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RESUMO

A planta Anacardium microcarpum Ducke conhecida popularmente como cajuizeiro, é
encontrada em populacdes naturais de Vvarios ecossistemas do Nordeste do pais,
principalmente nas areas de Cerrado. Estudos etnofarmacoldgicos encontraram atividade
adstringente, antidiabética, anti-inflamatdria, antirreumatica e antiulcerogénica para 0 género
Anacardium. Entretanto, ha falta de estudos focados no potencial neuroprotetor e antioxidante
desta espécie. Este trabalho tem como objetivo avaliar a acdo neuroprotetora e o potencial
antioxidante in vivo e in vitro do extrato hidroalcodlico e de duas diferentes fracdes: metanol e
acetato de Anacardium microcarpum. Todos os testes foram realizados com moscas adultas
de ambos os sexos de 0-4 dias. Para os testes de toxicidade 25 moscas foram tratadas com
meio padrdo contendo 0, 1 e 10mg/ml de extrato ou fragdes, durante cinco dias. Para 0s testes
de neuroprotecdo, seis grupos de 25 moscas foram tratadas durante 72 horas: com solucédo de
1% de sacarose (controle) ou Paraquat (PQ 5mM) na presenca ou auséncia de extrato ou
fracdes (1 e 10 mg/ml). No final dos tratamentos foi analisado 0 nimero de moscas mortas, as
alteracbes comportamentais, a producdo de hidroperoxidos e a atividade de enzimas
antioxidantes. Foi avaliado também o efeitos antioxidantes in vitro e a quantificacdo de
compostos fendlicos. Os ensaios de toxicidade demonstraram que o tratamento com extrato e
as fracbes ndo afetaram a sobrevivéncia e ndo apresentaram efeito citotdxico. Por outro lado,
0 PQ 5mM induziu um aumento de 85 % na mortalidade e déficit locomotor. Este efeito foi
totalmente revertido pelo co-tratamento com extrato o hidroalcodlico e a fracdo metanol. O
PQ também induziu o dano oxidativo, sendo revertido ao nivel do controle quando co-tratados
com extrato hidroalcodlico e a fracdo metanol. A fracdo de acetato 10mg/ml aumentou a
atividade da GST, SOD e CAT. A fracdo de metanol 10mg/ml estimulou a atividade de CAT.
Enzimas como a CAT e SOD sdo essenciais para o sistema de defesa intracelular,
promovendo a protecdo celular contra moléculas reativas potencialmente induzidas. GST &
uma enzima de fase Il do metabolismo de desintoxicacdo atuando na excrecdo de
xenobidticos. In vitro, a % de scavenging do radicais ABTS foi semelhante entre os extratos.
A fragdo acetato apresentou maior potencial redutor de Fe** e quase trés vezes mais niveis de
compostos fenolicos. Em conclusdo, este estudo demonstrou que o extrato hidroalcodlico e a
fracdo metanol foram antioxidantes mais eficazes in vivo, embora a fracdo acetato tenha

apresentado niveis mais elevados de compostos fendlicos e potencial antioxidante in vitro.



Este estudo reflete a presenca de compostos neuroprotetores, destacando os efeitos biolégicos

do cajuizeiro como um potencial agente terapéutico em doengas neurodegenerativas.

Palavras-chave: antioxidante, doencas neurodegenerativas, estresse oxidativo e compostos

fendlicos.



ABSTRACT

The plant Anacardium microcarpum Ducke popularly known as cajuizeiro is found in natural
populations of various ecosystems of the Northeast of the country, mainly in the Cerrado.
Become Ethnopharmacological studies found astringent activity, antidiabetic, anti-
inflammatory, antirheumatic and antiulcerogenic for the genus Anacardium. However, there is
lack of studies focusing on the neuroprotective and antioxidant potential of this species. This
study aims to evaluate the neuroprotective effect and antioxidant potential in vivo and in vitro
of the hydroalcoholic extract and two different fractions: methanol and acetate of the
Anacardium microcarpum. All tests were performed with adult flies (both sexes and 0-4
days). For the toxicity test 25 flies were treated with standard medium containing 0, 1 and
10mg/ml extract and fractions for 5 days. For the tests of neuroprotection, six groups of 25
flies were treated for 72 hours with a solution of 1% sucrose (control) or Paraquat (PQ 5mM)
in the presence or absence of extract and fractions (1 to 10 mg / ml). At the end of the
treatments was analyzed the number of dead flies, behavioral changes, production of
hydroperoxides and antioxidant enzymes. It was also evaluated the antioxidant effects in vitro
and quantification of phenolic compounds. Toxicity tests have shown that treatment with
extract and fractions did not affect the survival and showed no cytotoxic effect. On the other
hand, PQ 5mM induced a increase of the 85% in mortality and locomotor deficit. This effect
was completely reversed by co-treatment with the hydroalcoholic extract and methanol
fraction. The PQ also induced oxidative damage, being reversed to the control level when co-
treated with hydroalcoholic extract and methanol fraction. The fraction of acetate 10mg/ml
increased the activity of GST, SOD and CAT. The fraction of methanol 10mg/ml stimulated
CAT activity. Enzymes such as CAT and SOD are essential for intracellular defense system
and promote cellular protection against potentially induced reactive molecules. GST is an
enzyme of phase Il detoxification metabolism acting in the excretion of xenobiotics. In vitro,
the % scavenging of ABTS radical was similar between extracts. The acetate fraction showed
higher reducing potential of Fe** and nearly three times the levels of phenolic compounds. In
conclusion, this study demonstrated that the hydroalcoholic extract and methanol fraction
were more effective antioxidants in vivo, although the acetate fraction has shown higher levels

of phenolic compounds and antioxidant potential in vitro. This study reflects the presence of



neuroprotective compounds, especially the biological effects of cajuizeiro as a potential
therapeutic agent for neurodegenerative diseases.

Keywords: antioxidant, neurodegenerative diseases, oxidative stress and phenolic compounds.
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1.INTRODUCAO

Os seres vivos interagem com 0 meio ambiente e tentam manter um ambiente interno
que favoreca a sobrevivéncia, o crescimento e a reproducdo. Devido aos processos
metabolicos o oxigénio retirado da atmosfera é vital para organismos aerdbios, porem ocorre
a formacdo de radicais livres no meio intracelular que ameagam a integridade celular por meio
da oxidacdo de biomoléculas, podendo comprometer processos bioldgicos importantes
(CERQUEIRA et al,2007). Em condi¢des normais o organismo elimina estas moléculas
indesejaveis através de defesas antioxidantes (MONTEIRO, 2007).

O estresse oxidativo (EO) corresponde a um desequilibrio entre a taxa de producao de
agentes oxidantes e sua degradacdo (VICENTINO; MENESES, 2007).0 dano oxidativo tem
influéncia decisiva sobre o envelhecimento humano, ocasionando danos em biomoléculas
como lipideos, proteinas e DNA, que vao se acumulando ao longo dos anos produzindo danos
celulares e teciduais, levando ao envelhecimento do organismo (PANIZ, 2007). O dano
oxidativo que as biomoléculas sofrem esta relacionado com um grande nimero de doengas
cronicas, doencas cardiovasculares, cancer e doencas neurodegenerativas, como doenca de
Alzheimer e doenca de Parkinson (MORAIS et al, 2009).

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum que
afeta mais de 1% da populacéo acima de 60 anos de idade. Clinicamente, é caracterizada por
defeitos do aparelho locomotor, como a rigidez muscular, instabilidade postural, e tremor. A
principal neuropatologia que da origem a estas alteracdes motoras € a perda progressiva e
seletiva dos neurbnios dopaminérgico (DA) da substancia negra, o que causa uma diminuicao
do contetdo de dopamina no cérebro. Sabe-se que provavelmente a doenca é causada por uma
combinacdo de fatores de risco, como o0 processo de envelhecimento, propensdo genética e
exposicdes ambientais a inseticidas e herbicidas. Varios modelos para o estudo da DP tém
sido desenvolvidos a base de toxinas. Dentre estes 0s mais utilizados para o estudo da DP, se
destacam os modelos da 6-OHDA, MPTP, rotenona, paraquat, LPS e reserpina (CAPITELLI,
2007).

Os antioxidantes destacam-se por prevenir a formacdo e a acdo das espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio que se associam ao dano oxidativo (BROINIZI et al, 2008). O

consumo de frutas e outros vegetais, principais fontes de antioxidantes, estdo associadas com



a diminuicdo do risco de doencas. Além de vitaminas, varias outras substancias com atividade
antioxidante podem ser encontradas nos vegetais comumente consumidos na dieta (GIADA,
2006). Muitos vegetais in natura ou processados podem ser fontes de antioxidantes, assim,
procura-se estudar frutas, tubérculos, cascas, sementes, 6leos, entre outros componentes das
plantas, para verificar o seu potencial antioxidante (OLIVEIRA et al, 2009). Nos ultimos
anos, tém-se investigado os efeitos dos antioxidantes em relagdo as enfermidades,
principalmente nos paises desenvolvidos do ocidente (MORAIS et al, 2009), utilizando
sistemas integrando bioensaios in vitro e in vivo para verificar potenciais atividades de
extratos de plantas medicinais usados na medicina tradicional (CARBONARI, 2005). Para
uma avaliagdo correta desta atividade sistemas in vivo devem ser desenvolvidos desde que
representem condicGes quimicas, fisicas e ambientais similares ao sistema em analise
(ALVES,2010).

A centenas de milhares de anos as plantas séo utilizadas com finalidade terapéutica.
Muitas das propriedades terapéuticas atribuidas as plantas ndo foram comprovadas.
Atualmente, muitas pessoas ainda dependem do uso de plantas medicinais. Um quarto de
todas as prescri¢cfes médicas sdo formulacdes a base de substancias derivadas de plantas ou
analogos sintéticos derivados de plantas (FAKIN, 2006). O uso das plantas baseado no
conhecimento tradicional ndo é o suficiente para validar as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros, sendo necessaria a avaliacdo do risco e beneficios do seu
uso por meio de estudos farmacodinamicos e toxicoldgicos. A falta de conhecimento por parte
da populacdo sobre possiveis efeitos secundarios e toxicos de diversas plantas pode levar a
graves consequéncias (CARVALHO, 2011).

Dentre os frutos nativos dos cerrados brasileiros, destaca-se o cajuizeiro (Anacardium
microcarpum Ducke), encontrado em varios ecossistemas do Nordeste do pais e também, no
caso do Piaui, nos tabuleiros costeiros. Estudos etnofarmacoldgicos associados ao género
Anacardium encontraram atividade adstringente, antidiabético, antidiarréico, anti-
hemorragico, anti-inflamatorio, antirreumatico, antitérmico, antiulcerogénico, diurético e
vermifugo, utilizando cascas do caule, casca da castanha, ramos, pedunculos, raiz, folhas,
frutos, semente e dleo (GONCALVES et al, 2005). Entretanto, na literatura ainda sdo poucos
os trabalhos sobre o cajuizeiro, o que reforca a necessidade de gerar informacgdes sobre a
especie (RUFINO et al,2007).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estresse Oxidativo

Uma molécula transforma-se em um radical livre, ganhando ou perdendo um elétron
em uma reacdo quimica (MIORELLI, 2006). Radicais livres sdo moléculas que apresentam
elétron desemparelhado, quando o elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos
de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados ERO (espécies reativas de oxigénio) ou ERN
(espécies reativas de nitrogénio) (BARREIROS et al.,2006). Espécies reativas sao produzidas
por fatores enddgenos (respiracdo aerdbica, algumas fungdes imunes mediadas pelas células)
e exogenos (dieta, medicamentos, fumo, fumaca de exaustdo de automoveis, atividade fisica
exaustiva) que sdo prejudiciais a satde dos mesmos (GIADA, 2006). A reacdo de reducdo do
oxigénio a agua fornece a energia que 0 organismo necessita e permite a complexidade dos
organismos superiores. De todo o oxigénio utilizado na respiracdo celular para a producédo de
energia cerca de 2 a 5% se transforma em ERO (MIORELLI, 2006).

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos em diversos processos
celulares como: producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. Entretanto, quando
em excesso apresentam efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de
membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e
DNA (BARREIROS et al, 2006). A presenca desses compostos no organismo humano
acarreta o0 desenvolvimento de patologias como as neoplasias, aterosclerose, doencas
neurodegenerativas, artrite e diabetes. (AZEVEDO et al, 2011).

ERO sédo encontradas em todos os sistemas bioldgicos e distribuem-se em dois grupos,
os radicalares: hidroxila (HO¢), superdxido (O2e-), peroxila (ROO¢°) e alcoxila (RO¢°); e os
ndo-radicalares: oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as principais
EROs podemos citar o radical hidroxila que é o mais deletério ao organismo, pois devido a
sua meia-vida muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. O radical superéxido
que ocorre em quase todas as células aerobicas e € produzido durante a ativacdo de

neutrofilos, mondcitos e macrofagos causando lesdes em membranas bioldgicas secundarias;
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a peroxila que, é mais reativo que o superoxido, por sua maior facilidade em iniciar a
destruicdo de membranas bioldgicas, sendo associada a doencas degenerativas, como cancer e
doencas cardiacas. O peroxido de hidrogénio ndo € considerado um radical livre, mas é capaz
de atravessar camadas lipidicas sendo altamente tdxico para as células e gerar o radical
hidroxila (BARREIROS et al , 2006 ; FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Dentre 0s
radicais livres envolvidos em atividades benéficas podemos citar o peroxido de hidrogénio
(H20,) e o anion superoxido (O,¢-) que foram identificados como moléculas sinalizadoras,
reguladoras de atividade de fatores de transcri¢do e determinantes de expressdo génica, além
de servirem como segundos mensageiros na transdug@o de sinal para citocinas, fatores de
crescimento, hormdnios e neurotransmissores (MIORELLI, 2006).

Os antioxidantes tem funcdo de estabilizar ou desativar radicais livres antes que estes
ataquem alvos biol6gicos nas células (AZEVEDO et al, 2011). Para proteger o organismo o
sistemas de defesas antioxidantes podem atuar de trés maneiras: prevenindo a formacdo de
ERO, interceptando as espécies reativas, ou seja, neutralizando as ERO geradas e ainda
podem atuar na reparacdo dos danos ocasionados por ERO (MIORELLI, 2006).

A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes é uma essencial para que o organismo tenha um bom funcionamento. Quando
este equilibrio ndo acontece e ele tende para uma maior quantidade de radicais livres dizemos
que 0 organismo esta em estresse oxidativo (EO). Em resumo (Figura 1) o EO pode ter
origem enddgena, como 0 que ocorre em um processo de inflamacdo ou ate mesmo em
situacOes de exercicio fisico extremo, mas pode também ter causas exdgenas como a presenca
de xenobidticos no organismo (FERREIRA e MATSUBARA 2007; VASCONCELOQOS et al.,
2007).

O envelhecimento é um processo complexo que se manifesta no organismo em
diversos niveis: molecular, celular, genético afetando 6rgaos e sistema. Os mecanismos pelo
qual ele ocorre ainda sé&o pouco compreendidos, mas h& indicios de que as ERO participem
como um dos principais determinantes do envelhecimento. O envelhecimento é caracterizado
por uma queda progressivo nas funcBes bioldgicas e com o tempo reduz a resisténcia ao
estresse e aumenta a susceptibilidade a muitas doencas. Um exemplo disso é a incidéncia de
doenga de Parkinson em 1 a 2% da populacdo acima dos 65 anos de idade e de 4% na
populacédo acima dos 85 anos de idade. O estresse oxidativo desencadeia a cascata que conduz
a degeneracdo das células dopaminérgicas na doenca de Parkinson. Entretanto, o estresse

oxidativo esta intimamente ligado a outros componentes do processo degenerativo, como a



disfungdo mitocondrial, excitotoxicidade, toxicidade do 6xido nitrico e inflamagéo (SOARES,

2013).

Figura 1- Fontes de Espécies Reativas e Respostas Celulares Derivadas de uma Defesa

Antioxidante Suficiente ou Insuficiente.
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Antioxidante é um conjunto heterogéneo de substancias formado por vitaminas,
minerais, compostos vegetais e ainda por enzimas que atuam na defesa contra os radicais
livres. As células possuem um sistema enddgeno de defesa dentre as quais se destacam as
enzimas superdxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-tranferase (GST). A
Catalase é uma hemeproteina encontrada no citoplasma que catalisa a reducéo do H,O, a H,O
e O, sendo encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e figado (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). E um dos catalisadores mais ativos produzidos decompondo o
peréxido de hidrogénio a uma taxa extremamente rapida (BAPTISTA, 2009). A SOD
corresponde a uma familia de enzimas, que catalisam a destrui¢do do radical anion superéxido
O;" (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O radical livre superdxido € convertido em
peroxido que pode ser destruido por reacdes mediadas pelas catalase ou pela glutationa
peroxidase. A glutationa S-transferase (GST) esta diretamente associada com desintoxicacao
ou protecdo celular, sendo encontrada na maioria dos tecidos, como figado, intestino, rins,
cérebro e pulmdes (ABREU, 2009).

Devido eficiéncia parcial do sistema antioxidante enddgeno, é necessario o consumo
de antioxidantes exdgenos para combater o excesso de radicais livres (AZEVEDO et al,
2011). Os antioxidantes exdgenos sdo fotoquimicos oriundos de metabolitos secundarios,
encontrados geralmente em frutas, hortalicas e vegetais. Estes, atuam evitando que se inicie
ou se propague as reacOes de oxidacdo em cadeia, as quais levam, ao dano celular (PEREIRA
e CARDOSO, 2012). Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fenodlicos tem recebido atencdo nos ultimos anos, sobretudo por

inibirem a peroxidacéo lipidica e a lipooxigenase in vitro (AZEVEDO et al, 2011).

2.3.Metabolitos Secundarios de Plantas

As plantas produzem uma série de componentes organicos que sdo divididos em
metabolitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios exercem funcgdes essenciais
para a planta como, fotossintese, respiracdo e de armazenamento de energia. Em contra
partida os metabolitos secundarios ndo exercem acdo direta nas fungdes vitais, entretanto
produzem substancias que possuem papel na protecdo contra patdgenos, defesa contra

herbivoria, atracdo de organismos benéficos, protecdo contra estresses abioticos, entre outros
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(BERGAMASCHI, 2010). Existem trés grupos de metabolitos secundarios: alcaloides,
compostos fenolicos e terpenos (BEZERRA, 2008).

Os alcaldides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente ativos e sdo
encontrados predominantemente nas angiospermas. Esses metabdlitos sdo conhecidos pela
presenca de substancias que possuem intenso efeito no sistema nervoso, sendo muitas delas
largamente utilizadas como venenos e alucindgenos. Outras importantes fungdes foram
atribuidas a esses compostos como: antineoplasicos, antidepressivo, utilizagdo no tratamento
do Mal de Alzheimer e depressor cardiaco. Atualmente, muitas pesquisas estdo sendo
realizadas para o isolamento de novos alcal6ides com propriedades terapéuticas (SOARES,
2013).

Os terpenos sdo a classe estruturalmente mais variada de produtos vegetais naturais,
costumam ser substancias volateis sendo, portanto, denominados Oleos essenciais ou
esséncias. Os terpenos mais conhecidos s3o os carotenos e as xantofilas, por serem compostos
antioxidantes e neutralizadores de radicais livres (VIZZOTTO et al, 2010). Além disso, j& sdo
amplamente utilizados pelo homem como inseticidas e em produtos aromaticos (BEZERRA,
2008).

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um grupo fenol e
um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico. Devido a sua caracteristica quimica
desempenham um papel importante na neutralizacdo de radicais livres e na quelagdo de metais
pesados, atuando assim como antioxidante no processo oxidativo (BERGAMASCHI, 2010).
Dentre eles a classe dos flavondides é a mais conhecida por exibir propriedades
farmacoldgicas como antiviral, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e analgésica.

Os flavondides, exercem efeitos benéficos em diversas doengas incluindo céncer,
desordens neurodegenerativas e doencas cardiovasculares. Estudos indcam que a atividade
biologica dos flavonoides € resultante da capacidade de reducdo, doacdo de hidrogénio e
influéncia no estado redox intracelular. A atividade antioxidante parece estar diretamente
relacionada com o nimero de grupamento hidroxila. Por serem intensamente metabolizados
in vivo, ha uma significativa alteracdo no seu potencial redox, sugerindo que os flavondides
também podem atuar na cascata de sinalizacdo de diversas proteinas quinases, o que pode

estar relacionado com os efeitos benéficos destes compostos (SOARES, 2013).



2.4. Anacardium microcarpum Ducke

Anacardiaceae ¢ uma familia formada por 76 géneros e 600 espécies. Os géneros mais
estudados nesta familia sdo Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias,
Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea. Dentre eles, os
géneros Mangifera, Rhus e Anacardium destacam-se pela composicdo quimica de suas
espécies e pelas atividades bioldgicas de seus extratos e metabolitos (CORREIA et al, 2006).

No estudo destas espécies foram encontrados grandes quantidades de lipidios fenolicos
e derivados (CORREIA et al, 2006). Além dos lipidios fendlicos destacam-se outros
constituintes quimicos encontrados em diversas partes do cajuizeiro como os flavonoides
apigenina, kanferol, quercetina, miricetina, agatisflavona, robustoflavona e amentoflavona nas
folhas, nas flores j& foram isolados galato de etila e na casca da castanha o sitosterol. Outros
compostos como é&cido galico, taninos, campesterol, estigmasterol e sitosterol foram
encontrados nas cascas do caule (CHAVES et al, 2010). Nos ultimos anos foi descoberta uma
série de atividades bioldgicas para os acidos anacardicos, entre elas destacam-se atividade
antitumoral, habilidade em inibir as enzimas tirosinase, prostaglandina sintase e
lipooxigenase, atividade antiacne, antibacteriana e antifangica (CORREIA et al, 2006).

Encontrado nos cerrados brasileiros, encontra-se o cajuizeiro (Figura 2) (Anacardium
microcarpum). A planta destaca-se pelo comércio da améndoa e do pedunculo, in natura ou
processados, gerando renda para muitas familias que vivem diretamente nas regides de
ocorréncia da planta (RUFINO et al, 2007).

Figura 2- Cajui, fruto do cajuizeiro (Anacardium microcarpum).

Fonte: Rufino et al, 2007.



O cajuizeiro é uma arvore frondosa que alcanca de 25 a 30m de altura, contendo um
tronco de casca espessa com 50 a 90cm de didmetro (RUFINO' et al,,2007). O fruto
verdadeiro, a castanha, € um aquénio que, em média, nao ultrapassa 3g, dai 0 nome cajui.
Possui um pedunculo cuja coloragdo pode variar de amarelo-clara a vermelho-intensa,
predominando a amarela (BARROS, 2002; RUFINO, 2004). A castanha é utilizada na forma
tradicional e quebrada uma a uma para a obtencdo da améndoa. O pedunculo, da mesma
forma que o do cajueiro cultivado, € utilizado para a fabricacdo de doces, suco, cajuina e
bebidas alcodlicas (RUFINO, 2004). Depois da castanha, um dos principais produtos do
cajueiro é o LCC (liquido da casca da castanha de caju). O LCC ¢ viscoso, de coloragdo
castanho escuro, localizado no mesocarpo da castanha sendo liberado no processamento para
obtencdo da améndoa, constitui uma fonte natural de compostos fendlicos, sendo constituido
por acidos anacardicos, cardois, cardanois e 2-metilcarddis (CHAVES et al, 2010).

O suco de cajui € rico em vitamina C, apresentando teores consideraveis de aglcares,
fendlicos e minerais, destacando-se entre eles célcio, ferro e fosforo. Possui baixo teor de
proteinas, sendo rico também em aminoacidos, contendo 14 tipos diferentes, onde se
destacam com maior abundéncia a alanina, a valina e a leucina, seguidos da serina, acido
glutdmico, proteina e triptofano. Dessa forma, a presenca de vitaminas, sais
minerais,carboidratos e acidos organicos no suco de cajui, o0 torna importante alimento do
ponto de vista médico e dietético (RUFINO® et al, 2007).

2.5.Drosophila melanogaster Meigen (1830)

D. melanosgaster popularmente conhecido como mosca-da-fruta, apresenta tamanho
entre 1 a 2mm, coloracdo acinzentada/amarelada, possui olhos vermelhos e o corpo dividido
em cabega, torax e abddémen. O desenvolvimento deste inseto, inclui a fertilizacdo e a
formagéo do zigoto, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e fase adulta. A Drosophila
atinge a maturidade sexual apds 12 horas atingindo, assim, o estado adulto. A duracdo media
do ciclo de vida da Drosophila depende das condi¢cdes ambientais, mas geralmente o tempo
médio de vida das fémeas é de 26 dias e 0 dos machos 33 dias (ROQUE, 2010).

Embora as moscas da fruta parecam ser diferentes dos seres humanos possuem 0s
processos celulares, bem como muitos genes e vias de sinalizacdo compartilhadas entre os

seres humanos. Além disso, as moscas sdo capazes de executar comportamentos motores
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complexos, como caminhadas, escaladas e voo tornando-se um modelo interessante para
estudos de comportamentos, doencas neurodegenerativas e toxicidade de compostos
(MUNOZ-SORIANO e PARICIO, 2011).

A Drosophila melanogaster € utilizada como modelo bioldgico na pesquisa em
genética, devido ao seu tamanho reduzido, facil dimorfismo sexual, ciclo de vida curto,
elevada fecundidade, facil cultivo em laboratdrio, com poucas exigéncias nutricionais e baixo
custo. Estes organismos também tém sido muito utilizados para testar a toxicidade de
praguicidas, como bioindicador de letalidade e na avaliacdo do efeito toxico-genético.
Drosophilas também tém sido utilizados como modelos experimentais no estudo a respeito da
fisiopatologia da doenca de Parkinson, expondo estes organismos ao herbicida Paraquat (PQ)
induzindo o parkinsonismo que é evidenciado pelos déficits motores observados nas moscas.
Danos locomotores em D. melanogaster afetam a sua geotaxia negatixa, que é 0
comportamento de locomogdo realizado pelas moscas, onde a tendéncia é de se locomoverem
contra a gravidade. Sendo assim, moscas afetadas por certas substancias podem ter sua

geotaxia afetada e a perda de capacidade de vbo contra a gravidade (ROCHA et.al. 2012).

2.5.1. Parkinsionismo induzido por Paraquat

O Paraquat (PQ) ou 1,1’-dimetil-4-4’-bipiridina-dicloreto (Figura 3) é um herbicida
utilizado no controle da erva daninha, encontrado com 0s seguintes nomes comerciais:
Gramaxone®, Gramocil®, Agroquat®, Gramuron®, Paraquat®, Paraquol ®, e também em
misturas com outros principios ativos, como Secamato®. E um sélido incolor e cristalino cuja
formula molecular é C1,H14N,, com peso molecular de 186, 25 kDa. Na forma de sal dicloreto
é representado pela férmula C1,H14N,Cl,, com peso molecular de 257,25 kDa (SANTOS et al,
2012).

Figura 3- Férmula estrutural do herbicida Paraquat
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Fonte: Santos et al, 2012.
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Os mecanismos bioquimicos envolvidos na toxicidade do PQ nédo estdo totalmente
esclarecidos. Entretanto, sabe-se que ele atua no encéfalo de animais causando um aumento na
formacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, entre eles o radical superoxido
(02), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (OH), que séo instaveis e reagem
rapidamente com acidos graxos, provocando lesdo nas membranas, proteinas e DNA
(SCHMITT et al, 2006). Sabe-se que o PQ pode também atuar direta ou indiretamente na
funcdo mitocondrial e consequentemente causar a neurodegeneracdo em neurdnios em
modelos animais e em alguns casos, nos seres humanos (BERRY et al., 2010).

O PQ consegue penetrar a barreira hematoencefélica e acumular-se em diferentes
regides no cérebro, essa exposicOes ao herbicida leva a uma reducdo das células do sistema
nigroestriatal dopaminérgico, o que juntamente com a perda normal destas através do
envelhecimento, pode levar ao aparecimento precoce da doenca de Parkinson (DP)
(PONZONI e GARCIA-CAIRASCO, 1995). A analise post-mortem de cérebros com DP
revelou a constante degeneracdo das células dopaminérgicas e o aparecimento de sintomas
parkinsonianos. Devido a inducdo de dano oxidativo o PQ tem sido usado em modelos
experimentais de DP por induzir o parkinsionismo (RAMOS, 2012). O Parkinsonismo é uma
sindrome complexa que resulta em déficits motores, rigidez, tremores e alteracdes posturais,
juntamente com outros déficits neuroldgicos, que se manifestam como a doenca
progride. Estes sdo geralmente considerados como manifestacfes de toxicidade quando
neurdnios dopaminérgicos sdo afetados (BERRY et al., 2010).

Estudos recentes demonstram que os produtos naturais e os polifendis isolados
possuem atividade antioxidante sendo capazes de bloquear o estresse oxidativo induzido por
substancias em Drosophila (JIMENEZ-DEL RIO et al, 2010; ORTEGA-ARELLANO et al.,
2011).
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3.JUSTIFICATIVA

Estima-se que de todas as espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas foram
submetidas a algum estudo cientifico para avaliar as suas propriedades. Estima-se que 70%
das plantas existentes no planeta ocorrem em apenas 11 paises: Australia, Brasil, China,
Colémbia Equador, India, Indonésia, Madagascar, México, Peru e Republica Democratica do
Congo (NOGUEIRA et al., 2010). A flora brasileira possui uma grande diversidade sendo
uma das mais ricas fontes de novas substancias bioativas. Levando em consideracdo a riqueza
da flora brasileira um exemplo de espécie vegetal pouco estudada é a Anacardium
microcarpum Ducke geralmente encontrada no nordeste do pais. O género Anacardium ja é
conhecido por possuir propriedade terapéuticas, aumentando assim o interesse no estudo de
outras espécies pertencentes a esse género como a planta A. microcarpum que ainda carece de
estudos, buscando assim um possivel agente terapéutico natural para diversas doencas

principalmente neurodegenerativas.
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4.0BJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade e agdo neuroprotetora in vivo através do modelo experimental da
Drosophila melanogaster induzindo parkinsonismo através do inseticida Paraquat e o
potencial antioxidante in vivo e in vitro do extrato hidroalcodlico liofilizado das cascas de

Anacardium microcarpum e de duas diferente fragdes: metanol e acetato.

4.2. Objetivo Especifico

- Avaliar o efeito toxico in vivo do extrato hidroalcodlico liofilizado das cascas de

Anacardium microcarpum e das fragdes metanol e acetato em Drosophilas melanogaster.

- Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico liofilizado das cascas de Anacardium
microcarpum e das fragdes metanol e acetato em Drosophilas melanogaster.

- Avaliar a toxicidade e efeito neuroprotetor in vivo do extrato hidroalcoodlico liofilizado das
cascas de Anacardium microcarpum e das fracbes metanol e acetato em Drosophilas

melanogaster expostas ao herbicida Paraquat.

- Determinar o efeito antioxidante in vivo do extrato hidroalcodlico liofilizado das cascas de
Anacardium microcarpum e das fracbes metanol e acetato em D. melanogaster expostas ao

herbicida Paraquat.

- Avaliar o efeito antioxidante in vitro do extrato hidroalcodlico e das fracBes metanol e

acetato de Anacardium microcarpum.

- Quantificar os compostos fendlicos presentes no extrato hidroalcoodlico e das fracdes

metanol e acetato de Anacardium microcarpum.

- Quantificar os flavonodides presentes no extrato hidroalcoolico e das fragdes metanol e

acetato de Anacardium microcarpum.
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- Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes (Catalase, Glutationa-S-Transferase,
Acetilcolinesterase e Superoxido Dismutase) ap0s a ingestdo do extrato hidroalcodlico
liofilizado das cascas de Anacardium microcarpum e das fracGes metanol e acetato em

Drosophilas melanogaster, expostas ao herbicida Paraquat.
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5. MATERIAS E METODOS

5.1. Reagentes

Tampdao fosfato de sddio- KPI, (&cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfénico),
tampdo de HEPES, dimetilsulfoxido-DMSO, quercetina, 5,50-ditiobis (&cido 2-
nitrobenzoico),  iodeto  de  acetiltiocolina,  1-cloro-2,4-dinitrobenzeno,  20,70-
diclorofluoresceina-diacetato (DCHF-DA), bissulfato de sddio, de cobre (1), sulfato de tetra-
hidrato de tartarato de sddio e potassio, acido tanico, de Folin-Ciocalteu, 2,2 '-azino-bis (sal
de diaménio de &cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico, acetato de sodio, 2,4,6-Tris (2-piridil)-
5-triazina (TPTZ), metilviologénio dicloreto hidrato (paraquat), amiloglucosidase de
Aspergillus niger e imunoglobulina anti-coelho (anticorpo ligado com fosfatase alcalina, A-
3687) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&do Paulo, SP, Brasil). (Kit) foi adquirida da
Labtest (Belo Horizonte, MG, BRA), ferrocianeto de potassio tri-hidratado, acetato de zinco
di-hidratado, ferro (Il) sulfato de amonio, &cido gélico, hexa-cloreto de aluminio, persulfato
de potassio e ferro (I11), foram adquiridos da Vetec quimica Fina LTDA (Rio de Janeiro, RJ,
BRA).Anti-fosfo-p38 (Thr180/Tyr182) e anti-p38-total, anti-fosfo ERK1/2 (Thr202/Tyr204)
e anti-total de-ERK1/2 e anticorpos de b-actina foram adquiridos a partir de tecnologia de
sinalizagdo celular. SDS, acrilamida, cloreto de bis-acrilamida, nitrocelulose Hybond,
ditiotreitol (DTT) foram obtidos de GE Healthcare Divisdo de Vida. Todos os outros

reagentes foram produtos comerciais do mais alto grau de pureza disponivel.

5.2.0btencéo dos Extratos

As cascas do caule de Anacardium microcarpum Ducke foram coletadas em Barreiro
Grande, Crato-Ceara (7° 22 'S, 39° 28' W; 892m do nivel do mar), no Brasil, em novembro de
2011. O material vegetal foi identificado pela Dr®. Maria Arlene Pessoa da Silva do herbario
Caririense Dérdano de Andrade Lima (HCDAL) da Universidade Regional do Cariri

(URCA). As cascas do caule foram lavadas em agua corrente e em seguida foram trituradas e
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colocadas em frascos de vidro contendo o solvente e esta solucdo hidroalcoodlica de extracdo
(99,9% de etanol em agua destilada) na propor¢do de 1:1, de modo que o material ficou
totalmente imerso na solugdo de extracdo, por um periodo de trés dias. Depois de 72h, o
material recebeu duas filtracbes em fibras de algodao e, em seguida foi submetido ao processo
de secagem do solvente etandlico por evaporador rotativo e o restante da dgua pelo processo
de banho de agua durante dois dias. Depois de completada a secagem foi obtido 490g de
extrato bruto ou extrato hidroalcoolico. Destes, em 150g foi adicionado acetato de etila e
metanol obtendo-se 12,5g de fracdo acetato e 105,23g de fracdo metanol. O extrato e as
fragdes foram liofilizados e colocados em frascos e mantidos sob refrigeracéo constante (18°C

+ 2) para a sua utilizag&o.

5.3.Cultura Estoque de Drosophila melanogaster Meigen (1830)

Drosophila melanogaster (linhagem Harwich) foram obtidas a partir da espécie
nacional Stock Center, Bowling Green, OH, EUA. As moscas foram mantidas em fracos de
2,5cmX6,5cm contendo 10ml de meio padrdo para D. melanogaster em BOD com
temperatura e umidade constantes (25°C + 1°C e 60% de umidade relativa). Todos o0s

experimentos foram realizados com moscas adultas entre 0-4 dias de idade de ambos 0s sexos.

5.4. Toxicidade do Extrato

Os testes de toxicidade tem como objetivo avaliar o potencial de uma substancia ou
material em produzir efeitos letais ou tdxicos em sistemas bioldgicos a nivel celular. A
liberacdo de substéancias toxicas pelo material pode lesar as células ou reduzir a taxa de
crescimento celular (CHORILLI et al.,2009).

Para a avaliacdo da toxicidade 25 moscas foram tratadas em meio de cultura padréo
com o extrato hidroalco6lico ou com uma das fracdes acetato e metanol nas concentragdes de

1mg/ml e 10g/ml durante 5 dias. No controle havia somente meio de cultura padrdo. O
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ndmero de moscas mortas foi anotado diariamente, sendo cada experimento realizado em

triplicata.

5.4.1. Potencial Citotoxico pelo Método de MTT

O principio deste método consiste na absor¢do do sal MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]) pelas células, sendo reduzido no interior da
mitocondria a um produto chamado formazana. O MTT (coloracdo amarela) é reduzido a
formazana (precipitado de coloracdo violeta) pela succinato desidrogenase mitocondrial, uma
enzima que esté ativa em células que possuem o metabolismo da cadeia respiratdria intacto.
Assim, a formazana é quantificado espectrofotometricamente e possui correlacdo direta com o
namero de células viaveis. Este produto gerado dentro da célula é extraido através da adicéo
de um solvente (VALADARES et al, 2007; TEIXEIRA, 2012).

Para este teste foram selecionadas seis moscas de cada tratamento e anestesiadas,
separando a cabeca do resto do corpo. Em uma placa de Elisa foram individualmente
dispostas uma mosca por poco (cabeca e tronco separados) e adicionados 200l de solucdo de
MTT em cada poco. A placa foi levada para incubacéo a 37°C por 30 minutos. Ap6s o tempo
de incubacdo cada mosca foi removida e transferida para outra placa de Elisa com 200ul do
solvente DMSO e novamente incubada a 37°C por 30 minutos. Terminada a incubagao foram
removidas e descartadas as moscas. Sendo feita a leitura na leitora de placas multimodo
Enspire ® (Perkin Elmer , EUA) a 540nm e depois 630nm.

5.4.2.Potencial Citotdxico pelo Método Resazurina

Na forma oxidada, a resazurina € um composto de cor azul e ndo apresenta
fluorescéncia, porém ao ser reduzido é convertida em resorufina, um composto cor-de-rosa e
altamente fluorescente. A resazurina, ao ser incorporada pelas células, atua como um
aceitador intermediario de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial, sendo reduzido

intracelularmente por enzimas mitocondriais, como a desidrogenase. A determinacdo da
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reducdo do composto permite assim avaliar a variagdo na atividade metabolica das células
(MARTINS, 2008; CUNHA, 2013).

Foram selecionadas 20 moscas por tratamento, homogeneizadas com tampdo TRIS
(20mM pH 7,0) e centrifugadas a 1000g por 5 minutos (4°C) sendo coletado o sobrenadante.
Na placa de Elisa foram adicionados 180l de tamp&o, 10ul de amostra e 10ul de resazurina.
A placa foi mantida em temperatura ambiente protegida da luz por 24 horas sendo
posteriormente feita a leitura da absorbancia na leitora de placas multimodo Enspire ®
(Perkin Elmer , EUA).

5.5.Efeito Neuroprotetor

A fim de testar o efeito antioxidante e neuroprotetor do extrato, foram feitos dezoito
grupos de tratamento: seis para o extrato hidroalcodlico, seis para a fracdo acetato e seis para
a fracdo metanol. Os seis grupos foram divididos em: um grupo controle alimentadas apenas
com sacarose 1%, um grupo alimentado com solucdo de Paraquat 5mM, dois grupos de
tratamento apenas com o extrato da planta: um contendo 1mg/ml de solucdo de extrato de
planta e outro com 10mg/ml de extrato e também foram feitos dois grupos contendo solugédo
de Paraquat 5mM combinado com o extrato de planta: um contendo Paraquat 5mM e 1mg/ml
de cada fracdo do extrato de planta e outro contendo solucdo de Paraquat 5mM e 10mg/ml do
extrato de planta. Os tratamento foram realizados em tubos de plastico com um papel filtro na
base, para cada grupo foram colocadas 25 moscas entre 0- 4 dias e alimentadas diariamente
com 180ul de solugdo, conforme o grupo. Os tratamentos tiveram duracgdo de 72 horas, sendo
avaliado posteriormente a sobrevivéncia, geotaxia negativa e o estresse oxidativo pelo método
de DCFH-DA.

5.5.1. Avaliagdo da Sobrevivéncia

Foram anotadas diariamente durante os trés dias de tratamento a mortalidade das
moscas expostas as diferente concentracdes do extrato de planta em cada uma das fracoes,

avaliando o seu potencial toxico quando comparado a mortalidade do controle.
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5.5.2. Geotaxia Negativa

A capacidade locomotora foi determinada pelo ensaio de geotaxia negativa tal como
descrito por Coulomn e Birman (2004), com algumas modificacGes. Para 0s ensaios, cinco
moscas por tratamento foram anestesiadas e colocadas em tubos transparentes de 15cm
(comprimento de 15 cm, didmetro de 1,5 cm e contendo uma marcagdo em 8cm.). Depois de
30 minutos de recuperagdo, as moscas foram batidas suavemente para a parte inferior da
coluna. Apos 10 segundos foi contado 0 numero de moscas que atingiram os 8 centimetros de
coluna. Os ensaios foram repetidos trés vezes em intervalos de 1 min. Com os resultados

obtidos foi feita uma média do nimero de moscas no topo e outra das moscas na base.

5.6. Atividade Antioxidante in vivo (DCFH-DA)

O ensaio baseia-se na reducdo do 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina DCFH-DA no
interior das células, produzindo um substrato oxidavel DCFH. O DCFH-DA atravessa a
membrana da célula, onde enzimas citosolicas (esterases) desacetilam o DCFH-DA para
formar o 2',7'-diclorofluoresceina DCFH. Na presenca de espécies reativas de oxigénio o
DCFH é oxidado formando a 2',7'-diclorofluoresceina DCF, que possui fluorescéncia verde,
com emissdo em 510-530nm. Através da fluorescéncia pode-se quantificar as espécies
reativas produzidas pelas células (LUNARDI, 2004).

A oxidacdo de (DCFDA) foi feita seguindo Pérez-Severiano et al. (2004). A emissao de
fluorescéncia de DCF resultante foi monitorizada em intervalos regulares de 20 em 20
minutos até completar 1 hora, a um comprimento de onda de excitacdo de 485nm e um
comprimento de onda de emissdo de 530nm num leitor de placas multimodo Enspire ®
(Perkin Elmer , EUA). A quantidade de DCF formado foi calculada com base numa curva de
calibracdo construida utilizando um padrdo comercial de DCF. Os resultados representam a

média de cinco experiéncias independentes.

19



5.7. Quantificacdo de Proteina

O teor total de proteina da amostra foi estimada como descrito por Bradford (1976)
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo . A absorbancia foi medida a 595nm
com o auxilio de um leitor de placa multimodo Enspire ® (Perkin Elmer , EUA). O teor de

proteinas totais presentes na amostra de extrato é expressa em mg/g .

5.8. Enzimas Antioxidantes

20 moscas por amostra foram homogeneizadas em tampao HEPES (20mM pH 7,0) e
centrifugadas a 1000g por 5 minutos (4°C). O sobrenadante foi isolado, uma aliquota foi
separada para determinacdo da quantidade total de proteina na amostra e o0 restante para
determinacéo da acetilcolinesterase com base em protocolos previamente descritos (FRANCO
et al., 2009; OHKAWA et al., 1979). O sobrenadante foi centrifugado novamente a 20.000g a
4°C por 30 minutos, do sobrenadante resultante uma nova aliquota foi separada para
determinacdo da quantidade total de proteina da amostra e o restante foi utilizado para a
medicdo da catalase (CAT) (AEBI, 1984), glutationa-S-transferase (GST) (HABIG e
JAKOBY, 1981) e superoxido dismutase (SOD) (KOSTYUK e POTAPOVICH, 1989).

5.9. Anélise das Propriedades Antioxidantes in vitro

Todos os ensaios espectrofotométrico da analise das propriedades antioxidantes foram
realizados em placas de 96 pocos usando o leitor de placa multimodo Enspire leitor ® (Perkin
Elmer , EUA), nas concentracGes de 1pg/ml, 10pg/ml, 40pug/ml e 400pg/ml para cada fragéo

do extrato.

5.9.1. Quantificacdo dos Compostos Fenolicos

20



O reagente Folin- Ciocalteau é uma solucdo formada por ions de uma mistura dos
acidos fosfomolibidico e fosfotungstico na qual o molibdénio se encontra no estado de

oxidacdo (cor amarela no complexo Na,M0QO,4.2H,0). Na presenca dos fenolatos ocorre a
formacio de complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1;04)*]. A reacdo baseia-se
na desprotonacdo dos compostos fendlicos em meio basico, geram os anions fenolatos.
Ocorre uma reacdo de oxirredugédo entre o anion fenolato e o reagente de Folin, na qual o
molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre reducdo e muda de coloragcdo amarela
para azul (OLIVEIRA et al, 2009).

Os compostos fendlicos de amostras do extrato foram detectadas pelo método de Folin
- Ciocalteu (SINGLETON et al, 1999) com pequenas modificacdes. Na placa de Elisa em
cada poco foram adicionados 175ul de agua destilada, 4ul de amostra, 35ul de reagente de
Folin- Ciocalteu 1N e apds 3 min., 70ul de solucdo de Na,CO3 a 15% foram adicionados a
mistura. A reacdo foi mantida no escuro durante 2h e posteriormente a absorbancia foi lida a
760nm. O é&cido galico foi utilizado como padrdo (50-500pug/mL). Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de &cido galico (GAES).

5.9.2. Quantificacdo de Flavondides

O método espectrofotométrico utilizado para a determinacdo do conteudo de
flavonoides utiliza o cloreto de aluminio. O cation aluminio forma complexos estaveis com 0s
flavonoides em metanol, podendo assim determinar a quantidade de flavonoides, sem que
haja interferéncia das outras substancias fendlicas. Nestas condi¢des o complexo Flavonoide-
Aluminio, absorve comprimentos de ondas maiores do que o flavondides sem a presenca do
complexante (SOARES, 2006).

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método adaptado por Arvouet-Grand
et al. (1994). Em cada poco da placa de Elisa para quantificacdo dos flavonoides na amostra
150p! aluminio (AICI3) foram misturada com o mesmo volume de uma solugdo de cada
amostra. A amostra branco consistiu de 150ul de amostra com 150ul de agua destilada, sem
AICI; e depois de 10 min. a absorbancia foi lida a 41nm. A quercetina foi utilizado como
padrdo (5-100pg/ml). Os resultados foram expressos em mg de quercetina (QE) por 100g de

amostra.
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5.9.3. Atividade Antioxidante pelo Método ABTS

Uma das metodologias mais utilizadas para medir a atividade antioxidante é através da
captura do radical ABTS- 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), que pode ser
gerado através de uma reagdo quimica, eletroquimica ou enzimatica (RUFINO? et. al, 2007).
A adicdo de persulfato de potéssio resulta na formagdo do radical ABTS, que apresenta cor
esverdeada, a medida que o antioxidantes é misturado ocorre a reducdo do ABTS™ em
ABTS, resultando na coloracdo azul-clara. O ABTS possui excelente estabilidade, boa
solubilidade e uma das principais vantagens € a sua simplicidade, o que permite que seja
aplicado em analises rotineiras de laboratérios (TIVERON, 2010).

A atividade antioxidante do extrato na reacdo com ABTS foi determinada de acordo
com o método de BaltruSaityté et al. (2007) com algumas modifica¢des. O radical ABTS foi
gerado por oxidacdo de solugbes preparadas com 1ml de 2,2-azino-bis(acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) 7mM e 17,5ul de solugdo estoque de sal de diaménio com
persulfato de potassio (K»S;0g) 140mM. A mistura foi deixada em repouso no escuro a
temperatura ambiente durante 12-16 horas antes da utilizacdo. Para a avaliacdo da capacidade
antioxidante, a solu¢do ABTS foi diluida em agua destilada. Em cada poco da placa de Elisa
200ul de solucdo ABTS foram misturados com 2l de amostra e 48l de agua destilada numa
microplaca e a diminuicdo na absorbancia foi medida apds 10 min. A atividade de eliminacéo
de radicais (RSA) foi calculada pela formula % RSA = [(AB - AA)/AB] x 100, onde RSA =
ABTS ¢ + eliminadora; AB = absor¢do da amostra de controlo (apenas ABTSe+); AA =

absorcéo de uma amostra de extrato ou fracdo testada.

5.9.4. Capacidade Antioxidante pelo Método de Redugé&o do Ferro (FRAP)

O método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) esta baseado na capacidade
de fendis em reduzir o Fe** em Fe?*, sendo uma alternativa para determinar a reducéo do ferro
em fluidos bioldgicos e solugdes aquosas de compostos puros. O método pode ser aplicado
para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas (RUFINO et al,

2006). A reacdo ocorre com a formagdo do complexo TPTZ (2,4,6-Tris(2-pirimidil)-s-
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triazina) com o Fe (I11). Na presenca de um antioxidante o ferro é reduzido dando origem ao
[Fe(11)(TPTZ),]* de cor azul escura, emitindo absorbancia em 593nm (TIVERON, 2010).

A capacidade de reducdo de amostras de extrato foi realizada pelo método original de
Benzie e Strain (1996) , com algumas modificacfes. Na placa de Elisa foram adicionados 9ul
de amostra, 270ul de reagente FRAP preparada na hora e 27l de dgua destilada. O reagente
FRAP foi preparado por mistura de 2,5 ml de tampdo de acetato 0,3M e pH 3,6 , com 250ul
de uma solucdo de (2-piridil)- s- triazina (TPTZ) e 250ul de FeCl3;.6H,0 2,4,6 - Tris 10mM.
A mistura foi agitada e incubada durante 30 minutos em banho-maria a 37° e as leituras de
absorbéancia foram feitas a 595nm. Amonio de ferro (1) hexa-hidrato de sulfato foi usada para
calcular a curva padrdo (500-5000uM). A capacidade redutora do extrato foi expressa em uM
de Fe (II).

5.10. Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando one-way ANOVA, seguido pelo teste post

hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas a p <0,05.
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6.RESULTADOS

6.1. Avaliacdo da Toxicidade do Extrato Hidroalcoolico e das Fracgdes, Metanol e
Acetato, de Anacardium microcarpum sobre a Sobrevivéncia e Viabilidade Celular.

A Figura 4 mostra 0 nimero de moscas mortas ao final do quinto dia de tratamento
com o extrato hidroalcodlico e as fracBGes acetato e metanol, demonstrando que a planta néo
afetou a sobrevivéncia das moscas em até cinco dias de tratamento em nenhuma das
concentracdes testadas, indicando que ndo houve toxicidade. A fracdo de metanol nas duas
concentracdes testadas foi a que menos causou mortalidade, porém estatisticamente néo foi
encontrada diferenca significativa.

Figura 4- Avaliacdo da Sobrevivéncia das moscas tratadas com o Extrato Hidroalcodlico e as
FragOes Acetato e Metanol de A.microcarpum (n=3).
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A avaliacdo da viabilidade celular pelo teste de MTT (Figura 5) e pelo método de
resazurina (Figura 6) ndo apontaram atividade citotoxica do extrato hidroalcodlico e das
fracbes metanol e acetato. Entretanto, os resultados obtidos pelos dois métodos foram
diferentes. Pelo ensaio de MTT houve um aumento significativo na viabilidade celular na
fracdo metanol 10mg/ml. Pelo método de resazurina em todas as fragbes e no extrato
hidroalco6lico pode-se observar um aumento na viabilidade celular em relagdo ao controle.
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Figura 5- Atividade Citotoxica do Extrato Hidroalcoolico e das Fracdes Acetato e Metanol
de A.microcarpum realizados pelo método de MTT. ***p<0.05 (n=5)
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Figura 6- Atividade Citotoxica do Extrato Hidroalcoolico e das FracGes Acetato e Metanol de
A.microcarpum realizados pelo método de Rezasurina.*** p<0.05, ** p<0,0042 (n=4)
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6.2. Avaliacdo do Potencial Neuroprotetor do Extrato Hidroalcoolico e das Fracdes,
Metanol e Acetato, de Anacardium microcarpum contra a Neurotoxicidade Induzida pelo
Herbicida Paraquat.

Na figura 7 s8o mostrados os dados da mortalidade das moscas submetidas ao
tratamento com extrato hidroalcoolico e das fracbes metanol e acetato na presenca ou
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auséncia de Paraquat 5mM (PQ). PQ causou cerca de 85% das mortes nas moscas, sendo tal
efeito revertido parcialmente revertido pelo co-tratamento com o extrato hidroalcodlico e
pelo co-tratamento com a fracdo metanol ambos na concentracdo de 1mg/ml. O co-
tratamento com a fracdo de metanol 10mg/ml reduziu em 92% e o co-tratamento com o
extrato hidroalcoodlico 10mg/ml reduziu 90% a mortalidade causada pelo PQ, apresentando
reversdo total contra o dano induzido pelo herbicida. O co-tratamento com a fracdo de
acetato na concentracdo de 1mg/ml reduziu em 29% a mortalidade, ndo sendo tao eficiente
no co-tratamento na concentracao de 10m/ml. Na figura 8 podemos observar o efeito causado
pelo herbicida na atividade locomotora, onde o Paraquat 5mM causou déficit locomotor na
geotaxia das moscas, fazendo com que a maioria delas permanecesse na base, sendo
revertido pelo co-tratamento dos extratos com maior eficiéncia na maior concentracdo do
extrato hidroalcoolico 10mg/ml e na fracdo metanol 10mg/ml.

Figura 7- Efeito Neuroprotetor do Extrato Hidroalcoolico e das Fracdes Acetato e Metanol de
A.microcarpum sob a sobrevivéncia das moscas. *** p<0.05 ** p<0,004 # p< 0.05 em relagéo
ao PQ. (n=3)
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Figura 8- Efeito Neuroprotetor do Extrato Hidroalcoolico e das Fra¢fes Acetato e Metanol de
A.microcarpum sob a atividade locomotora das moscas. *** p<0.05 *p<0,03 (n=3)
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6.3. Atividade Antioxidante in vivo

A figura 9 mostra os dados obtidos pelo teste de DCFH-DA, onde o Paraquat 5mM
induziu a formacdo de ROS como o esperado. O co-tratamento com o extrato e as fracOes
demonstraram efeito antioxidante frente formacdo de espécies reativas induzida pelo
Paraquat j& na concentracdo de 1mg/ml na fracdo acetato, porém o efeito foi maior na
concentracdo de 10mg/ml do extrato hidroalcodlico e da fragdo metanol. Houve uma
reducdo de 75% na geracdo de ERO no grupo co-tratado com o extrato hidroalcodlico na
concentracdo 10mg/ml e uma reducgéo de 70% no grupo co-tratado com a fragcdo metanol na
concentra¢do 10mg/ml. O tratamento apenas com a planta A. microcarpum também reduziu a
quantidade de espécies reativas em relacdo ao controle, demonstrando o efeito antioxidante

da planta.

Figura 9- Efeito Antioxidante in vivo do Extrato Hidroalcoolico e das Fragdes Acetato e
Metanol de A.microcarpum sob a geracdo de espécies reativas. *** p<0.05 *p<0,027 **
p<0,0042 (n=4)
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6.4.Enzimas antioxidantes

A atividade enzimatica da Acetilcolinestarese (AchE), Catalase (CAT), Glutationa-S-
Transferase (GST) e Superdxido Dismutase (SOD) sdao mostradas na figura 10. Houve um
aumento significativo na atividade enzimética da GST, SOD e CAT na fracdo acetato

10mg/ml e um aumento na CAT na fracdo metanol 10mg/ml.

Figura 10- Efeito do Extrato Hidroalcodlico e das Fragdes Acetato e Metanol de
A.microcarpum sob a atividade enzimatica da Acetilcolinesterase (AchE), Catalase (CAT)
Glutationa-S-Transferase (GST) e Superoxido Dismutase (SOD). *** p<0.05*p<0,025 (n=3)
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6.5.Atividade Antioxidante in vitro

A Tabela 1 demonstra as propriedades antioxidantes in vitro dos extratos de
Anacardium microcarpum. A atividade antioxidante pelo método ABTS-+ e pelo método de
reducdo do ferro (FRAP) variam de acordo com os compostos testados. Os valores de % de
scavenging obtidos pelo ABTS, foram maiores no extrato acetato apresentando uma média de
68,71+0,4, seguido do extrato metanol com uma meédia de 68,01+0,4 e do extrato
hidroalcodlico com uma média de 66,95+0,9, entretanto ndo houve grande variacéo entre eles.
Pelo método de FRAP as médias foram de 4,8+0 no extrato acetato, 3,24+0,04 no extrato
hidroalcodlico e de 2,9+0,04 no extrato metanol, os valores sdo expressos em UM Fe [I1]/mg
de extrato.

O teor de compostos fendlicos totais (mg de GAE/g de extrato) foi maior no extrato

acetato apresentando uma média de 351+7,4, seguido do extrato metanol com uma média de
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133,7+2,3 e do extrato hidroalcodlico com uma média de 113+1,4 (Tabela 1). O teor de
flavonoides ( mg de QE/g de extrato) ndo foi detectado pelo método utilizado. Este resultado
sugere que ha distingdes na composicdo quimica dos extratos de acordo com a fracdo

utilizada.

Tabela 1- Concentracdo de compostos fenolicos e atividade antioxidante pelos métodos de
ABTS -+ e FRAP do Extrato Hidroalcodlico e das Fracfes Acetato e Metanol. (n=3)

Compostos ABTS-+ FRAP
fenolicos (% scavenging) (UM Fe [11]/100g
(mg de GAE/100g de extrato.
de extrato)
Extrato 113+1,4 66,95+0,9 3,24+0,04
Hidroalcodlico
Fracao Acetato 351+7,4 68,71+0,4 4,8+0
Fracdo Metanol 133,7+2,3 68,01+0,4 2,910,04
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7.DISCUSSAO

Em nossos estudos o extrato hidroalcodlico e as fracfes acetato e metanol, ndo foram
toxicos para D. melanogaster e também ndo apresentaram citotoxicidade para as células,
aparentando até mesmo aumentar a viabilidade celular. Os ensaios de citotoxicidade
determinam a resposta biologica de células através da avaliacdo de dano celular através da
medicdo do crescimento celular, morte das células e de aspectos especificos do metabolismo
celular. Portanto, a avaliacdo citotoxica permite determinar a seguranca de substancias a
serem utilizadas na terapéutica. (CEFALLI, 2009).. Nos dois métodos utilizados, 0 extrato e as
fracOes demonstraram ser seguros para utilizagdo, porem o método de resazurina demonstrou
ser mais minucioso na detec¢do da fluorescéncia. Estudos comparando os dois métodos de
analise, concluiram que a resazurina € mais sensivel como indicador redox e requer menos
reducdo quando comparado com o MTT. A resazurina ndo € toxica para as células e ndo é
necessaria a morte celular para se obter resultados como acontece no método com MTT,
mesmo apds um longo periodo de incubacdo (CAVALEIRO, 2008). Este fator pode explicar
as diferencas encontradas nos resultados dos dois métodos, portando 0 método de resazurina
mostrou-se melhor como indicador de citotoxicidade.

Os testes de neuroprotecdo utilizando o Paraquat, € uma ferramenta promissora para
estudar os mecanismos de morte celular neuronal in vivo, além de induzir a neurotoxicidade
no sistema nigro-estriatal produzindo potentes mudangas comportamentais e locomotoras
(CORASANITI et al, 1998), demonstraram que o extrato e as fracbes protegeram contra o
dano neuroldgico e contra os déficits locomotores causados pelo herbicida. O mecanismo
responsavel pelos efeitos neurotoxicos in vivo do Paraquat estdo associados a producdo de
radicais livres que desempenham um papel crucial na neurotoxicidade induzida pelo
herbicida (CORASANITI et al, 1998), portando sugere-se que o Anacardium microparpum
funciona como um possivel antioxidante na prevencdo do dano neuroldgico e locomotores.

Os niveis de estresse oxidativo podem ser estudados através da utilizacdo de
compostos indutores da formacgédo de ROS, como o Paraquat, e posteriormente quantificados
pelo corante fluorescente (DCFH-DA) que é diacetilado por esterases a DCFH. O DCFH, por
sua vez na presenca de ROS, é oxidado a DCF emitindo a fluorescéncia (ANDRADE, 2011).
Estudos realizados com celulas de carcinoma, concluiram que o tratamento com PQ
aumentou a intensidade do DCFH-DA, indicando elevada producdo de ROS (KIM et al.,
2011). A atividade antioxidante da espécie Anacardium microcapum também pode ser
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comprovada in vivo. No nosso estudo o PQ realmente atuou indutor de estresse oxidativo,
como demonstrado pelo teste de DCFH-DA, sendo que o extrato de cajuizeiro e as fragdes
atuaram frente aos danos oxidativos induzidos por esse agente oxidante. Sugere-se que 0S
compostos presentes no extrato poderiam estar inibindo as espécies reativas de oxigénio,
reforcando algumas defesas antioxidantes celulares evitando os danos locomotores e
neurotdxicos causados pelo Paraquat.

Pelo fato do extrato e das frac6es terem propiciado um significante efeito antioxidante,
foi avaliado também seu efeito sobre a atividade das enzimas SOD, CAT, GSH e AChE.
Enzimas como CAT e SOD sdo essenciais para o sistema de defesa intracelular, por atuarem
na remogdo do superdxido e o H,O, Uma diminuicdo dessas enzimas leva ao acumulo de
espécies reativas e ao dano celular. Para se proteger do estresse oxidativo 0 organismo
desenvolveu um sistema antioxidante dependente de glutationa (GSH), que age diretamente
nas moléculas reativas evitando danos no sistema biolégico e o comprometimento da
viabilidade celular (OLIVEIRA E SILVA, 2012). Em nosso estudo as enzimas tiveram sua
atividade enzimética aumentada pela acdo do extrato, aumentando assim a protecao
antioxidante das células. Estudos realizados com camundongos que tiveram a sua dieta
suplementada com acido anacérdico também demonstram aumento nos niveis enzimaticos das
enzimas GST e CAT ( CARVALHO, 2011).

Foi encontrado para a espécie Anacardium microcapum atividade antioxidante in vitro
tanto pelo método de ABTS, quanto pelo método de reducdo de ferro. Trabalhos realizados
com extratos hidroaceténico e hidrometandlico provenientes de residuos de caju (bagaco do
pedinculo) de Anacardium occidentale L. também demonstraram forte capacidade de
sequestro do ABTS+= (ANDRADE, 2013). Estudos utilizando a mesma metodologia de
FRAP foram encontrados valores semelhantes para a espécie Anacardium occidentale: 3.3 £
0.1 para a variedade vermelha, 4.6 £ 0.3 para a variedade amarela (ALl e CROZIER, 2007),
1,811 £ 0,089 para o extrato aquoso liofilizado (FAZALI et al., 2011). Assim, o estudo sugere
que o extrato e as fragdes foram capazes de doar elétrons para o radical ABTS e também para
a reducao do ferro, sugerindo que eles podem ser capazes de doar elétrons aos radicais livres
em sistemas bioldgicos reais.

A maioria dos antioxidantes isolados de plantas superiores sdo compostos fendlicos e
flavonoides. Assim, o conteddo de compostos fenolicos e de flavonoides pode contribuir
diretamente para a atividade antioxidante dos extratos (SOARES, 2013). Segundo Rufino et
al. (2010) o teor de polifendis pode ser classificado em trés categorias: baixo (< 1 mg EAG/qg),

médio (1 — 5 mg EAG/g) e alto (> 5 mg EAG/g) para amostras baseadas em material vegetal
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fresco (MF) e baixo (< 10 mg EAG/g), médio (10 — 50 mg EAG/g) e alto (> 50 mg EAG/qg),
baseadas em material vegetal seco (MS). Seguindo esta classificacdo dada em mg EAG/g, o
extrato hidroalcoolico e as fragdes metanol e acetato de Anacardium microcarpum apresentam
altos teores de compostos fenolicos. Quanto a quantidade de compostos fenolicos, estudos
realizados com Anacardium occidentale encontraram valores semelhantes 201,61 + 19,15
para o extrato aquoso 165,07 + 4,10 para o extrato hidroalcodlico (VIEIRA et al., 2010).

Em nossos estudos encontraram-se diferencas na composi¢cdo de acordo com o
solvente utilizado em casa fracdo. Comparando com outros estudos em espécies vegetais que
utilizaram diferentes fragdes, o contetdo fendlico também variou de acordo com o solvente.
Bertoldi (2006) realizou estudos com Schinus terebinthifolius raddi extraidos com diferente
solventes, concluindo que haviam diferencas entre eles, encontrando maiores quantidades de
fenois nos extratos extraidos com agua e acetona do que em etanol e metanol. Vizzotto e
Pereira (2011) testou os solventes &gua ultrapura, metanol, etanol, acetona e hexano para
extracdo de Blackberry (Rubus sp.) concluindo que a acetona foi o solvente mais eficiente em
extracdo, seguido de metanol e etanol. Pode-se observar uma relacdo entre o solvente
utilizado na composicdo do extrato e das fracdes com a quantidade de fendis,
consequentemente influenciando também na atividade antioxidante in vitro. Sugerindo que ha
uma relacdo entre a quantidade de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante.

Diferente dos resultados obtidos in vitro onde o fragdo acetato apresentava maior
potencial antioxidante, os resultados in vivo sugerem que a fracdo metanol e o extrato
hidroalcodlico possuem maiores efeitos antioxidantes. Resultados semelhantes foram
encontrados por Cinta e Mancini-Filho (2001) quando comparado o efeito antioxidante in
vivo e in vitro de especiarias. Os testes in vitro comprovam a presenca de substancias
antioxidantes, porém muitos desses métodos ndo demonstram correlagdo com a habilidade
dos compostos em inibir o estresse oxidativo in vivo. Isto se deve ao fato de que a atividade
antioxidante depende também da interacdo com outros componentes e condi¢cGes ambientais
(ALVES,2010). Embora os estudos in vitro revelem a efetividade de compostos como
antioxidantes e indiqguem 0s mecanismo responsaveis por essa acdo, estudo in vivo revelam a
efetividade do sistema biologico.

O Brasil é conhecido pela sua diversidade com grande potencial para o
desenvolvimento de novos fitoterapicos derivados da flora nativa. O cajui (Anacardium
microcarpum- Duke) apresenta uma serie de propriedades bioldgicas e constituintes, como 0s
compostos fendlicos, capazes de atuar no sistema biol6gico como antioxidantes. Além de

antioxidante, o A. microcarpum mostrou ter atividade neuroprotetora sendo Util no tratamento
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de doencas neurodegenerativas como a Doengas de Parkinson. Desta forma, nosso estudo
contribui para o melhor conhecimento biolégico de potencias substancias terapéuticas

encontradas abundantemente na flora brasileira.
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8.CONCLUSAO

» Este estudo demonstra de forma inédita a baixa toxicidade in vivo do extrato e das
fracdo acetato e metanol do cajuizeiro, aléem de ndo apresentar efeito citotoxico para as

células nas duas metodologias utilizadas.

» A espécie Anacardium microcarpum mostrou seu potencial neuroprotetor em um
classico modelo de parkinsonismo em D. melanogaster mostrando proteger contra o

dano oxidativo e locomotor causado pelo herbicida.

» A atividade antioxidante in vitro foi demonstrada através do método reducéo de ferro e
pelo método de radical ABTS, mostrando também que ha diferencas no potencial

antioxidante de acordo com o solvente da fracao e do extrato.

» A quantidade dos compostos fendlicos variou de acordo com a composi¢do do
solvente da fracdo e de acordo com o extrato, tendo relagdo direta com o potencial

antioxidante.

» A atividade antioxidante in vitro foi demonstrada, variando de acordo com de acordo
com o solvente da fragdo e do extrato. Entretanto, foram encontrados resultados
divergentes do que os encontrados in vivo, sugerindo que além da composicdo da

planta, outros fatores bioldgicos estdo envolvidos na atividade antioxidante.

» As enzimas antioxidantes SOD, CAT, GST e AchE tiveram um aumento na sua
atividade enzimatica com a suplementacdo do extrato e das fragbes aumentando a

protecdo antioxidante do organismo.

» A acdo antioxidante in vivo e in vitro da planta ressalta o potencial bioldgico do
cajuizeiro como um potencial agente terapéutico em modelos de doencas

neurodegenerativas, aliado a sua baixa toxicidade.
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