteinas e umidade, com maior percentual para A.
microcarpum, por outro lado o percentual de carboidratos foi superior e isso
se deve provavelmente a presenga de compostos insoluveis em agua como

a celulose e hemicelulose e também outros sollveis.

O extrato de A. microcarpum apresentou maior percentual de lipidios,

proteinas e umidade, comparado ao extrato de A. occidentale,
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provavelmente pela presenca dos 6leos essenciais que foram identificados
através da Cromatografia de Camada Delgada. A analise centesimal desses
extratos demonstra a importancia da analise do produto vegetal fornecendo
de forma grosseira a proporgao de grupos quimicos em 100 gramas do
extrato, o que possibilita verificar a riqueza e o valor caldrico, determinando
a seguranca alimentar e nutricional (LUZIA et al., 2010). Essas diferengas
entre as folhas e os extratos se correlacionam ao processo de extracdo, o
tipo do solvente, origem e variedade das espécies. Outro estudo de folhas
de A. occidentale e de A. microcarpum nao foi encontrado, no entanto para
efeito de comparagcdo entre partes do cajueiro ALVES et al., (2013)
utilizaram o pseudofruto do Estado de Goias encontraram proteina 1,5%,
lipidio 0,5%, carboidrato 14% e umidade de 84%. MELO et al., (1998)
fizeram a composi¢cdo da améndoa da castanha de caju crua e encontraram
média de 23% de proteinas, 48% de lipidios, 2,45% de cinzas, 25% de
carboidratos e umidade de 5%, sendo este ultimo o unico parametro quimico

semelhante as folhas desse estudo.

A detecgdo de compostos do metabolismo secundario dos vegetais
proporciona o entendimento da atividade dos extratos de caju e de cajui nos
ensaios propostos. Na prospeccao fitoquimica dos dois extratos foram
encontrados compostos bioativos flavonoides, taninos, triterpenos,
saponinas e 6leos essenciais confirmado por AGUILAR et al., (2012) que a
partir do extrato etandlico (70%) de folhas de Anacardium occidentale
encontraram compostos taninos, flavonoides, triterpenos, cumarinas e
saponinas. O solvente, a polaridade e a sazonalidade podem justificar o fato
de ndo termos encontrado cumarinas, especialmente quando das variacdes
de acordo com a intensidade de luz. Dependendo da formagao do 6rgao
vegetal, folhas jovens, flores, raizes, também pode haver diferentes
formagdes de cumarinas (CZELUSNIAK et al., 2012).

Os flavonoides e taninos apresentam caracteristicas terapéuticas e
profilaticas para diversas patologias e a presenca desses metabdlitos pode
favorecer a digestdo dos nutrientes, o funcionamento organico do corpo,
ativar a capacidade antioxidante e modificar a sintese de eicosanoides, com

resposta anti-inflamatéria (AGUILAR et al., 2012), e tém sido amplamente
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correlacionados positivamente no tratamento de doencgas cardiovasculares
devido as suas propriedades anti-hipertensivas (XU et al., 2011),

especialmente os taninos possuem agdes antimicrobianas (ARAUJO, 2008).

As saponinas sao dlicosidios de esteroides que possuem a
capacidade de complexar com esterdides, utilizadas para explicar a agao
microbicida e hipocolesterolemiante (SILVA & ALMEIDA, 2013), o que nos
leva a crer que a combinacdo desses compostos, nos extratos, pode ser o

que tornou eficiente os ensaios antioxidante e antimicrobiano.

A quantidade e a natureza desses constituintes ativos n&do sao
constantes durante o ano. Ha variacbes sazonais, ciclo dia/noite, no
conteudo de praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios,
como Oleos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos fendlicos,
flavondides, cumarinas, saponinas, alcaldides, taninos, entre outros (NETO
& LOPES, 2007). Outros parametros como o desenvolvimento da planta,
incluindo desenvolvimento foliar, surgimento de novos 6rgaos, processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e evolutivos, temperatura, altitude,
indice pluviométrico, radiacdo UV, composicdo a poluicdo atmosférica,
disponibilidade de nutrientes e agua no solo, herbivoria e ataque de
patdgenos, influenciam na produgao dos fitoquimicos (CZELUSNIAK et al.,
2012).

A analise de outras parte do vegetal, com finalidade comparativa
entre as partes da planta, sdo importantes para o conhecimento associado
aos metabdlitos identificados, sendo assim BARBOSA-FILHO et al., (2015)
utilizaram extrato etandlico, fracdbes com acetato de etila e metanolico das
cascas do caule do Anacardium microcarpum e detectaram fendlicos,
flavonas, flavonoides, chalconas, xantonas, alcaloides, flavanonas, auronas
e taninos, semelhante ao que foi encontrado nas folhas, o que reforca a
importancia do uso das varias partes da espécie para aproveitar os

compostos bioativos como matéria prima para a producdo de medicamentos.

As concentracdes de fendlicos totais e flavonoides das folhas de A.
occidentale foram diferentes em relagdo ao A. microcarpum, porém foram
observados que possuem capacidade antioxidante e antimicrobiana in vitro

semelhante. Os compostos polifendlicos tém como mecanismo de
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prevencdo a reparagdo aos danos oxidativos e supressao da resposta
inflamatéria e a protecdo das moléculas, assim é esperado que em
diferentes doencas, o uso dessas substancias previna e iniba a acdo dos

radicais livres e possuam ac¢ao microbicida (DORNAS et al., 2007).

Em outros estudos com as folhas de A. occidentale foram
encontradas concentragdes diferentes e maiores dos compostos acima
mencionados. NUGROHO et al., (2013) encontraram 19,78 de fendlicos
totais EAG/100 g, utilizaram etanol 70% como extrator, para os flavonoides
encontraram 1,97 ER/100 g (equivalente rutina a cada 100 gramas). TAN &
CHAN, (2014) utilizaram o extrato metandlico das folhas, na Malasia, e
obtiveram 3.890 mg EAG/100 g, de fendlicos totais. Os metabdlitos das
plantas s&o produzidos conforme suas exigéncias e sazonalidade, para tanto
€ normal encontrar a apresentacdo de resultados diversos, também é
fundamental destacar que a execugdo de diferentes protocolos e de

processos de extragcao altera a concentragao.

No HPLC nao foi detectado o acido anacardico nas folhas dos
extratos etandlicos. Estudos complementares sdo necessarios, com outros
solventes extratores, para melhor elucidar esse resultado. O acido
anacardico ¢ um potente agente antioxidante, eliminador de espécies
reativas de oxigénio (ROS) inibindo a xantina oxidase e também agem como
inibidores de lipoxigenase (KUBO et al., 2006; MORAIS et. al.,, 2010). A
auséncia do acido anacardico sugere-se que a agao antioxidante in vitro
encontrada se da pela presenga de outros fendlicos como os flavonoides e

os taninos, que também sao compostos potentes.

Os extratos apresentaram efetiva atividade na varredura dos radicais
DPPH e ABTS, é provavel que este resultado esteja correlacionado com a
quantidade de compostos fendlicos, resultado que foi menor que o do estudo
de AJILEYE et al., (2015) em um ensaio de DPPH com extrato e fragdes de
folhas de A. occidentale, encontraram a maior eficiéncia, entre as fragdes
testadas, a acetato de etila, IC50 = 5,66 (concentragdo de antioxidante
necessaria para inibir 50% do radical). Pode-se verificar, a partir desses

ensaios, que a utilizacdo de extrato das folhas e fragdes, utilizando etanol
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PA e outros solventes extratores demonstra capacidade efetiva no combate

a oxidacao.

O cajueiro produz compostos secundarios e agdes terapéuticas em
todas as partes, sendo assim, para efeito comparativo um estudo de ALVES
et al., (2013) a partir de extratos acetbnicos de pseudofrutos do A.
occidentale em trés cidades do Estado den Goidas encontrou atividade
antioxidante pelo DPPH em média de 22,7 mg EAG fruto.g™!, demostrando
atividades diferentes do fruto nas cidades analisadas. Em outro estudo
realizado por MELO et al., (2008) os extratos acetonico de A. occidentale
exibiram uma forte capacidade de sequestrar o radical DPPH (superior a
70%). MOO-HUCHIN et al., (2014) confirmam essas agdes antioxidantes in
vitro pelo DPPH e o ABTS, encontrando para o caju amarelo e vermelho,
respectivamente 3.322 e 3050 umol equivalente Trolox para ABTS e 1579 e
1593 umol equivalente Trolox. A diversidade dos protocolos adotados por

outros autores gera muitas variagdes nos resultados.

A multirresisténcia bacteriana esta cada vez mais acentuada,
principalmente em ambientes hospitalares e visto que as cepas desse
estudo sdao multirresistentes € importante a busca de uma alternativa
terapéutica (BAPTISTA et al., 2018). O ensaio microbioldgico demostrou-se
eficiéncia microbicida dos extratos, com destaque para as cepas de
Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii que apresentaram a
melhor sensibilidade frente aos extratos com os menores valores da
concentragado inibitéria minima, o que possivelmente justifica-se pela
presenca de compostos do metabolismo secundario capazes de inibir o
crescimento e desenvolvimento bacteriano. A agdo microbicida dos extratos
foi mais eficiente na cepa de Staphylococcus aureus, bactéria Gram positiva
que possui parede celular simples, com peptidoglicano espesso,
caracteristica que pode justificar essa melhor agédo quando comparada as
outras cepas testadas que sdao Gram negativas, nas quais possuem a
parede com peptidoglicano delgado, porém com outros componentes que a
tornam mais complexa, fatores que dificultam a acdo dos metabdlitos
antimicrobianos (FORSYTHE, 2013).
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Esse resultado foi confirmado no ensaio de AGUILAR et al., (2012),
com extrato das folhas de Anacardium occidentale, a partir da técnica de
difusdo de discos, onde demonstraram a presenca de halos apenas para o
Staphylococcus aureus, nas trés concentragdes testadas: 50, 100 e 200

mg/mL.

Os Taninos identificados nos extratos de folhas de A. occidentale e de
A. microcarpum também podem ser um dos fitoquimicos que favoreceram a
acao microbicida, o que foi verificado por PEREIRA et al., (2015) quando
isolaram substancias tanicas do caule do cajueiro e determinaram a
concentragao inibitéria minima sobre amostras de Staphylococcus aureus,
encontrando 3,125 ug/ml, com a utilizagdo do metabdlito concentrado. A
justificativa de terem encontrado valores de concentragao inferiores aos que
foram encontrados neste estudo pode ser devido ao ensaio utilizado com
metabdlito isolado, proporcionando agdo mais eficiente com uma menor

concentragao.

6.6 CONCLUSOES

O rastreamento dos metabdlitos secundarios de origem vegetal é
importante para elucidar os beneficios e toxicidade dos vegetais. Nossos
extratos etandlicos de folhas de A. occidentale (caju) e A. microcarpum
(cajui) apresentaram compostos polifendlicos, flavondides e taninos, que
possuem diversas fungdes benéficas, dentre elas as acdes antioxidantes,
aqui encontradas nos dois extratos, in vitro, pelos testes de DPPH e ABTS.
Os ensaios microbiolégicos dos extratos foram eficazes para demostrar agéo
microbicida frente a cepas multirresistentes. Com base nesses resultados
pode-se considerar que os extratos das folhas do A. occidentale e do A.
microcarpum sugerem ser boas fontes de compostos fitoterapicos com

acdes antioxidante e antimicrobiana, de forma profilatica e terapéutica.
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7. ARTIGO 3. Atividade antioxidante, analises bioquimicas e
histopatolégica de folhas de A. occidentale L. e A. microcarpum D. em
camundongos knockout para interleucina 10.

Anderson Barbosa Baptista; Reggiani Vilela Gongalves; Mariaurea M.
Sarandy Souza; Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

RESUMO

O Anacardium occidentale L (caju) e o Anacardium microcarpum D (cajui)
sao caracterisiticos do norte e nordeste brasileiros. Possuem compostos
fitoquimicos valiosos com acdo antioxidante, anti-inflamatéria e
antimicrobiana. O objetivo desse estudo foi analisar as atividades
antioxidante, bioquimica, anti-inflamatéria e histopatolégica dos extratos
etandlicos de folhas de Anacardium occidentale L e Anacardium
microcarpum D em camundongos knockout para IL-10. No ensaio biologico
foram utilizados 36 camundongos Knockout para IL10, divididos em seis
grupos: controle negativo, controle recebendo os dois extratos, injuriados
com paracetamol sem extrato e injuriados tratados com os dois extratos.
Foram feitas as analises do estresse oxidativo no figado por meio das
metodologias das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), Glutationa peroxidase e
proteina carbonilada. No soro sanguineo foram analisados os marcadores
bioquimicos alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina, gama GT, colesterol total e triglicerideos. No
sangue foi realizada contagem diferencial dos leucdcitos. As analises
histopatolégicas do figado avaliaram o aumento nuclear; congestéao
sinusoide; esteatose; infiltrado inflamatodrio; colestase e vacuolizagdo do
citoplasma. Na andlise do macerado de figado os dois extratos
apresentaram atividade antioxidativa, porém o A. microcarpum D se mostrou
mais eficiente nos camundongos tratados apdés a injuria. A analise
histopatolégica do figado confirma esses resultados demostrando diminui¢cao
do infiltrado inflamatério e da colestase nos camundongos tratados. Os
extratos demonstraram atividade antioxidante e anti-inflamatdria, destacando

o A. microcarpum. Esses resultados sugerem que os extratos podem ser
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utilizados para testes clinicos com a finalidade de avaliar a diminuicdo do
estresse oxidativo e a evolugao dos processos inflamatorios.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Camundongos Knockout-IL10; Figado;
Anacardium occidentale L; Anacardium microcarpum D.

ABSTRACT
Anacardium occidentale (cashew) and Anacardium microcarpum (cajui) are

native to northern and northeastern Brazil. They have valuable
phytochemical compounds that have antioxidant, anti-inflammatory and
antimicrobial action. The aim of the study was to analyze the antioxidant,
biochemical and histopathological activities of the ethanolic extracts of
Anacardium occidentale and Anacardium microcarpum in IL-10 knockout
mice. In the biological assay, 36 IL-10 knockout mice were used and
oxidative stress tests were performed on the liver and brain of the animals
using thiobarbituric acid (TBARS), superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), Glutathione peroxidase and carbonylated protein. In the blood serum,
the biochemical markers ALT, AST, alkaline phosphatase, GT range, total
cholesterol and triglycerides were analyzed. In the liver of these animals,
histopathological analysis was also performed. In the in vivo analysis in liver
maceration of IL-10 knockout mice, the two extracts showed antioxidative
activity, but A. microcarpum was more efficient in the mice treated after the
injury with paracetamol, in all the analysis of oxidative stress.
Histopathological analysis of the liver confirms these results showing a
decrease in inflammatory infiltrate and cholestasis in the treated mice.
Extract from the leaves of A. microcarpum was more efficient in reducing the
oxidative stress in the mice that were injured. Histopathology confirms the
reduction of the inflammatory infiltrate and cholestasis in the treated mice.
The extracts showed antioxidant and anti-inflammatory activity, especially A.
microcarpum. These results suggest that the extracts can be used for clinical
tests with the purpose of evaluating the reduction of oxidative stress and the

evolution of inflammatory processes.

Keywords: Oxidative stress; IL-10 Knockout Mice; Liver; Anacardium

occidentale L.; Anacardium microcarpum D.
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7.1 INTRODUGCAO

O Anacardium occidentale L (cajueiro) € o mais comum no Brasil,
especialmente nas regides norte e nordeste. O Anacardium microcarpum D
também encontrado nessas regides, € amplamente utilizado na medicina
tradicional para o tratamento de inflamagao, reumatismo, tumores e doencgas
infecciosas. Duas espécies ricas que podem conter agentes antioxidantes

que modificam os estados de oxidagéo das células (BAPTISTA et al. 2018).

O estresse oxidativo € o termo usado paradesignar o desequilibrio
entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e os
antioxidantes, associadas em sua maioria, a funcdo mitocondrial e
respiracao celular, que podem causar alteracbes oxidativas irreversiveis,
danos aos lipidios, proteinas e ao DNA (BROINIZI et al. 2008).

O organismo humano como forma profilatica das patologias citadas
possui sistemas antioxidantes enzimaticos representados pela superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase. Aqueles que ndo sdo enzimaticos incluem os compostos
fenolicos (flavonoides e taninos), vitaminas e minerais, que em condigdes
fisioldgicas normais estdao em equilibrio entre as atividades organicas e os
niveis destes antioxidantes (VALKO, 2007).

O figado é um 6rgéo vital responsavel pela biotrasnformagdo e
eliminagdo de compostos quimicos que desempenha varias funcdes
(GUYTON & HALL, 2002). A exposicao do o6rgao a farmacos e outros
compostos ambientais que superem o seu metabolismo levam o 6rgao a
injuria, verificado pela mudangca nos valores enzimaticos da alanina
transaminase (ALT) e da aspartato transaminase (AST), e colestatico com o
aumento das bilirrubinas, da fosfatase alcalina e da gama glutamil
transferase (GGT) (CARVALHO, 2009). Como hipotese desse estudo
inferimos que os extratos das folhas de A. occidentale L e A. microcarpum D
possuem atividade antioxidante in vitro em animais knockout para IL-10
contribuindo para diminuigdo do processo inflamatério e oxidativo. O objetivo
do estudo foi caracterizar e analisar a atividade antioxidante in vivo dos
extratos etandlicos de Anacardium occidentale L e Anacardium microcarpum

D em camundongos knockout para a IL-10.
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7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de A. occidentale L e A. microcarpum D foram coletadas do
campus da Universidade Federal do Tocantins, Palmas, TO. Foram secas e
trituradas em moinho de facas. Para a obtengdo do extrato etandlico, o
material vegetal previamente triturado foi concentrado em etanol PA, por
72h, e o sobrenadante foi retirado e reservado. Este procedimento foi
replicado por trés vezes consecutivas. O sobrenadante foi filtrado. Em
seguida, o solvente foi destilado em evaporador rotativo a 80°C, sob pressao
reduzida. O extrato etandlico foi colocado em frascos estéreis de vidro e em
estufa a 40°C para completar a total evaporagdo do etanol. Os extratos
brutos foram acondicionados em frascos, envoltos com papel aluminio e
colocados em geladeira para posteriores analises. A etapa de extragao foi
realizada no Laboratério de Ciéncias Basicas e da Saude da Universidade

Federal do Tocantins — UFT, na cidade de Palmas, TO.

7.2.1 ENSAIO COM ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos machos, com 60 dias, Knockout para
IL 10, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas
(UFAL), Alfenas, Minas Gerais. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas, em ciclos claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 22 + 2
°C. Os mesmos receberam agua e ragao comercial ad libitum. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais n° 23101.001539/2017-08 CEUA-UFT e os animais
foram manipulados de acordo com as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagéo Animal (CONCEA).

O tamanho amostral, foi de 6 animais por grupo, totalizando um n=
36. (GIRISH et al.,, 2009; SCHEIBE et al., 2008; DAMY SB et al., 2010).
Foram divididos em seis grupos experimentais: controle negativo, que
recebeu apenas agua e ragao (G1); controle com gavagem do extrato de
A.occidentale (G2); controle com gavagem do extrato de A.microcarpum
(G3); paracetamol (G4); paracetamol+extrato de A. occidentale (G5);

paracetamol + extrato de A. microcarpum (G6) (Figura 7). Os animais de
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cada grupo receberam diariamente 100 pL de solugdo contendo agua
destilada ou extrato das folhas de A. occidentale ou A. microcarpum, via
gavagem. Os extratos secos foram ressuspendidos em &agua destilada
estéril, agitados em vortex e ultrassom até a dissolugao total. Foi utilizado
400 mg de extrato por kg do camundongo e receberam através de gavagem
por 30 dias (LUCENA et al., 2006; BROINIZI et al., 2008)

G1 30 dias de G2 G3
_Controle negativo gavagem com Anacardium - Anacardium
Agua e racdo por 38 | extrato de folhas occidentale microcarpum

dias sem injuria

G4
Inducdo de injlria 30 dias de G5 G6
de 8 dias com gavagem com Tratamento com [JjJj  Tratamento com
paracetamol e 30 extrato de folhas Anacardium Anacardium
occidentale microcarpum

dias de agua e injari:
racao. |

Figura 7. Seis grupos experimentais de camundongos knockout IL 10, G1
controle negativo, G2 sem injuria, gavagem de extrato de A. occidentale, G3
sem injuria, gavagem de extrato de A. microcarpum, G4 indugéo através do
paracetamol, G5 apds injuria, tratamento com extrato de A. occidentale e G6
apos injuria, tratamento com A. microcarpum.

Para a indugdo do estresse foi utilizado paracetamol 500 mg/Kg do
animal, da marca Tylenol durante 8 dias consecutivos, em 0,1 mL atravées de
gavagem. Apods a indugdo, no nono dia comegou-se o tratamento com os
extratos brutos de folhas de A. occidentale L e A. microcarpum D, por um
periodo de 30 dias (GIRISH et al., 2009).

Os camundongos foram eutanasiados através de inalagdo com
isoflurano a 5%. O sangue obtido de coleta retroorbital (10 pL) foi colocado
em laminas e imediatamente produzido o esfregaco, e em ependorf (2 mL)
para os exames bioquimicos. Realizou-se deslocamento da coluna cervical
apos exanguinagao total e o figado foi coletado e dividido em duas partes,
uma parte para armazenamento a -80°C em ultrafreezer para posteriores
analises bioquimicas e a outra parte de cada 6rgao foi colocado em fixador

Formalina de Carson para as analises histoldgicas.
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7.21.1 ESTRESSE OXIDATIVO - Malondialdeido (MDA); Superéxido
Dismutase (SOD); Catalase (CAT); Glutationa peroxidase; Proteina
carbonilada.

A avaliacdo da peroxidacao lipidica pela medida da concentracédo de
malondialdeido foi realizada segundo método de TBARS descrito por
WINTERBOURN et al., (1985). Foi tomado 0,2 mL dos homogeneizados de
figado e o volume completado para 0,5 mL com tampao fosfato de sédio 0,1
M pH 7,4.

A atividade da SOD foi determinada no macerado de figado de 36
camundongos knockout-IL 10 segundo DIETERICH et al., (2000)
modificado, baseando-se na capacidade desta enzima em catalisar a reagao
do superoxido O,  a peroxido de hidrogénio, diminuindo assim a razdo de
auto-oxidagédo do pirogalol. Basicamente, os tecidos foram homogenizados
em tampdo glicina (50 mmol.L”", pH 10,1) e a atividade enzimatica foi
estimada (duplicata) pela inibicao da auto -oxidagao
espectrofotometricamente (480nm).Utilizou-se uma leitora de Elisa em
570nm para analise dos homogenatos.

Para determinar a atividade da Catalase no tecido hepatico (100 mg),
o mesmo foi homogenizado em tampéao fosfato 50 mmol.L™" e a suspensao
resultante foi centrifugada a 3000 rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante
foi utilizado para mensuracdo da atividade enzimatica. A atividade da
catalase foi determinada pela taxa de decaimento do peréxido de hidrogénio
(10 mmol.L™") lido em espectrofotdmetro a 240nm, segundo metodologia de
AEBI, (1984). A dosagem de proteina nos homogenatos foi realizada por
meio do método de LOWRY et al., (1951) e os resultados foram expressos
em U Catalase/mg proteina, segundo metodologia de AEBI, (1984) adaptado.

A determinagao da atividade da glutationa peroxidase foi realizada a
partir da taxa de decaimento da NADPH, determinada por espectrofotémetro
(340nm), conforme descrito por FLOHE & GUNZLER, (1984). A dosagem de
proteina nos homogenatos foi realizada por meio do método de LOWRY et
al., (1951) e os resultados expressos U glutationa/mg proteina.

O ensaio da proteina carbonilada foi realizada por meio de um
método baseado na reagdo de carbonilagdo de proteinas com 24-

dinitrofenilhidrazina (DPNH) formando dinitrofenilhidrazona, um composto de
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coloragao amarela detectavel espectrofotometricamente em 370nm (LEVINE
et al., 1990). O conteudo de proteinas carboniladas foi calculado usando o
coeficiente de extingdo molar (21 x 10°' mol cm) e os resultados s&o
expressos em nanomols por miligrama (nmol/mg) de proteina. Ensaios
realizados no Laboratério de Bioquimica Nutricional, Departamento de
Nutricdo e Saude, UFV.

7.2.1.2 ANALISE HEMATOLOGICA — CONTAGEM DIFERENCIAL DE
LEUCOCITOS

Foram preparados esfregagos sanguineos colocando-se 10 uL de
sangue, no dia da eutanasia, imediatamente apdés a exanguinagao, em
laminas histolégia e coradas com corante Pandtico da Laborclin produtos
para laboratérios Ltda (KEEBLER & SOMRAK, 1993). O Pandtico Rapido LB
baseia-se no principio de coloragcdo hematoldgica estabelecida por
Romanowsky, 1891 (Pandtico rapido n° 1 solugado de triariimetano a 0,1%; n°
2 solugao de xantenos a 0,1%; n° 3 solugédo de tiazinas a 0,1%). Em cada
lamina foram escolhidos os campos com menor concentracdo celular para
contagem dos leucdcitos diferenciais (neutrdfilo, linfécito, mondcito,
eosindfilo e basdfilo), totalizando um valor absoluto de 100 células. Ensaio
realizado no Laboratério de Bioquimica Nutricional, Departamento de

Nutricao e Saude, UFV e Laboratério de Analises Clinicas da UFV.
7.2.1.3 ANALISES BIOQUIMICAS

Foram realizados testes bioquimicos utilizando-se o soro dos animais
coletados em ependorf seco e estéril a partir da técnica de coleta sanguinea
pelo plexo retrorbital, com os camundongos anestesiados. O sangue foi
centrifugado a 3000 rpm (870 g), por 10 minutos. Os parametros avaliados
foram ALT (Alanina aminotransferase) AST (Aspartato aminotransferase),
GGT (gama glutamil transferase), FAO (fosfatase alcalina), Colesterol total e
Triglicerideos. Foram utilizados os kits analiticos gentimente doados pela
empresa Bioclin Quibasa- Belo Horizonte-MG, no aparelho automatizado BS
200 Chemistry Analyser. Realizada no Laboratério de Analises Clinicas,

Departamento de Nutricdo e Saude, UFV.
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7.2.1.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Fragmentos do figado foram removidos e fixados, por 24 horas, em
formalina de Carson (1973) em temperatura ambiente. Apos fixagdo, os
tecidos foram desidratados em gradiente crescente de etanol e incluidos em
resina a base de hidroxietiimetacrilato (Historesin®, Leica). Secgodes
transversais e longitudinais de 5um de espessura foram obtidas em
microtomo rotativo (RM 2155, Leica) com navalhas de vidro e coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). Foram avaliados possiveis infiltrados
inflamatdrios e alteragdes que possam indicar a toxicidade do extrato das
plantas utilizadas. De cada grupo foi produzida uma lamina, em seguida
cada lamina foi fotografada através da camera Leica MC 170, em
microscopio de luz Leica DM 750, com aumento de 20X, em 10 campos
aleatérios, totalizando 60 fotos (campos) por grupo, realizada no laboratério
de Patologia Experimental do Departamento de Biologia Animal da UFV.
Para a avaliacdo do tecido hepatico observaram-se em cada lamina a
presenga ou auséncia de: aumento nuclear; congestao sinusoide; esteatose;
infiltrado inflamatdrio; colestase e vacuolizagdo do citoplasma (manifestagcéo
de dano celular provocando uma degeneragcdo hidrépica ou esteatose).

Analise realizada no Laboratério de Patologia Experimental, CCB2, UFV.

7.3 ESTATISTICA

Foram utilizados os programas estatisticos SPSS 20 e Graph Pad
Prism 5 para os testes de normalidade foram utilizados Shapiro-Wilk e as
comparagdes entre trés variaveis independentes foram realizadas por
analise de variancia (ANOVA), para dados com distribuicdo normal utilizou-
se no pos teste Tukey para detectar as diferengas entre os grupos. Foi

considerado estatisticamente significante quando p < 0,05.
7.4 RESULTADOS
7.4.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Nesse estudo os ensaios da reacdo ao acido tiobarbiturico em
homogenato de figado apresentaram reducdo (p<0,05) entre os grupos

tratados apds estresse, ou seja, paracetamol e paracetamol+A.

63



microcarpum; paracetamol+A. occidentale e paracetamol+A. microcarpum
(Figura 8).
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Figura 8. Resultado do ensaio de TBARS em macerado de figado de seis
grupos de camundongos knockout 1L-10. Grupos com p < 0,05, diminuicdo
enzimatica significativa entre os grupos tratados. Teste estatistico ANOVA
one way e Tukey.

No ensaio de superdxido dismutase foi observado diferenca
significativa entre os grupos tratados com os extratos de A. occidentale e A.
microcarpum, apresentados no grafico B da figura 9, através dos testes
estatistico Anova One e Tukey. Observou-se um aumento na atividade das
enzimas SOD e CAT, significativo entre grupos controle versus A.

occidentale e paracetamol versus paracetamol+A. microcarpum.
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Figura 9. Resultado da avaliagcédo da atividade de duas enzimas e metabdlito
do estresse oxidativo (A — SOD; B — CAT) em macerado de figado de
camundongos knockout IL-10. (*/** diferengas significativa entre os grupos,
p<0,05. Teste estatistico ANOVA one way e Tukey.
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Na analise da glutationa peroxidase o aumento foi significativo entre

0s grupos paracetamol e paracetamol+A. microcarpum (figura 10).
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Figura 10. Resultado da avaliacdo da glutationa peroxidase em seis grupos
de camundongos knockout IL-10. * P < 0,05 aumento enzimatico significativo
no grupo tratado. Teste estatistico ANOVA one way e Tukey.

A proteina carbonilada apresentou reducdo entre os grupos tratados
paracetamol e paracetamol+A. occidentale e paracetamol+A. microcarpum.

(figura 11).
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Figura 11. Resultado do ensaio de proteina carbonilada de 6 grupos de
camundongos knockout IL 10 (*p < 0,05, redugao significativa nos grupos
tratados em relagao paracetamol. Teste estatistico ANOVA one way e
Tukey.
7.4.2 ANALISES BIOQUIMICAS

O resultado dos parametros bioquimicos das enzimas hepaticas,

colesterol total e triglicerideos encontram-se na tabela 5.
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Tabela 5. Média e desvio padrao de parametros bioquimicos do soro de seis
grupos de camundongos knockout para interleucina 10.

G1 G2 G3 G4 G5 G6
ALT 77,83 69,50 71,00 **72,60 **58,00 70,80
16,74 +14,12 +12,17 +6,98 +4,00 +6,38
AST 208,20 191,3 186,20 209,4 140,20 176,6,2
+ 12,56 24,70 +36,16 +79,84 +65,00 +19,50
FAO *164,40 *87,50 *66,67 104,40 84,00 98,50
+49,93 +30,29 +18,93 32,97 +26,68 +19,49
GGT 35,40 48,00 47,50 39,80 34,00 41,00
+ 7,47 +7,58 16,12 +16,38 +12,08 +14,75
C.T. 110,83 107,20 107,14 98,33 85,00 104,83
+13,69 +20,00 23,29 17,82 +13,84 18,61
TAG *180,33 *121,33 *110,80 91,40 93,60 123,60
+23,81 42,42 +28,17 +11,48 +31,70 17,17

ALT - alanino aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; FAO - fosfatase
alcalina; TAG = triglicerideos; GGT = gama gt; C.T. = colesterol total; Parac.= paracetamol.
*P < 0,05 significativos entre os grupos sem injuria e ** p < 0,05 entre os grupos com injuria.
Teste estatistico ANOVA one way eTukey.

Os grupos que receberam apenas os extratos de A. occidentale e A.
microcarpum apresentaram redugdo significativa da fosfatase alcalina,
demostrando que houve melhora na fungéo biliar. Os camundongos tratados
com A. occidentale apresentaram redugao na ALT. A Fosfatase alcalina e os
Triglicerideos reduziram significativamente nos camundongos que

receberam os dois extratos, sem injuria por paracetamol.
7.4.3 CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

A contagem diferencial de leucécitos utilizado como valor de referéncia
foi estabelecida por SANTOS et al.,, (2016) em camundongos Swiss
Webster, C57BL/6 e BALB/c. Os valores absolutos de C57BL/6 background
para o camundondo IL 10, por 100 células, foram: neutréfilos 8-20;
eosindfilo 0-3; linfécito 76- 91; mondcito 0-4 e basdfilo 0 (zero). Na tabela 8
estdo os resultados da contagem diferencial dos leucdcitos em valores
absolutos por 100 células. Foi observado, em sua maioria, que a quantidade
média de mondcitos por 100 células nos grupos que foram tratados com os
extratos apresentaram valor entre 0 e 4, considerados normais, a partir da

referéncia acima utilizada (Figura 12).
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valor absoluto

Figura 12. Valor absoluto de mondcitos encontrada em seis grupos de
camundongos knockout IL-10 (* /**grupos com p<0,05, redugao siginificativa
entre 0s grupos sem injuria e com injuria. Teste estatistico ANOVA One way
e Tukey.

7.4.4 ANALISES HISTOPATOLOGICAS
Na anadlise histopatoldégica do tecido hepatico foram quantificados

hepatdcitos em varios aspectos cujo o resultado esta expresso na tabela 7.
Nota-se que o grupo controle possui alteragdes hepaticas, em destaque a
vacuolizag&o do citoplasma promovida pelo acumulo intracelular de agua ou
pela ocorréncia de degeneragdo gordurosa nos hepatécitos, e o infiltrado
inflamatario, justificado por serem naturalmente inflamados (Tabela 7; figura
13).

De acordo com os resultados obtidos, os camundongos do grupo
controle, que receberam apenas o paracetamol, apresentaram aumento
nuclear e congestdo dos sinusoides bem elevados e foi o Unico grupo que
apresentou discreta esteatose, ou seja, hepatécitos com depdsito de

gordura.

Tabela 7.Resultado da analise histopatolégica do figado de seis grupos de
camundongos knockout IL-10.,

G1 G2 G3 G4 G5 G6
Aum.Nuc. *6,50+#1,12  3,30£1,03  *2,00+0,89 **8,50+1,04  **2,80+0,98 **2,00+0,63
Cong.sin. 6,16%1,94 6,30+1,03  7,30+1,50 **8,70x1,36  **4,16x2,78 5,50+2,07
Infil. Infl. *6,60+0,89  5,00%1,58  *4,16+1,47 **7,50+1,04  **4,33#0,51 **4,50+2,16
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Colest. 1,83+1,16 1,00+1,26 1,50+0,83 **6,83+0,98 **0,66+0,51 **1,16+1,60
Vacul.Cit  *9,33+0,81 6,33+3,01 *5,16+3,18 6,66+1,63 7,00+2,60 6,66+2,42
Esteat. 0 0 0 1,66+2,06 0 0

Aum.Nucl.= aumento nuclear; Cong.sin.= congestéo sinusdide; Inf. Infl.=infiltrado inflamatério; Colest.= colestase;
Vacul. Cit. = vacuolizagédo do citoplasma; Esteat.= esteatose; Par.= paracetamol. (*grupos com p<0,05). *P<0,05
entre os grupos sem injuria e ** p < 0,05 entre os grupos com injuria. Teste estatistico ANOVA One Way e Tukey.
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Figura 13. Microfotografia 6ptica de figado de camhndongos Knockout 1L-10
submetidos a injuria por paracetamol (A, B e C), aumento de 40x, corados
em hematoxilina e eosina. Setas: 1- inflitrado inflamatério; 2- Aumento
nuclear; 3- congestao do sinuséide; 4 — Colestase; 5- Depdsito de gordura
(esteatose); 6- Vacuolizagao do citoplasma.

7.5 DISCUSSAO

Os camundongos knockout para interleucina 10 s&o animais
geneticamente modificados, deficientes da interleucina 10 que desenvolvem
enterocolite crénica a partir de 2 a 3 meses de idade (BOAUABE, 2012).
Essa condicdo proporciona ao modelo uma situacédo inflamatéria, sendo
possivel a analise do efeito das plantas em estudo, quanto ao aspecto
inerente a capacidade antioxidativa, como também quanto a hepatoxicidade
quando da indugdo provocada pela administragdo do acetaminofeno, o
paracetamol (CARVALHO, 2009).

Nossos resultados demonstraram serem efetivos na diminuicdo do
estresse oxidativo no figado dos camundongos que foram tratados com os
extratos, ap6s a injuria pelo paracetamol. No sistema biologico, a
peroxidagao lipidica gera um numero de produtos de degradagdo, como
malondialdeido (MDA), que € amplamente utilizado como um marcador de

estresse oxidativo.

Considerando resultados em outras partes do Anacardium, para

descrever agdes antioxidativas pela técnica de TBARS demonstramos o
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estudo de BROINIZI et al. (2008) que fizeram um ensaio com extrato de
pedunculos do caju (Anacardium occidentale) em ratos machos Wistar. Na
analise do tecido plasmatico e hepatico para a determinagao da peroxidacao
lipidica por TBARS, os resultados da lipoperoxidacdo mantiveram os
mesmos valores para todos os grupos, sem diferenga significativa.
BARBOSA-FILHO et al. (2014) utilizando tratamento com fragdes de extratos
de cascas de caule de Anacardium microcarpum D em encéfalos de ratos,

observaram-se redu¢cdo maxima de peroxidacao lipidica na fracdo etandlica.

Os camundongos tratados com o extrato de A. microcarpum D no
grupo injuriado, € no grupo que recebeu apenas o A. occidentale L
resultaram em aumento nos valores de SOD e CAT, significando que os
extratos nessas situagdes agiram na primeira linha de defesa enddgena
contra as EROs, resultando na diminuigdo do dano oxidativo. Quando essas
enzimas apresentam valores aumentados comparativamente entre os
grupos controle e tratado indicam que ha eliminagdo dos radicais livres
altamente reativos causadores de efeitos deletérios na integridade da
membrana celular (FERNANDES, 2012).

Os extratos, provavelmente, estdo relacionados com as funcdes
protetivas desse aumento da superoxido dismutase que catalisa a
dismutagdo do superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio e a
catalase presente principalmente no figado que degrada H,O, em uma
molécula de oxigénio e agua, evitando o acumulo de metahemoglobina,
tendo consequente fungcao fundamental a defesa do organismo contra as
especies reativas de oxigénio (BARBOSA, 2006).

A castanha do fruto do Anacardium occidentale L, como efeito
comparativo de outras partes da espécie para a atividade de SOD e CAT, foi
analisada por MORAIS et al., (2010) que induziram lesdes na mucosa do
estbmago com etanol, em camundongos Swiss e utilizaram o &acido
anacardico para avaliar o efeito antioxidativo, demonstrando efeito eficiente

do composto presente na castanha.

Na analise da glutationa peroxidase os camundongos que receberam

tratamento com o extrato de A. microcarpum D apdés injuria ao medicamento
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demonstraram melhor atividade antioxidante, pois foi observado aumento
significativo nos niveis dessa enzima, indicativo de processo de combate ao
estresse oxidativo. Esta enzima esta envolvida com um dos principais meios
de defesa antioxidante de origem enzimatica, encontradas em muitos tecidos
de origem animal. O estresse oxidativo pode causar mudangas no estado
redox da glutationa, aumentando a liberacdo de glutationa oxidada no
organismo, o que reforca a acdo de combate ao estresse oxidativo pela
administracdo do extrato (HUBER et al., 2008).

Foi verificado nesse ensaio que o grupo dos camundongos que foram
tratados apo6s injuria ao paracetamol que houve redugdo nos niveis da
proteina carbonilada no macerado do tecido hepatico, e que demostra
eficiéncia no combate a formacdo de derivados carbonilicos da oxidagao
proteica, provocada pelo estresse oxidativo do paracetamol, reforcando o
papel protetor a oxidagao. A carbonilagao de proteinas afeta diretamente o
metabolismo celular ao alterar a funcdo das proteinas, as proteinas
modificadas oxidativamente contém um aumento dos grupamentos carbonil
que provocam a oxidagao. Atualmente, a dosagem de proteina carbonilada é
0 marcador mais utilizado para determinagcdo dos niveis de oxidagao
protéica (LEVINE et al., 1990).

Em outro estudo UKWENYA et al., (2013) determinaram os efeitos do
extrato das folhas de A. occidentale nas atividades de G-6-PDH, TBARS,
GPx e SOD, além dos testes de hiperglicemia induzida em macerado de
testiculos de ratos. Mostraram que o extrato tem potentes efeitos anti-
oxidantes, potencializando a estimulagdo de G-6-PDH e inibindo a
peroxidagao lipidica O extrato também estimula a producdo enddgena de
enzimas antioxidantes (SOD e GPx) inerentes para os testiculos

promovendo sua a integridade funcional.

As analises bioquimicas demostraram que ndo houve
comprometimento hepatico nos camundongos que receberam os extratos.
Os camundongos knockout possuem inflamagao provocada pela falta da
interleucina 10. Os niveis das enzimas entre o controle e aqueles que
receberam o paracetamol apresentam-se com valores proximos e apos

receberem os extratos, foi observado redugéo, mesmo que nao significativa,

70



mas que se enquadram em valores de referéncia. Essas enzimas
bioquimicas que avaliam o metabolismo hepatico sao importantes
indicadores de alteragdo do figado e vias biliares, por uma caracteristica
infecciosa ou farmacologica, por isso € importante realizar a dosagem apos

um tratamento com um fitoterapico.

A atividade da ALT (alanina aminotransferase) € um parametro
bioquimico importante para deteccdo de hepatotoxicidade, outros
marcadores, como AST (aspartato aminotransferase), s&o complementares
ao resultado. A combinagdo das duas fornece resultados mais seguros
quanto a presenca de lesao hepatica. A GGT (Gama glutamil transferase) e
a Fosfatase Alcalina sao importantes marcadores adicionais da fungao
hepatica, inclusive como diferencial para diagnéstico da fungao biliar (OZER
et al., 2008).Com base nos valores de referéncia (média e desvio padrao)
dos paradmetros bioquimicos para camundongos machos C57BL/6
determinados por LAPCHIK et al., (2009), a saber: para ALT 41,4 +/- 16,4,
AST 99,5 +/- 33,4, fosfatase alcalina 59 +/- 11,4, colesterol total 94,8 +/- 16,9
e ftriglicerideos 97 +/- 21,1, ao comparar os resultados deste estudo,
verificou-se que as enzimas relacionadas a preservagcao das funcdes
hepaticas analisadas, além dos valores de colesterol total encontrados nos
grupos tratados e controle, ndo houve alteragao significativa. Mesmo assim,
ainda nao alcangaram a normalidade referencial de um camundondo
C57BL/6, mas nos da bons indicativos de acao dos extratos na melhora das
fungdes hepaticas, o que foi observado no ensaio do estresse oxidativo e

histopatologico.

Os triglicerideos apresentaram reducgao significatica entre os grupos
controle e aqueles que receberam os extratos de A. occidentale e A.
microcarpum, sugerindo que os extratos podem agir como hipolipemiante
diminuindo os niveis de triglicerideos plasmaticos, parametro capaz de
promover protecdo dos vasos sanguineos na formagao de ateromas e que
neste estudo nos chama a ateng¢ao para estudos mais detalhados com as
folnas do A. occidentale L e A. microcarpum D que possam avaliar um

possivel efeito de protegao dos vasos sanguineos na produg¢ao de ateromas.

71



YE, (2015) fizeram um estudo com modelo de camundongo knockout —
IL 10 para examinar varios parametros bioquimicos e a expressao de
citocinas inflamatdrias. Os parametros bioquimicos avaliados como ALT e
AST nos camundongos IL 10 em relagcdo ao controle foram mais elevados,
mas nao significativo, no entanto encontraram outros parametros como
INOS e RNAm IL-1b aumentado no tecido hepatico, evidéncias que sugerem
algum dano no tecido. Esses resultados confirmam os achados nesse
estudo nos camundongos controle e no grupo que recebeu o paracetamol
em relagéo as enzimas ALT e AST, o que sugere a agao desses extratos na
redugcdo dos danos teciduais no figado em situagbes metabdlicas de

auséncia ou reducgao da interleucina10.

A contagem diferencial dos leuctcitos somados aos outros ensaios,
confirmaram a redug¢ao do processo inflamatério e oxidativo que a injuria ou
a auséncia da interleucina 10 poderam desenvolver, pois os grupos tratados
com os extratos das duas espécies vegetais apresentaram redugédo no
nuamero de mondcitos em 100 células entre os grupos paracetamol e os que
receberam tratamento, significante pelo teste de Tukey. O numero de
neutréfilos e linfécitos apresentou um pequeno aumento entre os grupos
controle e tratados, porém que néao refletem significancia e estao dentro de
valores estabelecidos por SANTOS et al.,, (2016). Realizar a contagem
diferencial dos leucdécitos pode ajudar na elucidagéo do processo patoldgico
e os efeitos dos extratos propostos, pois através de um procedimento
técnico simples de esfregaco sanguineo € possivel analisar e quantificar as
células no sangue total que sao responsaveis pela defesa do organismo

permitindo avaliar a resposta frente a diversas situacoes.

Para verificar possiveis danos hepatocelulares dos camundongos, fez-
se também o estudo histopatoldgico, complementando-se os dados obtidos
nas analises enzimaticas. O estudo microscopico do tecido hepatico é
fundamental para a analise da toxicidade do produto testado, da reagao a
injuria pelo paracetamol, e a reagdo produzida no tecido apds ser tratado

com os extratos vegetais das duas espécies.

O estudo histopatolégico revelou vacuolizagdo do citoplasma nos

camundongos controle knockout, provocado provavelmente, pelo acumulo
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de agua intracelular (degeneracao hidropica) desses animais, em situagao
de atividade inflamatéria pela deficiéncia da IL10, apds o tratamento com o
extrato de A. microcarpum D houve dimiui¢do significativa desse processo

patoldgico, indicando possivel atividade de reversdo do dano hepatico.

O infiltrado inflamatério, resposta do organismo ao estimulo agressor
quimico e/ou biolégico, foi verificado de maneira mais evidente nos
camundongos dos grupos controle e paracetamol, nao obstante os extratos
de A. occidentale L e A. microcarpum D mostraram ter efeito hepatoprotetor
nos grupos que receberam o paracetamol, pois reduziram o processo
significativamente, verificado também no grupo que recebeu o A.
microcarpum D sem injuria, provavelmente os extratos contribuiram para
diminuir o processo inflamatério reduzindo a ativagdo dos leucdcitos no local
da injuria.

Foi verificado que a colestase foi evidente nos camundongos do grupo
que recebeu o paracetamol, isso nos leva a crer que o fluxo do liquido biliar
foi alterado, ocasionado pela obstrugdo e/ou lesdao hepatocelular.A
concentracdo da fosfatase alcalina (FA) aumentada pode ser um parametro
bioquimico que indica uma obstrugdo e confirma esse resultado
histopatologico. No entanto observou-se que os extratos de A. occidentale L
e A. microcarpum D demonstraram acao efetiva na redugdo da colestase

nos camundongos que foram tratados apés a injuria.

A esteatose hepatica foi verificada apenas no grupo que recebeu o
paracetamol, indicando dano no tecido por acumulo de gordura decorrente
da desordem no metabolismo normal, condigdo que leva a producao de
radicais livres e a degeneragdo, causado, por exemplo, pela intoxicagéo
medicamentosas do paracetamol. N&o obstante os extratos de A.
occidentale L e A. microcarpum D demonstraram capacidade de reverter
essa condigcdo patoldgica, pois os camundongos tratados apds a injuria nao

apresentaram esteatose.

O aumento nuclear foi observado nos grupos controle e paracetamol
0 que pode indicar que a atividade nuclear estava aumentada, havendo

consequente processos apoptoticos. Os camundongos dos grupos que
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receberam o extrato de A. occidentale D e A. microcarpum L apresentaram
diminuicdo nesse processo, 0 que sugere que apds o tratamento o tecido

apresentou-se com menor atividade de regeneracéo.

As amostras analisadas dos grupos tratados n&o apresentaram
qualquer indicio de fibrose ou pontos hemorragicos no Iébulo central. Foi
visualizado tecido conjuntivo organizado de maneira regular, tecido hepitelial
formando placas com grupamento de hepatdcitos com nucleo central e
arredondado, e as veias centro lobulares estavam normais, indicando que
nao houve necrose e fibrose, 0 que sugere que os extratos ndo produziram

toxicidade na dose testada e apresentaram efeitos hepatoprotetores.

TEDONG et al. (2007) avaliaram o figado de camundongos apos
receberem extrato hexano de folhas de A. occidentale L e observaram que
até 14 g do extrato por kg do animal, via gavagem, as doses nado foram
téxicas. O exame histopatolégico de érgaos selecionados mostrou infiltrados
e congestdo hepatica, um estudo limitante pois ndo ha relato de forma
comparativa entre os grupos. Em outro estudo utilizando extrato etandlico de
A. occidentale, KONAN et al. (2007) n&o encontraram alteragdes no figado
até 1000 mg/kg de e as enzimas bioquimicas ALT e AST se mantiveram
normais, podendo o extrato ter agido como hepatoprotetor, possivelmente
por apresentarem grande quantidade de compostos polifendlicos, o que
justificaria esse estudo com os extratos de A. occidentale L e A.

microcarpum D.
7.6 CONCLUSAO

O extrato das folhas de A. microcarpum D foi mais eficiente na
diminuicdo do estresse oxidativo nos camundongos tratatos apds injuria ao
paracetamol, por outro lado o A. occidentale L administrado em
camundongos sem injuria hepatica demonstrou melhores resultados para as
enzimas SOD e CAT, ou seja, foi mais eficiente na remocgédo de espécies
reativas de oxigénio. A histopatologia confirma a reducdo do processo
oxidativo e inflamatério em ambos os extratos sem alteragcdes que indiquem
toxicidade hepatica e demonstrando efeito hepaprotetor. De forma geral os

dois extratos possuem efeitos eficientes na diminuigado do estresse oxidativo,
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anti-inflamatério e da hepatoxicidade o que sugere que esses extratos
possam ser utilizados em estudos clinicos para comprovagao da eficiéncia

nos humanos.
8. REFERENCIAS

Aebi, H. Catalase in vitro. Methods in Enzymology, v. 105, p. 121-126,
1984.

Baptista, A.B., et al. Antioxidant and antimicrobial activities of crude extracts
and fractions of cashew (Anacardium occidentale L.), cajui (Anacardium
microcarpum) and pequi (Caryocar brasiliense C). A systematic review.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2018, Article ID 3753562,
p.1-13, 2018.

Barbosa, L.F.; Medeiros, M.H.G; Augusto, O. Danos oxidativos e
neurodegeneragcdo: o qué aprendemos com animais transgénicos e
nocautes. Quimica Nova, v. 29, n. 6, p. 1352-1360, 2006.

Barbosa-Filho, V.M., et al. Phytochemical constituents, antioxidant activity,
cytotoxicity and osmotic fragility effects of Caju (Anacardium microcarpum),
Industrial Crops and Products, v. 55, p. 280-288, 2014.

Bouabe, H. Cytokine Reporter Mice: The Special Case of IL-10.
Scandinavian Journal of Immunology, v. 75, p. 553-567, 2012.

Broinizi, P., et al. Propriedades antioxidantes em subproduto do pedunculo
de caju (Anacardium occidentale L.): efeito sobre a lipoperoxidagao e o perfil
de acidos graxos poliinsaturados em ratos. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 44, n. 4, p. 773- 781 2008.

Carvalho, IMM. Avaliacdo da atividade antihepatotoxica de duas espécies
vegetais popularmente conhecidas como “quina”: Strychinos pseudoquina A.
st. Hil e Coutarea hexandra (jacq.) K. Schum. 2009. Dissertagao de
Mestrado. Bioquimica Agricola. UFV. Vigosa-MG.

Damy, S.B. et al. Aspectos fundamentais da experimentagdo animal —
aplicagbes em cirurgia experimental. Revista da Associagcao Medica
Brasileira, v. 56, n. 1, p. 103-11, 2010.

75



Dieterich, S. et al. Gene expression of antioxidative enzymes in the human
heart: increased expression of catalase in the end-stage failing heart,
Circulation, v. 4-11, n.101(1), p. 33-9, 2000.

Fernandes, M.S. Determinacdo de parametros oxidativos e bioquimicos em
individuos multitransfundidos. 2012. Dissertacao de Mestrado. Programa
de PésGraduacdo em Bioquimica, da Universidade Federal do Pampa,
UNIPAMPA.

Flohé, L. & Gunzler, W.A. Assays of glutathione peroxidase. Methods and
Enzymology, v. 105, p.114-21, 1984.

Girish, C. et al. Hepatoprotective activity of picroliv, curcumin and ellagic acid
compared to silymarin on paracetamol induced liver toxicity in mice.
Fundamental & Clinical Pharmacology, v. 23, n. 6, p. 735-45, 2009.

Guyton, A.C., Hall, J.E Tratado De Fisiologia Médica 10. Ed. Rj .
Guanabara Koogan, 2002.

Huber, P.C. et al. Glutationa e enzimas relacionadas: papel biolégico e
importancia em processos patolégicos. Quimica Nova, Sao Paulo , .
31, n. 5, p. 1170-1179, 2008.

Keebler, C.M. & Somrak, T.M. The manual of cytotechnology. 7 th ed
Chicago: ASCP Press, 1993.

Konan, N.A, et al. Acute, subacute toxicity and genotoxic effect of a
hydroethanolic extract of the cashew (Anacardium occidentale L.). Journal
of Ethnopharmacology, v. 110, p. 30-38, 2007.

Lapchik, V.B.V., et al. Cuidados e Manejo de Animais de Laboratério.
Atheneu Editora, Sdo Paulo, 2009, 708p.

Levine, R.L., et al. Determination of carbonyl content in oxidatively modified
proteins. Methods in Enzymology, v. 186, p. 464-78, 1990.

Lowry, O.H., et al. Protein measurement with the Folin phenol reagent,
Journal of Biological Chemistry, v. 193, p. 265-275, 1951.

76



Lucena, J.E.X., et al. Efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato
aquoso da entrecasca de Coutarea hexandra Schum. (Rubiaceae). Revista

Brasileira de Farmagnosia, v. 16, n. 1, p. 67-72, 2006.

Morais, T.C., et al. Protective effect of anacardic acids from cashew
(Anacardium occidentale) on ethanol-induced gastric damage in mice.
Chemico-Biological Interactions, v. 183, p. 264-269, 2010.

Ozer, J., et al. The current state of serum biomarkers of hepatotoxicity
Toxicology, v. 245, p. 194-205, 2008.

Santos, E.W., et al. Hematological and biochemical reference values for
C57BL/6, Swiss Webster and BALB/c mice. Brazilian Journal of Veterinary
Research and Animal Science, Sao Paulo, v. 53, n. 2, p. 138-145, 2016.

Scheibe, P.O. Number of samples-hypothesis testing. Nuclear Medicine
and Biology, 35, 3-9, 2008.

Tedong, L. et al. Acute and subchronic toxicity of Anacardium occidentale
linn (anacardiaceae) leaves hexane extract in mice. African Journal of
Traditional, Complementary and Alternative Medicines, v. 4, n. 2, p. 140
— 147, 2007.

Ukwenya, V., et al., Evaluation of antioxidant potential of methanolic leaf
extract of Anacardium Occidentale (Linn) on the testes of streptozotocin-
induced diabetic wistar rats. European Journal of Anatomy, v. 17, n.2, p.
72-81, 2013.

Valko, M., et al. Free radicals and antioxidants in normal physiological
functions and human disease. The International Journal of Biochemistry
& Cell Biology and Medicine, v. 39, n.1, p. 44-84. Epub 2006, 2007.

Winterbourn, C.C.; Gutteridge, J.M.; Halliwell, B. Doxorubicin-dependent lipid
peroxidation at low partial pressures of O2. Journal Free Radical Biology
and Medicine, v.1, n. 1, p. 43-9, 1985.

Ye, L. Effects of interleukin-10 gene deficiency on hepatic biochemical
metabolism in mice. Clinical and Experimental Medicine, v. 15, p. 321-
325, 2015.

77


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winterbourn%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3939136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutteridge%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3939136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halliwell%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3939136

9. CONCLUSOES GERAIS

As partes do cajueiro Anacardium occidentale, Anacardium
microcarpum e do pequizeiro Caryocar brasiliense apresentam acodes
eficazes in vitro e in vivo antioxidantes e microbicidas e que sdo ainda pouco
explorados pelos pesquisadores mundialmente. Os ensaios desse estudo
demonstraram que as folhas do caju e do cajui podem ser utilizadas no
tratamento de doencas infecciosas causadas por bactérias multirresistentes
e atuando no combate ao estresse oxidativo, ao processo inflamatoério e a
recuperacao de danos hepaticos. Portanto as folhas de A. occidentale L e A.
microcarpum D podem ser vistas como boas matérias primas e talvez
possam despertar o interesse das industrias, visando a producdo de
fitoterapicos que promovam o combate do processo oxidativo e das
infecgdes bacterianas. Destaca-se a relevancia dessas espécies vegetais
como potenciais alvos biotecnologicos no desenvolvimento de novas drogas.
Com o potencial demonstrado pelas mesmas, também sugere-se outros
testes com diferentes solventes extratores, utilizando-se diferentes doses

em modelos animais com ensaios clinicos.
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10. ANEXOS

10.1 PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES

HUMANOS

dntuindias

-

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS

Universidade Federal do Tocantins

PARECER CONSUBSTANCIADO

PROJETO DE PESQUISA OU TIPO DE TRABALHO:
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS - FACULDADE DE 24712013

PROCESSO No

MEDICINA

O parecer consubstanciado do relator seré utilizado como subsidio para o Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagao Universidade do Tocantins elaborar seu parecer final.

1 — Identificacdo da Proposta de Projeto de Pesquisa/Trabalho de Conclusdo de Curso

Titulo- ANALISE EPIDEMIOLOGICA DE CEPAS BACTERIANAS ENVOLVIDAS EM INFECGAO HOSPITALAR E RASTREAMENTO
DE CLONES DO HOSPITAL GERAL DE PALMAS - TO

Coordenador do Projeto ou Professor Orientador do TCC: Anderson Barbosa Batista

Pesquisadores: Anderson Barbosa Batista

Departamento/Faculdade: Faculdade de Medicina/UFT

2 - Analise do Projeto de Pesquisa/Trabainho de Conciusdo de Cursc

0 Projeto de Pesquisa visa detectar a presenca de clones bacterianos que s3o transmitidos pelo

ambiente e mé manipulacdo dos funcionarios. Seu objetivo é entender como estd a resisténcia
bacteriana no Hospital Geral de Palmas para usar racionalmente os antimicrobianos, criando um
protocolo de prevencdo juntamente com a CCIH. -

— Objetivos e Adequagao metodolégica (Verificar 2 exeqiiibilidade da proposta, isto &, se existe clareza do objeto, compatibilidade entre os
objetivos, a fundamentacéo tedrica e a metodologia ou plano de ag30, evidenciando consisténcia entre objetivos, procedimentos, acdes de execugéo
da pesquisa e capacidade do pi por outros similares.)

Metodologia adequada ao Projeto de Pesquisa.

12 — Avaliacdio do Questionario a ser aplicado e do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apresenta-se correto.

2.3 - Revis@o Bibliografica

Compativel com a Pesquisa.

3 - Qualificagdo do Pesquisador/Orientador (indicar os atributos do i /Orientador, sali a fitulacdo e experiéncia
compativel com a funcéo de ori 30; quali e i da produgdo cientifica/tecnolégi isti pativel com o projeto de

pesquisa/Trabalho de Concluséo de Curso)

0 orientador mostra em seu curticulum estar apto para a pesquisa.

Parecer consubstanciado CEP - UFT - Pégina 1/
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yra-on

4 - Parecer

Aprovado.

5 - Pendéncias: (Enumerar sucintamente as p

Conclus@o de Curso

a serem das pelo C

do Projeto de Pesquisa/Trabalho de

Nio ha.

6 — Parecer Consubstanciado

Aprovado:

7 - Dados dos membros do CEP-UFT

Pendéncias: Sim

Aprovado e encaminhado para

Nao aprovado: 3 CONEP:

Nome C : Leandro Gui Garcia

Telefone(s):
(63) 9291-8898 / 8424-9548 / 8119-
4484

Instituicao:
Universidade Federal do Tocantins

Local:
Palmas/TO

Data: _ | Assinatura: »
27/06/2014 QG : =
A

Assinatura do Coordenador do CEP:

Data da reunido: U
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10.2 PARECER ETICO NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA-UFT

O projeto intitulado “A¢ao anti-oxidante de plantas originarias do
cerrado da cidade de Palmas-TO” processo n° 23101.001539/2017-08,
sob a responsabilidade de Anderson Barbosa Baptista, esta de acordo com
as normas éticas estabelecidas pela lei de Procedimentos para o Uso
Cientifico de Animais, de 8 de outubro de 2008, estando aprovado para a
sua execugao pelo parecerista da Comissado de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal do Tocantins.

Araguaina, 06 de abril de 2017.
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Atenciosamente,
Alberto Yim Junior

Presidente da Comissao de Etica em Pesquisa Animal da UFT
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