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RESUMO

A goma de cajueiro € um heteropolissacarideo complexo, exsudado especialmente
dos troncos da Anacardium occidentale L., possuindo aplicacbes em diversas areas,
tais como alimenticia e farmacéutica. Tem mostrado propriedades que a qualificam
como uso alternativo a goma arabica, com ampla possibilidade de emprego pela
industria de alimentos, medicamentos e cosmeéticos. Varios estudos tém
demonstrado as atividades farmacoldgicas e o potencial tecnolégico da goma de
cajueiro, porém o perfil de seguranca deste produto ainda ndo esta bem
estabelecido. Nesse contexto, estudos ndo clinicos de toxicidade aguda s&o
importantes para avaliar, primariamente, a seguranga de produtos com potencial uso
pela sociedade. O objetivo do presente estudo foi iniciar uma avaliagéo in vivo e in
vitro da toxicidade nao clinica da goma de cajueiro. A goma de cajueiro foi cedida
pela EMBRAPA, coletada de plantas expostas ou ndo ao tratamento com Ethrel®
[acido 2cloroetilfosfénico], aditivo utilizado como estimulante quimico para aumentar
a producao de goma pela planta. A avaliagdo da toxicidade em ratas Wistar, tratadas
por via oral (dose unica) por gavagem, foi distribuida em trés grupos experimentais:
Controle (agua 10 ml/kg); Goma sem Ethrel® (2g/kg); Goma com Ethrel® (2g/kg). Os
animais foram observados durante um periodo de 14 dias, sendo o dia O (zero)
correspondente ao dia anterior ao experimento e o dia 15 corresponde ao ultimo dia
de experimento quando os animais foram eutanasiados. Os animais foram avaliados
quanto as alteragées comportamentais (teste hipocratico, Malone, 1962), parametros
bioquimicos e hematolégicos antes e ao final do ensaio, bem como foram realizadas
andlises macro e microscopica do pulmao, figado e rins. A avaliacdo da
citotoxicidade foi realizada em neutrdéfilos humanos isolados e submetidos aos testes
do MTT e do LDH, que avaliam possiveis efeitos nocivos ao metabolismo celular e a
membrana plasmatica. Apds analise estatistica, os pesos dos 6rgaos dos animais
dos grupos goma sem Ethrel® e goma com Ethrel® n&o apresentaram diferenca
significativa quando comparados ao grupo tratado com agua. O grupo goma sem
Ethrel® apresentou diferenga significativa quando comparado ao dia 0 nos valores
de ALT e creatinina. O grupo goma com Ethrel® apresentou diferenca significativa
quando comparado ao dia 0 nos valores de ALT, ureia, hemoglobina, numeros de
plaquetas e na contagem diferencial de neutréfilos. Quanto a avaliagéao

comportamental, nenhum dos grupos dos animais apresentou qualquer alteragao



para os parametros avaliados. Os 6rgédos analisados n&o mostraram alteragdes
significativas em relagdo ao grupo controle. Nos testes de citotoxicidade, a goma
nao apresentou nenhuma alteragdo célula para as dosagens realizadas,
corroborando com os resultados in vivo. A goma de cajueiro se mostrou segura,
mesmo quando tratada com estimulante quimico, na fase aguda do estudo. As
alteragdes encontradas ndo puderam ser relacionadas a um efeito nocivo da goma

de cajueiro.

Palavras-chave: Anacardium occidentale. Toxicidade aguda. Citotoxicidade. Goma

de cajueiro. Estudos nao clinicos.



ABSTRACT

Popularly known as cashew tree, Anacardium Occidentale is a Brazilian tree which is
typical of tropical climate. Cashew's gum is a complex heteropolysaccharides
especially extracted from the trunk of Anacardium Occidentale, being applied to
several fields such as in Food and Pharmacy areas. It has shown properties which
qualify it as an alternative use to Arabic gum, what indicates a potentially efficient
possibility to be employed by pharmaceutical, food and cosmetic industries. The
present study is relevant as there are several studies which indicate Cashew’s gum
pharmacological activities and its pharmaceutical technology, however its safety
profile is still unknown. In this sense, non-clinical acute toxicity studies are important
in assessing the safety of products used by society. The pursued objective in this
work was to start out an in vivo and in vitro evaluation of the non-clinical toxicity of
cashew gum. The cashew gum was supplied by EMBRAPA and collected from plants
exposed to treatment with Ethrel® (2-chloroethylphosphonic acid) (additive). In what
regards to the evaluation of toxicity in vitro of cashew gum treated with Ethrel®, it
was performed on isolated human neutrophils and subjected to both MTT and LDH
tests. Whereas, the in vivo toxicity evaluation was made in Wistar rats, orally treated
(single dose), and it was distributed in three experimental groups: Control (water 10
ml/kg), Gum without Ethrel® ( 2 g / kg); Gum with Ethrel® (2g / kg). The animals were
observed for a period of 14 days, day O (zero) corresponds to the day before the
experiment and day 15 corresponds to the last day of experiment, when the animals
were euthanized. The animals were also evaluated for behavioral changes
(Hippocratic test, Malone, 1962), biochemical and hematological parameters before
and at the end of tests, as well as macro and microscopic analysis of the lungs, livers
and kidneys were done. After statistical analysis, the weights of the organs of the
gum groups without Ethrel® and gum with Ethrel® did not show any significant
differences when compared to the vehicle. The Ethrel®-free gum group presented a
significant difference when compared to day O in the ALT and creatinine values.
While the Ethrel® gum group presented a significant difference when compared to
day 0 in the values of ALT, urea, hemoglobin, platelet numbers and in the neutrophil
differential count. Regarding the behavioral evaluation, none of the groups presented
any alteration for the evaluated parameters. The organs analyzed did not show
significant changes in relation to the control group. In the cytotoxicity tests, the gum
did not reveal any significant cell alteration at the dosages performed, what
corroborates with the results in vivo. Cashew gum was safe in the acute phase of the
study. The alterations found were neither significant nor could be related to cashew
gum.

Key words: Anacardium occidentale. Acute toxicity. Cashew gum. Nonclinical
studies.
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1 INTRODUGAO

A utilizagcdo de plantas pela populacdo € uma pratica comum desde os
primoérdios da humanidade. As plantas servem como fonte direta de produtos de
interesse para a sociedade; matéria-prima de partida para produgdo de produtos
derivados; moléculas bioativas e protétipos para a sintese de farmacos. Antes da
utilizacdo de qualquer substancia, seja ela de origem natural ou nao, é necessario
conhecer sobre a seguranga de sua utilizagao. Existem testes de toxicidade que sao
realizados com novas substancias ou novos produtos para se certificar da sua
segurancga (LAVANDEIRA, 2014).

Testes para avaliagao da toxicidade aguda sao aqueles em que a exposigao a
substancia em questao é unica e pontual. Estudos toxicolégicos in vitro estdo sendo
priorizados na atualidade por reduzirem a quantidade de animais utilizados em
estudos in vivo, obter respostas rapidas e colaborar com o principio dos “3erres”
(redugao, refinamento e substituicdo) (BEDNARCZUK et al., 2010). Contudo,
estudos toxicolégicos in vivo sdo ainda bastante necessarios e utilizados por
fornecerem informagdes importantes acerca da seguranga de novas substancias. Os
guias metodoldgicos para estudos de toxicidade internacionais e nacionais como o
guia n°402, que trata sobre toxicidade dérmica aguda da Organizacdo para
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD) e o Guia para a Conducgao de
Estudos Pré-clinicos de Toxicologia e Seguranga Farmacolégicos Necessarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2013) ainda indicam testes em animais para avaliar a seguranca de
substancias quimicas.

Devido a rica biodiversidade da flora brasileira, muitas pesquisas sao
realizadas para se obter novas substancias originarias das plantas nativas
brasileiras. A 1032 reunido ordinaria do plenario do Conselho Nacional de Saude ja
advertia, em 2001, sobre a urgente necessidade do Brasil se desenvolver no ambito
de pesquisa e da tecnologia para a exploragdo dos recursos naturais nativos,
constituindo um mercado de grande relevancia (GARCIA e LIMA, 2004).

O cajueiro (Anacardium occidentale, L.) € uma planta xerdfila, de grande
porte, rustica e tipica de clima tropical, originaria do litoral nordestino do Brasil (LIMA
et al, 2004 apud PARENTE et al., 1991).

O cajueiro € uma planta importante para a economia do Nordeste por fornecer
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varios produtos, desde o suco obtido do caju (pedunculo), como a castanha
(améndoa) até as substéncias presentes na planta como lipideos fendlicos,
flavonoides, apigenina, kanferol, quercetina, quercetina-3-O-glicopiranosila,
quercetina-3-O-ranminopiranosila, miricetina, agatisflavona, robustoflavona taninos,
myoinositol, campesterol, estigmasterol, dentre outros que demonstram a riqueza de
compostos quimicos encontrados no cajueiro (MOTA, 1982; ARYA 1989). Produtos
derivados desta planta despertam interesse para a industria alimenticia e
farmacéutica como, por exemplo, a goma do cajueiro que € um potencial produto
inovador a ser usado como espessante, em substituicdo a goma arabica que é
extensivamente utilizada por diversos segmentos industriais. A goma arabica é
importada e possui um custo mais elevado, em relagao a goma do cajueiro, além de
ser produzida por paises localizados em regiao de conflito, que pode significar um
risco de desabastecimento.

A biodiversidade brasileira, bem como de outros paises da zona tropical, é
rica em polissacarideos que possuem grande potencial de exploragdo e
aprimoramento tecnoldogico (FEITOSA, 2009). A goma do cajueiro, que € um
polissacarideo, surge também como mais um produto para estimulo da economia
local e desenvolvimento de tecnologias e exploragao do potencial da biodiversidade
brasileira.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a toxicidade aguda in vivo e in
vitro desse produto obtido a partir da Anacardium occidentale a fim de compreender
melhor sobre a seguranca da utilizagdo da goma em produtos alimenticios e

farmacéuticos a serem utilizados pela populacéao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anacardium occidentale (Cajueiro)

A Anacardium occidentale L., conhecida popularmente por cajueiro, pertence
a familia Anacardiaceae, havendo mais de 12 espécies relacionadas a esse género.
O cajueiro é uma arvore de grande porte de multiplo uso, que se desenvolve,
geralmente em solos arenosos secos, especialmente nos estados do Maranhé&o,
Piaui e Ceara (BRAGA, 1960; LORENZI, 2002).

A Anacardium occidentale € uma arvore que desperta muito interesse dos
pesquisadores e importante para a economia do pais. O Brasil € um dos maiores
exportadores de castanha de caju do mundo, sendo o Ceara o estado que se
destaca neste cenario. Além da tradicional castanha de caju, diversas outras partes
da planta sdo exploradas pela populagdo como, por exemplo, a casca, as folhas, o
pedunculo e o Liquido da Casca da Castanha de Caju (LCC) (Chaves, 2010).

Figura 01 — Cajueiro (Arvore, Fruto, Flor e Caule).

Y e

Fonte: http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/03/28/anacardium-

occidentale-lI/ (Acessado em 22 de novembro de 2017).

Através do conhecimento popular, diversas partes do cajueiro sdo utilizadas
tradicionalmente pela populagdo para tratar diferentes morbidades. A casca é
utilizada como antidiabético e também em gargarejos para tratar aftas e infec¢des da

garganta. Nao somente o suco do pseudofruto € explorado pela populagdo, o suco


http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/03/28/anacardium-occidentale-l/
http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/03/28/anacardium-occidentale-l/
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das folhas novas é utilizado como antiescorbuto e no tratamento de codlicas

intestinais e a raiz como purgante. (Pio Corréa, 1926)

Figura 02 — Produtos Derivados do Cajueiro.
Produtos Derivados do Cajueiro

Matéria - Prima Produtos Produtos Finais  Aplicagdes
Intermediarios

Améndoa lorrada e

Castanha de caju BRI

com casca . - { ef sal, sabares efe.)
{in natura) '

Liguido da casca
da castanha

Pedinculo ou
pseudofruto
fin natura)

(Anacardium
occcidentale L)

Galhos podados
g cascas
da arvore

Fonte: USAID 2006.

Figura 03 — Distribuicdo Geografica do Cajueiro.

Fonte: Silva-Luz, C.L.; Pirani, J.R. 2015 Anacardiaceae na Lista de Espécies da
Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
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http://floradobrasil.jbri.gov.br/jabot/floradobrasil/FB4381. (Acessado em 22 de
novembro de 2017)

2.2 Polissacarideo

Os polissacarideos podem ser definidos como polimeros, mas,
diferentemente de diversos polimeros sintéticos, os polissacarideos sdo polimeros
naturais.

A palavra polimero deriva do grego poli (muitos) e mero (unidade de
repeticdo). O que caracteriza um polimero sao as unidades de repeticdo, chamadas
de mondémeros. No caso dos polissacarideos, as unidades de repeticdo sdo os
carboidratos, denominados muitas vezes de monossacarideos que estado ligados
entre si repetidamente por ligagdes glicosidicas. Os monossacarideos podem
formar também pequenas cadeias de carboidratos, sendo chamados de
oligossacarideos (Sebastido, 2002).

Os polimeros sdo macromoléculas, ou seja, possuem alto peso molecular
devido a extensa repeticdo dos mondmeros que se encontram ligados por ligagdes
covalentes. Em um polimero, os monémeros podem se ligar ou interagir de
diferentes formas, gerando estruturas completamente diferentes com aplicagdes
igualmente diferenciadas (Sebastido, 2002).

A natureza é uma rica fonte de polimeros, do qual o homem historicamente
faz uso. As plantas, algas, animais e minerais podem representar fontes de
polissacarideos com uso na industria farmacéutica, alimenticia, quimica e dentre
outras.

Estudo realizado por Feitosa e colaboradores (2009) levanta a discussao da
agregacdo de valor econdbmico a biodiversidade brasileira em especial aos
polissacarideos originarios de plantas que compdem a biodiversidade do pais,
apontando como estratégico o desenvolvimento de tecnologias na area e a
exploracao sustentavel desses recursos.

Existem diversas fontes de obtencdo de polissacarideos. Ainda
segundo Feitosa e colaboradores (2009) pode-se extrair polissacarideos da
natureza de diversas fontes como, por exemplo, de algas, animais, fungos,

fermentagao microbioldgica ou ainda a partir do exsudato de plantas.


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB4381
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2.3 Gomas

As gomas podem ser definidas, num sentido amplo como qualquer
polissacarideo soluvel em agua extraido a partir de vegetais terrestres, marinhos ou
microrganismos, possuindo a capacidade de aumentar a viscosidade ou formar géis
(FERNNEMA, 1996).

As gomas sao substancias quimicas de elevado peso molecular, hidrofilicas,
com propriedades coloidais, produzindo em solventes organicos como cloroférmio,
acetona, etanol, suspensdes altamente viscosas, com funcbes espessantes,
gelificantes, emulsificantes, estabilizantes e aglutinantes. Quimicamente, as gomas
sao caracterizadas por apresentar sempre acidos glucurénico, além de agucares
comuns (POSER, 2000).

As gomas sao bastante heterogéneas em sua composi¢cdo, porém a maioria
modifica a viscosidade de solugdes promovendo um aumento da viscosidade devido
a incorporagdo de agua da solugdo. Na industria farmacéutica, as gomas séao
amplamente utilizadas devido a esta caracteristica no preparo de emulsoes,
suspensdes, em sistemas de liberagdo de farmacos, bem como em cosméticos
(SBFgnosia).

As gomas podem ser obtidas a partir de diversas fontes: obtidas de exsudatos
como, por exemplo, goma arabica e goma do cajueiro; obtidas de sementes a
exemplo de goma locusta e goma guar; extraidas de plantas marinhas como os
alginatos e goma agar; a partir de processos microbiolégicos como a goma xantana
e por modificagdo quimica como as modificagdes quimicas da celulose (SBFgnosia).

Com excegao do amido e seus derivados, a maioria dos polissacarideos,
apesar de sofrer hidrolise acida e enzimatica liberando diversos agucares como
arabinose, glucose e galactose, passam pelo trato gastrintestinal com pouca ou

nenhuma modificagdo ndo apresentando valor calérico (SBFgnosia).
2.4 Goma de cajueiro
Um promissor produto oriundo do cajueiro € a goma extraida do exsudato do

caule da planta. Segundo Paula et al. (1995), a goma do cajueiro, extraida de
arvores da regido Nordeste, é um heteropolissacarideo ramificado que contém [3-D-
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galactose (72-73%), a-D-glucose (11-14%), arabinose (4-6,5%), ramnose (3,2-4%) e
acido glucurdnico (4,7-6,3%) em porcentagem de massa.

Diversos pesquisadores estudam as utilizagdes desta goma. Leite et al.
(2013) estudou a utilizacdo da goma do cajueiro como redutor e estabilizador de
nanoparticulas de prata com potencial efeito antibiético, demonstrando significante
atividade sobre bactérias gram-negativas.

Outra importante empregabilidade da goma do cajueiro bastante estudada é
como carreador de farmacos e na microencapsulagao, a exemplo de Rodrigues et al.
(2008) que estudou a microencapsulagado do café utilizando a goma do cajueiro para
proteger o0s aromas com resultados satisfatorios e comparaveis a
microencapsulagao realizada utilizando goma arabica.

Além da classica utilizagdo das gomas para fins farmacotécnicos como
agentes que alteram a viscosidade como, por exemplo, agentes espessantes,
estabilizadores, suspensores, gelificantes e dentre outros, outras fung¢des mais
modernas e tecnoldgicas estdo sendo investigadas para uso farmacéutico dessas
gomas de origem vegetal. No caso da goma do cajueiro, estudos anteriores mostram
a sua aplicagdo principalmente como carreadores de farmacos. Segundo Paula
(2010), “A goma do cajueiro possui propriedades semelhantes @ goma arabica,
podendo ser empregada como agente encapsulador em sistemas de liberagdo de
principios ativos com aplicagdes variadas nas industrias de alimentos, médica,
farmacéutica e na agricultura”.

Estudo realizado por Porto et al. (2006) avaliou a utilizagdo de uma emulsao
contendo polissacarideos extraidos do cajueiro no processo cicatricial durante a fase
inflamatoria de lesdes cutdneas, obtendo resultados positivos e estatisticamente
significativos, sugerindo uma possivel utilizagao clinica desta emulsdo. Este estudo
reafirma o conhecimento popular que ja utiliza o cajueiro para tratamento de
processos inflamatorios.

E possivel encontrar diversos estudos avaliando as propriedades técnicas, as
caracteristicas e o desenvolvimento tecnolégico da goma do cajueiro, ja que esse
produto apresenta grande potencial de exploragéo pelo mercado. Para ser utilizado
e comercializado pelo setor farmacéutico € necessario avaliagdo da seguranga na
utilizacao desta goma, logo, faz-se necessario estudo nesta area também.

O polissacarideo extraido do cajueiro € termossensivel e um estudo

realizado por Silva (2007) relaciona esta caracteristica a presenga de proteinas na
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estrutura que compde o polissacarideo. Estas proteinas além de serem
responsaveis pela estabilidade da estrutura polissacaridica, estdo presentes na
estrutura devido ao mecanismo de produgao da goma pela planta, ja que se trata de
uma resposta a injuria mecanica ou por microrganismos. Entender a composicao e
as caracteristicas do polissacarideo que compde a goma € importante tanto no
desenvolvimento de tecnologias, utilizando este insumo, quanto para entender
possiveis efeitos toxicoldgicos ou farmacoldgicos da goma do cajueiro.

Existem na literatura diversas metodologias para isolamento da goma do
cajueiro. Estudo realizado por Rodrigues et al. (1993) comparou os principais
métodos de isolamento, concluindo que o método de Rinaud-Milas é o mais
adequado e satisfatério, principalmente para o meio académico.

Para melhorar o rendimento na producdo de goma pelo cajueiro, diversos
compostos comercializados como estimulantes de crescimento para plantas sao
empregados. Um destes compostos é o Ethrel®, que possui como principio ativo o
etephon (acido 2cloroetilfosfénico) sendo um excelente estimulante quimico para a
extragdo da goma do cajueiro. Lima et al. (2001) comparou a utilizacdo de alguns
agentes quimicos estimulantes na extragdo de goma de cajueiro, obtendo que o
etephon 15% promove a melhor resposta em producdo de gomas quando
comparado a outros estimulantes quimicos como, por exemplo, acido
dimetilsulfénico ou o acido sulfurico que néo apresentou resultados estimulantes

satisfatorios.

2.5 Estudos toxicolégicos nao clinicos

Segundo o Guia para a Conducao de Estudos Pré-clinicos de Toxicologia e
Seguranga Farmacoldgica Necessarios para o Desenvolvimento de Medicamentos
da Anvisa de 2013, os estudos nao clinicos de seguranga propostos neste
documento incluem: estudos de toxicidade de dose unica (Aguda), toxicidade de
doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e
carcinogenicidade, além de estudos de interesse na avaliagdo da segurancga
farmacoldgica e toxicocinética.

A Anvisa preconiza no guia acima citado, que métodos alternativos in vitro

podem ser considerados aplicaveis em substituicdo aos que utilizam animais pela
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questdo ética animal envolvida. Métodos, tais como teste do MTT e LDH, sao
exemplos de métodos in vitro que avaliam a toxicidade de substancias.

Séao a partir dos ensaios toxicoldgicos ndo clinicos que se pode evidenciar se
uma substancia a qual se pretende utilizar na sociedade possui algum risco
associado. Estes estudos sdo realizados antes do desenvolvimento final de um
medicamento ou produto a ser comercializado, pois evita a perda de investimento
em substancias que, embora sejam eficazes, ndao podem ser utilizadas devido aos
efeitos deletérios associados.

Existem diversos guias para condug¢do de estudos toxicoldgicos nado clinicos
disponibilizados por agéncias reguladoras. Internacionalmente, tem-se a
Organizacao para Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OECD). Na Europa,
a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) define os protocolos para a regiao. O
Guia para a Condugdo de Estudos Pré-clinicos de Toxicologia e Seguranca
Farmacologicos Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria € o guia nacional em que constam protocolos para

realizacao deste tipo de estudo no pais.
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3 JUSTIFICATIVA

Polimeros naturais tém despertado o interesse de pesquisadores em todo o
mundo, devido ao seu grande campo de aplicagao, particularmente como substitutos
de polimeros sintéticos, devido ao baixo custo, baixa toxicidade, boa disponibilidade
e excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade (TANG, DOU, SUN, 2006). A
goma do cajueiro possui caracteristica semelhante a goma arabica, podendo
substitui-la como cola liquida para papel, na industria farmacéutica, em cosméticos,
e como aglutinante de capsulas e comprimidos. Ja na industria alimenticia podem
ser utilizados como estabilizante de sucos, cervejas e sorvetes. Dessa forma, o
polissacarideo do cajueiro representa uso alternativo, ndo convencional, podendo
ser utilizado para diferentes finalidades, e ser um produto genuinamente nacional e
com impacto econdémico para o Brasil.

Estudos que atestem a seguranca da utilizagdo do polissacarideo extraido do
cajueiro (goma do cajueiro) sdo extremamente necessarios para que esta possa ter
suas varias aplicabilidades exploradas pela industria, como ocorre para a goma
arabica ou goma xantana e os produtos finais usufruidos beneficamente pela

populacao.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral:

Avaliar a toxicidade in vitro e in vivo da goma de cajueiro (Anacardium occidentale)

(toxicidade aguda) em ratos.

4.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a toxicidade da goma de cajueiro em neutroéfilos humano investigando
seus efeitos sobre a membrana plasmatica e metabolismo celular;
e Avaliar a toxicidade aguda da Goma de cajueiro em ratas Wistar através de

estudo comportamental, bioquimico, hematoldgico e histoldgico.
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiais

5.1.1 Animais

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados ratos Wistar fémeas, pesando
aproximadamente 200-350 gramas, de mesma e idade e provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos no Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina-UFC,
alojados em gaiolas com agua e ragéo ad libitum e aclimatados com ciclos naturais
dia/noite de 12/12h. A alimentacdo foi retirada 3 horas antes dos experimentos,

tendo os animais livre acesso a agua.
5.1.2 Materiais

A goma do Cajueiro foi extraida a partir de uma plantacdo de cajueiro
(Pacajus, Brasil), e tratada através de uma metodologia adaptada e descrita por
Torquato e colaboradores. Os espécimes foram submetidos a tratamentos com
Ethrel® (12% e 24%) para aumentar o rendimento da produgdo de goma pelo
cajueiro.

5.2 Aspectos éticos.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Ceara com o numero 79/2014

5.3 Estudos toxicolégicos in vivo e in vitro.

5.3.1 Ensaios de citotoxicidade

5.3.1.1 Isolamento de Polimorfonucleares (PMN)
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Polimorfonucleares, predominantemente neutrofilos (80-90 %), com
viabilidade de 90 £ 2,0 % (exclusdo com azul de tripan) foram obtidos do subproduto
de sangue humano cedido pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara —
HEMOCE (buffy coat) e isolados de acordo com o método de Lucisano e Mantovani
(1984). O sangue foi centrifugado, o plasma desprezado e o soro lavado diversas
vezes com solugdo salina, utilizando solugdo de gelatina 2,5 % (p/v) para formar

gradiente de separagao dos componentes sanguineos.
5.3.1.2 Teste do MTT

A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio MTT (MOSMANN, 1983), que
se baseia no fato do brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) ser
reduzido pelas mitocéndrias das células viaveis a um sal (formazan), sendo a
quantidade deste sal um indicativo da viabilidade celular. As gomas com Ethrel®
24% foram incubadas com os neutrdfilos isolados em concentragdes crescentes até
200ug/mL de goma. Decorridos 30 minutos de incubagédo, o meio foi descartado e
incubado um novo meio (200uL) contendo 5% de MTT, na concentragcdo de 5mg/ml,
em seguida, estas células foram incubadas por mais 3h. Por fim, foi descartado o
sobrenadante e adicionado entdo 150 uL de dimetilsulféxido puro para a lise das
células e solubilizacdo do formazan, nesse instante as placas foram agitadas
durante 15 minutos com auxilio de um agitador de placas. A absorbancia foi medida
em leitor de microplacas a 540 nm. A auséncia da reducdo do MTT indica a
diminuicdo da viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em triplicata,
repetidos em trés dias diferentes. Possuindo como controle negativo a solugao
salina balanceada de Hanks (HBSS) e agua, ja como controle positivo foi utilizado o
triton X — 100 (0,2%, Vv/v).

5.3.1.3 Determinagéo de Lactato Desidrogenase (LDH).

A citotoxicidade das gomas, com e sem Ethrel® (100ug/mL), e do composto

Ethrel® (12 % e 24 %, v/v), sem a presen¢a da goma, foi avaliada pela medida da

LDH, enzima presente no sobrenadante apds incubagdo com neutrdfilos (2,5 x 10°
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células/mL) nos tempos de 10, 20 e 30 minutos, através de Kit de detecgédo (Roche
Molecular Biochemicals, UK) de acordo com as instru¢des do fabricante, tendo o
HBSS e a agua como controles negativos e o Triton X — 100 (0,2%, v/v) como
padrao citotoxico. Os resultados foram expressos como percentual de atividade da

enzima LDH.

5.3.2 Ensaios toxicoloégicos in vivo.

Os estudos foram realizados conforme o Guia para Estudos Pré-clinicos da
Anvisa (2013) e o GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS - Acute Oral Toxicity
— Up-and-Down Procedure. (OECD).

5.3.2.1 Toxicidade de Dose Unica.

Grupos de ratos Wistar fémeas (n=6) foram tratados por gavagem com a
goma sem Ethrel® (2g/kg) ou com a goma com Ethrel® (2g/kg) em dose Unica
durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguindo-se de observagado para
realizacéo do teste hipocratico. O grupo controle foi tratado apenas com o veiculo
(dgua, 10 ml/kg). Os animais foram observados diariamente durante o periodo de 15
dias quanto a ocorréncia de algum sinal téxico, inclusive com registro do seu peso
corporal semanalmente no decorrer do tratamento. Para avaliagdo dos parametros
bioquimicos e hematoldgicos, os animais foram anestesiados com isoflurano e
submetidos a coleta de sangue pelo plexo retro-orbital antes do tratamento e no 14°

dia apos a administracdo da goma. Apds a coleta, os animais foram sacrificados.

5.3.3 Avaliagcao Anatomopatoldgica.

Os orgdos dos animais foram pesados, seccionados, analisados
macroscopicamente e colocados para fixagao em formol a 10% tamponado.
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Os orgaos selecionados para analise histologica foram os pulmdes, figado e
rins por serem os principais alvos de efeitos toxicos no que se refere a
metabolizagao e excrecado de farmacos.

Os fragmentos dos o6rgaos foram incluidos em parafina, feitos cortes
histolégicos de 4,0 micrometros de espessura, corados por hematoxilina e eosina e
examinados por patologista do Departamento de Patologia da Universidade Federal
do Ceara em microscopio Optico comum Olympus BX50 com ocular de 10x e
objetivas 10X, 20X e 40X.

5.4 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
Graphpad prism 05 (USA). A comparagao entre as médias foi realizada utilizando
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Tukey. As diferengcas foram

consideradas estatisticamente significativas usando p<0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo envolveu a avaliagao preliminar da seguranga da goma do cajueiro
exposto ou ndo ao Ethrel®, composto quimico empregado para otimizar a produgao

de goma pela planta, em neutréfilo humano e em ratas tratadas por via oral.

6.1 Ensaios de Citotoxicidade.

6.1.1Teste do MTT

O Grafico 01 representa a porcentagem de células viaveis apds exposig¢ao a
concentragbes crescentes (10, 50, 100 e 200ug/mL) da goma do cajueiro com
Ethrel® 24%, comparando com os controles negativos (HBSS e agua) e controle
positivo (Triton X — 100) com emprego do teste do MTT.

O teste do MTT é um método colorimétrico quantitativo rapido e preciso, com
leitura em espectrofotdbmetro e utilizado para detectar células viaveis, ou seja, capaz
de proporcionar a reducdo do MTT ao sal de formazan através do sistema
enzimatico succinato-tetrazol redutase que compde a cadeia respiratoria da
mitocéndria. Dessa forma, uma concentracdo de formazan no meio comparavel ao
grupo nao tratado (controle negativo) € indicativa de auséncia de citotoxicidade
(MOSMANN, 1983).

Dentre as concentragbes da goma de cajueiro investigadas, nenhuma apos
30 min de incubacédo provocou redugdo da concentragdo do sal de formazan (10
ug/mL: 108,06 £ 5,4 %; 50 pug/mL: 106,6 + 2,7 %; 100 ug/mL: 114 + 3,1 %; 200
ug/mL: 106,5 + 4,7 %.) em relagdo ao grupo controle (HBSS: 100+2,6 e agua:
112,1+£3,4). Nao se observou diferengas significativas entre as concentragbes da
goma.

Para a solugao salina balanceada de Hanks (HBSS) bem como para a agua,
espera-se que a viabilidade celular ao final do experimento seja alta, ja que nao
apresentam nenhuma substancia com efeito citotdxico, funcionando como controle
negativo do experimento. A solugao salina balanceada de Hanks € um meio nutritivo

utilizado para manutengéo das células no cultivo celular.
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O grupo Triton X — 100 promoveu reducao significativa da viabilidade celular
(12,171£0,5) em relacdo ao grupo controle. Este resultado também era esperado,
considerando que o triton X- 100 é um surfactante ndo ibnico que promove a lise
celular, diminuindo assim a viabilidade celular, razdo do seu emprego como controle

positivo/padrao citotdxico.

Grafico 01. Avaliagdo da toxicidade da Goma do Cajueiro em neutrofilos humano
mensurada atraveés do teste do MTT.
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Neutrofilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados com concentracdes crescentes
da goma do cajueiro e em seguida foi mensurada a redugdo do MTT ao sal
formazan, relacionada a viabilidade celular. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X
— 100 (0,2%, v/v) — padrao citotéxico; Controle: agua. (p < 0,05 — ANOVA e Teste de

Tukey).

Para a goma, a elevada viabilidade das células encontrada ao final do
experimento, comparada ao meio de cultivo e a agua (controles negativos) indica a
auséncia de toxicidade, mesmo em concentragdes mais elevadas (100 e 200
pMg/mL), sobre o metabolismo de neutréfilos humano, nao interferindo no sistema
enzimatico das células.

O presente estudo empregou apenas a goma tratada com Ethrel® em sua
maior concentragao (24%) para avaliar primariamente algum efeito citotdxico e, caso
fosse encontrada alguma diminuicdo da viabilidade celular significativa, seria
realizado o mesmo estudo com a goma sem Ethrel® e com a goma em

concentracoes diferentes do aditivo.
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Estudo realizado em 2011 por Kubo e colaboradores avaliou a toxicidade em
células de melanomas de camundongos para dois compostos isolados da
Anacardium occidentale pelo método do MTT. O estudo mostrou que o acido
anacardico apresentou citotoxicidade moderada (ICso = 8 uM), atribuindo este fato a
caracteristica surfactante do acido anacardico. Ja o cardol, também avaliado, ndo

apresentou citotoxicidade no estudo.

Tal estudo, embora ndo seja realizado com a goma do cajueiro, refor¢ca a
necessidade da avaliacdo da citotoxicidade de produtos derivados do cajueiro, ja
que o acido anacardico € um dos principais compostos presentes em diversas partes

da planta.

6.1.2Teste da LDH

Os graficos 2, 3 e 4 representam o efeito da goma do cajueiro GCE1 (sem
tratamento com Ethrel®), GCE2 (tratamento com 12 % de Ethrel®®) e GCE3
(tratamento com 24 % de Ethrel®) nas concentragbes de 100 pg/mL,

respectivamente, sobre os neutrofilos.

Observou-se que a suspensao de neutrofilos a goma do cajueiro GO (9,84 *
0,79 %), GE1 (24,41+ 2,49 %) e GE2 (21,67 * 2,26 %) ndo promoveu um aumento
significativo da atividade da LDH, em relagdo ao HBSS.
Quando se avaliou o composto Ethrel® sem a presenca da goma (12 % e 24
%, vIv), apés 30 minutos de incubagao, ndo houve aumento significativo da atividade
da LDH (3,43 + 0,68 %; 13,61 £ 2,25 %, respectivamente) quando comparado ao
grupo HBSS. Por outro lado, o grupo Triton X -100 (0,2 %; v/v), referéncia citotoxica,
elevou em 108,20 £ 8,60 % a atividade da LDH no meio em relagcéo ao grupo HBSS
(Graficod).
Os resultados encontrados sdo condizentes com o trabalho realizado por
Yurdakok e colaboradores em 2014 que determinou que os valores de IC50 do

ethephon foi maior que 100 pg/mL.
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Grafico 02. Avaliagcdo da toxicidade de GCE1 em neutréfilos humano mensurada
através da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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Neutrdéfilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com GCE1 (100 pg/mL) nos
tempos de 10, 20 e 30 minutos e em seguida foi determinada a atividade da enzima
LDH. HBSS: células nao tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrao citotéxico;
Controle: agua. Os resultados estdo sendo expressos como percentual de atividade
da enzima LDH. * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).

Grafico 03. Avaliacdo da toxicidade de GCE2 em neutréfilos humano mensurada
através da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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Neutrdéfilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com GCE2 (100 pg/mL) nos
tempos de 10, 20 e 30 minutos e em seguida foi determinada a atividade da enzima
LDH. HBSS: células nao tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrao citotdxico;
Controle: agua. Os resultados estao sendo expressos como percentual de atividade
da enzima LDH. * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Grafico 04. Avaliacdo da toxicidade de GCE3 em neutréfilos humano mensurada
através da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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Neutrdéfilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com GCE3 (100 pg/mL) nos
tempos de 10, 20 e 30 minutos e em seguida foi determinada a atividade da enzima
LDH. HBSS: células nao tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrao citotdxico;
Controle: agua. Os resultados estdo sendo expressos como percentual de atividade
da enzima LDH. *** vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).

Grafico 05 Avaliagdo da toxicidade do Ethrel® em neutréfilos humano mensurada
através da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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Neutrdfilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com Ethrel® (12 % e 24 %, v\v)
nos tempos de 10, 20 e 30 minutos e em seguida foi determinada a atividade da
enzima LDH. HBSS: células néo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padréo
citotoxico; Controle: agua. Os resultados estdo sendo expressos como percentual de
atividade da enzima LDH. * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima presente no citoplasma de

neutrofilos, responsavel pela conversdao do piruvato em lactato na presenca de
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NADH e, somente em circunstancias em que ha uma alteragdo na integridade da
membrana plasmatica, esta € encontrada no meio extracelular. Dessa forma, a
auséncia de aumento significativo da atividade da LDH na suspensao de neutrofilos
expostos a goma do cajueiro (tratado ou ndao com Ethrel®) ou ao Ethrel® sugere que
estes ndo sdo toxicos a membrana plasmatica dessas células. (BERGMEYER,;
BERNT, 1963; METCALF et al., 1986).

Diante dos resultados obtidos, a goma do cajueiro parece nao alterar o
metabolismo e a membrana plasmatica de neutréfilos humano, mesmo quando a

planta foi exposta ao Ethrel®.

6.2 Ensaios Toxicoldgicos in vivo.

O estudo de avaliagdo da toxicidade da goma de cajueiro exposto ou nao ao
Ethrel® foi realizado somente com ratas, pois ,segundo consta no guia da OECD n°
423, fémeas demonstram mais sensibilidade aos efeitos nocivos, com investigagao
de possiveis interferéncias desta sobre o comportamento, peso ponderal,
parametros hematoldgicos e bioquimicos dos animais, além de analises
histopatoldgicas.

A avaliagdo da toxicidade aguda de um produto novo em roedores com
pretensao de uso em humano, como alimento ou medicamento, € imprescindivel e
quando realizada a luz das recomendagdes de guias oficiais para avaliagdo nao
clinica (Anvisa, OECD) pode predizer possivel toxicidade desse produto com dados
relacionados ao seu indice/risco de letalidade, a inducido de perda de peso,
toxicidade em orgaos alvos e ha alteragbes comportamentais.

Na analise comportamental, ndo foi evidenciado nenhuma alteragdo no
periodo de observagao (14 dias), ndo havendo alteragdo na motilidade, frequéncia
respiratoria, sedagdo, catatonia, analgesia, ptose palpebral, resposta ao tato,
diarreia, contorcao, agressividade, ere¢ao da cauda, convulsdo, coma ou morte.

Quando analisados os pesos dos 6rgaos coletados dos animais, ndo foram
evidenciadas diferengas significativas entre os grupos expostos a goma com e sem

Ethrel® e o grupo veiculo.
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Tabela 01 — Peso dos 6rgaos.

Parametros  Veiculo (g/100g animal) GO (g/100g animal) GE (g/100g animal)

Pulmao 650,3+ 54.24 6547+ 61,23 683.6+ 3717
Baco 201,2+ 8,549 201,5+ 7,661 214,91 9,007
Coracéo 328,4+ 17,41 321,4+ 11,59 346,1+ 12,15
Rins 377,86+ 14 86 361,21 10,27 399+ 12 52

Figado 3605+ 1988 3709+ 136.7 3348+ 8477

Veiculo: solugdo salina 0,9%. Goma sem Ethrel® (G0). Goma com Ethrel® (GE)

Os valores dos pesos dos 6rgaos dentro da normalidade permite analisar
primariamente que a goma do cajueiro ndo apresentou efeitos deletérios evidentes
macroscopicamente aos principais o6rgaos dos camundongos, pois nao foi
evidenciado aumento de peso significativo, que poderia estar relacionado a algum
processo patolégico como acumulos celulares e extracelulares (liquido, gordura,
glicogénio), processos inflamatorios ou proliferacdo celular regenerativa ou
neoplasica.

A auséncia de redugao dos pesos dos 6rgaos evidencia que nido houve morte
de células significativa. Tais informag¢des concordam com as obtidas pelas analises
in vitro realizadas pelo presente trabalho que mostrou nenhum dano celular
substancial em decorréncia do uso da goma do cajueiro sobre os neutrofilos
sanguineos.

Na avaliagdo bioquimica do sangue de ratas tratadas sistemicamente com a
goma de cajueiro (dose unica), foram evidenciadas diferengas significativas no grupo
goma sem Ethrel® com diminuicdo dos niveis de ALT e dos niveis creatinina. No
grupo goma com Ethrel®, observaram-se diminuicao dos niveis de ALT e aumento
dos niveis de ureia. No grupo veiculo, a alteragdo bioquimica encontrada foi a
diminuicao dos niveis de AST.

Os resultados dos testes bioquimicos estao representados nas figuras de 8 a
11 e resumidos na tabela 2.
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Tabela 02 — Parametros Bioquimicos de ratas tratadas por via oral com a
goma de cajueiro exposto ou n&o ao Ethrel® — aditivo agricola.

GRUPOS
Veiculo G0 GE
Parametros Do D15 B D15 0o D15
ALT 39.38 £43.262 36,88 +£3.852 44 40 £2 482 35,00 £2,906* 3640 +2 177 26,30 +1,599*
AST 114,9 +11,84* 8533 £6.946 88.10 £3,507 88,00 £8.865 80,50 £5.598 77.11 £4.846

Creatinina 0,5000 £0.023 04875 20,03 05110 £0,03  0,3940 =0,03* 05311 £0,02  0,5320 +0,02

Ureia 93,63+2299 512582431 52402050 51,50+£2182 533341772 64,70 #2751

Veiculo: solugéo salina 0,9%. Goma sem Ethrel® (G0). Goma com Ethrel® (GE). DO
e D15: dia zero e dia 14. *=p<0,05 (Teste t de Student).

Grafico 06 — Dosagem sérica de alanina transferase (ALT) do Estudo de

Toxicidade Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (G0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. das
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dosagens de ALT. * Indica significancia estatistica quando comparado ao respectivo
grupo no dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test)

Grafico 07 — Dosageg\ de AST do Estudo de Toxicidade Aguda da Anacardium

: 15
occidentale. 0
T m 15
1004 x
9
<
50
0
O}Vo &L &
R

Veiculo (dgua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (GO0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. das
dosagens de AST. * Indica significancia estatistica quando comparado com ao dia O.
(n=6, p < 0,05; Paired t test).

Grafico 08 — Dosagem de Creatinina do Estudo de Toxicidade Aguda da
Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (G0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como media + E.P.M. das
dosagens de Creatinina. * Indica significancia estatistica quando comparado com ao
dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).
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Grafico 09 — Dosagem de Ureia do Estudo de Toxicidade Aguda da Anacardium
occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (GO0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. das
dosagens de Ureia. * Indica significancia estatistica quando comparado com ao dia
0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

As enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino de um aminoacido para
o alfacetoglutarato, sendo enzimas de interesse clinico. Elas estdo presentes em
diversos o6rgaos, porém a maior relevancia e onde se encontram em maior
quantidade, € no figado e no miocardio. Quando ha um aumento nos niveis destas
transaminases pode significar, por exemplo, um dano hepatocelular ou um infarto do
miocardio (MOTTA, 2003).

No caso dos grupos expostos as gomas com Ethrel® e sem Ethrel® houve
uma diminuicdo da ALT e no grupo veiculo houve diminuicdo do AST. Tais
informagdes ndo demonstram efeitos deletérios na utilizagdo da goma, pois os
efeitos toxicos promovem um aumento nos niveis séricos destas enzimas que séo
intracelulares, mas que na presengca de alguma substancia toxica ou outra
desregulagdo promove um extravasamento e consequente aumento € ndo uma
diminui¢cdo. Porém, um efeito inibidor da excrecdo ou da sintese das enzimas pelo
figado devem ser melhor investigado.

Creatinina é resultado da desidratagdo da creatina muscular sendo um
residuo metabdlico de bastante interesse clinico para se avaliar danos renais, ja que

sua concentragao plasmatica reflete a condicdo de filtracdo dos rins. Quando ha
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algum dano renal, observa-se uma diminuicdo na taxa de filtragdo glomerular e
consequente elevacao dos niveis plasmaticos de creatinina. A diminuicdo dos niveis
plasmaticos ndo apresenta significagao clinica (MOTTA, 2003).

No caso do grupo exposto goma sem Ethrel® houve uma diminuicdo dos
niveis de creatinina 0 que nao representa um efeito toxico agudo da goma do
cajueiro.

A ureia € um residuo do catabolismo proteico e o seu aumento esta
relacionado a danos renais, porém sua significancia clinica € limitada, pois diversas
situagdes promovem o aumento do nivel de ureia como, por exemplo, a dieta e o
nivel de hidratacdo (MOTTA,2003). O grupo exposto a goma com Ethrel® apos 15
dias apresentou um aumento significativo na dosagem de ureia em comparagao ao
dia antes da exposigdo a goma. Porém, este dado nao permite isoladamente
concluir um dano renal devido ao tratamento do cajueiro com Ethrel®, pois os
demais parametros de comprometimento renal como, por exemplo, a creatinina foi
mantida dentro da normalidade, ou seja, comparavel aos animais nao tratados
(grupo veiculo).

Devido a nao ter sido evidenciado neste estudo diminuicdo nos pesos dos
animais, ndo se pode inferir que a elevagao nos niveis de ureia seja devido a um
possivel aumento do catabolismo.

Quando analisados os resultados das avaliagdes hematoldgicas dos animais
tratados com a goma do cajueiro (com ou sem Ethrel®), foram evidenciadas
diferengas significativas no grupo goma com Ethrel® (apds 15 dias de tratamento)
com aumento do numero de plaquetas, aumento do nivel de hemoglobina e aumento
do numero de neutrdéfilos em relagéo ao dia zero (inicio do estudo, sem tratamento).
No grupo veiculo houve aumento no nivel do VCM. O grupo goma sem Ethrel® nao
apresentou diferengas significativas em nenhum parametro hematoldgico.

Os resultados dos testes hematoldgicos estado representados nas figuras de
12 a 22 e na tabela 3.

O aumento no numero de plaquetas em relacdo aos valores normais é
chamado de trombocitose e pode ser causado por diversas morbidades, desde
anemias até neoplasias na medula é6ssea, porém pode se elevar também em
situagdes de estresse e medo em que o bago se contrai (contragdo esplénica) e ha
uma elevagdo do numero de plaquetas na circulagcdo sanguinea. Deste modo, a

elevagdo das plaquetas no grupo goma com Ethrel® pode ser relacionado ao
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estresse do experimento no qual os animais estdo submetidos, ja que ndo foi
evidenciado nenhum outro sinal clinico relevante. A elevacdo da quantidade de
neutréfilos no grupo goma com Ethrel® pode estar relacionado a infecgao
subjacente dos animais tratados.

Estudo realizado por Mahshid Hodjat e colaboradores em 2017 avaliou o
potencial efeito genotdxico do etephon (principio ativo do Ethrel) em linhagem celular
de fibroblasto embrionario de camundongos. Concluindo que o composto
demonstrou um aumento significativo na proliferagdo celular 24 horas apds o
tratamento com 10, 40 e 160 pg/ml de ethephon, enquanto que nas maiores
concentragbes avaliadas foram observados também efeitos citotoxicos avaliados
pelos testes do MTT e LDH. Embora esses efeitos tenham sido observados em
células nao sanguineas, estes justificam a importancia de estudos adicionais com a
goma em associacdo ao aditivo Ethrel®, com emprego de um protocolo de
tratamento dos animais por um periodo mais prolongado (toxicidade doses

repetidas).



Tabela 03 — Parametros Hematologicos de ratas tratadas por via oral com a goma

de cajueiro exposto ou ndo ao Ethrel® — aditivo agricola.

GRUFOS
Viziculo &0 GE

Pardmeiros Do D15 Do D15 Do D15
CHCM A2 41376 34.610,2165 3540 40,2786 3617407545 342021003 3508403183
HCM 1788 £0,8412 15.660,2915 19,24 01730 210941085 1879404363 19,5040,2246
HCT 280241567 245108458 30,67 +1074 2TET1.155 43141418 30761012
HG 5250 $0,8258  11,56+0,2272 10,86 £0,4257 5557 +0.5541 B350 05883 10,78 0,242
FLT 52,6 457,82 TAZE4T.11 4D4E47032 SOZO2B61 231243223 5550 42655
REC 5,167 +0.3676 6.08110,1135 55641 £0,1553 4,647 04127 4422202765 5.535:0,1774
VCM 5428 +0,7821 56,73 £0,636* 5440204158 580941779 5501205851 5558404582
WEC 6.575+0,40%0 7.150:0.8102 6,150 +0.7877 5,633£1,105 3,1110,1408 5,750:0,6673
Meonocite 07143402857 1,125+0,2266 0,42860.2574 0,2857 +0,1844 0,70000,2603 1,100 20,3786
Newrdfilo 178340360 11,0041,940 104341587 1417T£1,851 10,621,085 22,89 42, 360*
Linficito B37942358 E15T+3810 BET1:1352 B3ST2515 B500+2T45  TEID 2,343

37

Veiculo: solugdo salina 0,9%. Goma sem Ethrel® (G0). Goma com Ethrel® (GE) . DO
e D15: dia zero e dia 15. *=p<0,05 (Teste t de Student).
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Grafico 10 — Determinagcdao do CHCM do Estudo de Toxicidade Aguda da
Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg \Q&BV.), Goma sem Ethrel® (GO) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. das
determinacdées de CHCM (g/dL) dos animais. * Indica significancia estatistica quando
comparado com ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

Grafico 11 — Contagem de Plaquetas do Estudo de Toxicidade Aguda da
Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (G0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apo6s as
exposi¢coes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
quantidade de plaquetas. * Indica significancia estatistica quando comparado com
ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

PLT




39

Grafico 12 — Determinagao do Volume Corpuscular Médio (VCM) do Estudo de
Toxicidade Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (G0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administragdes e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como media = E.P.M. das
determinacdes do VCM (fl). * Indica significancia estatistica quando comparado com
ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

Grafico 13 — Contagem de hemacias (RBC) do Estudo de Toxicidade Aguda da
Anacardium occidentale.
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Veiculo (dgua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (GO0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. de
hemacias (106/ul). * Indica significancia estatistica quando comparado com ao dia 0.
(n=6, p < 0,05; Paired t test).

/o
Hm 15




40

Grafico 14 — Determinacao do Hematécrito (HCT) do Estudo de Toxicidade
Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (GO0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. dos
valores do hematocrito (%). * Indica significancia estatistica quando comparado com
ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

Grafico 15 — Determinagdao da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) do
Estudo de Toxicidade Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (G0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como meédia + E.P.M. das
determinagdes de HCM (pg). * Indica significancia estatistica quando comparado
com ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).
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Grafico 16 — Determinagdao da hemoglobina (HGB) do Estudo de Toxicidade

Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (dgua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (G0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. das
determinagcdes de hemoglobina (g/dl). * Indica significancia estatistica quando
comparado com ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

Grafico 17 — Contagem diferencial de linfécitos do Estudo de Toxicidade
Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (dgua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (GO0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. da
quantidade de linfocitos. * Indica significancia estatistica quando comparado com ao
dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).
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Grafico 18 — Contagem diferencial de neutréfilo do Estudo de Toxicidade
Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (GO0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apos as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. da
quantidade de neutrofilos. * Indica significancia estatistica quando comparado com
ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

Grafico 19 — Contagem diferencial de Monécitos do Estudo de Toxicidade
Aguda da Anacardium occidentale.
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Veiculo (dgua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (GO0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administracées e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposicoes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. da
quantidade de mondcitos. * Indica significancia estatistica quando comparado com
ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).
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Grafico 20 — Contagem de Leucécitos do Estudo de Toxicidade Aguda da
Anacardium occidentale.
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Veiculo (agua 10 mL/Kg v.0.), Goma sem Ethrel® (G0) (2g/Kg v.0.), Goma com
Ethrel® (GE) (2g/Kg v.0.) foram administrados no primeiro dia de experimento. O Dia
0 corresponde ao dia anterior as administragdes e o Dia 15 ao 14° dia apds as
exposi¢coes as doses agudas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
quantidade de plaquetas. * Indica significancia estatistica quando comparado com
ao dia 0. (n=6, p < 0,05; Paired t test).

6.2.1 Avaliagao Histopatologica

Nos cortes histologicos dos pulmdes dos animais do grupo veiculo, que
receberam apenas solugdo salina 0,9%, foi possivel observar agregados
linfocitarios, tecido linfatico associado ao bronquio (BALT) e macréfagos
xantomizados, consistente com pneumonia aspirativa. Associado a causa de morte
havia congestao vascular acentuada, areas de hemorragia e de atelectasia.

Nas laminas dos pulmdes dos animais do grupo que foi administrada a goma
do cajueiro em sua maior concentragdo (2000mg/kg), foi possivel observar
aglomerados linfocitarios, macréfagos xantomizados, necrose de parede brénquica e
alveolar associada a exsudagdo granulocitaria, células gigantes multinucleadas,
consistente com bronquiolite aguda intensa e broncopneumonia aspirativa.
Associado ao evento de morte havia congestdo vascular acentuada, areas de
hemorragia e de atelectasia.

Os achados histopatolégicos nos pulmdes dos animais sinalizam para
eventos inflamatodrios decorrentes da broncoaspiragao possivelmente no momento

da administragdo por gavagem. Houve histiocitos xantomizados nos pulmbdes de
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todos os grupos, inclusive no grupo controle, sendo que no grupo que recebeu a
goma o processo inflamatério foi mais severo e no grupo com a maior concentragéo
da goma foi mais intenso. Para afastar totalmente que estes achados sejam devidos
a acao sistémica da goma nos pulmdes e nao devido a broncoaspiragdo seria
necessaria mudanga na maneira de administragdo da goma.

Nos cortes histolégicos de figado dos animais do mesmo grupo controle foi
possivel observar aglomerado linfocitario discreto, células apoptéticas isoladas,
esteatose discreta de microgotas.

Nos cortes histologicos de figado dos animais do mesmo grupo que se
administrou a goma do cajueiro, foi possivel observar discreta esteatose de
microgotas. Nao se observou necrose, inflamacéo ou fibrose.

Tanto no grupo controle quanto no grupo da Goma, o figado mostrou
arquitetura preservada, sem alteragdes significativas que possam ser associadas a
substancia analisada. Todos os achados histologicos sao discretos, sem
repercussao na fungao e vistos no grupo controle. Possivelmente estao relacionados
a dieta e a alimentagao dos animais

Nos cortes histoldgicos dos rins dos animais do grupo controle observaram-se
congestdo cortical e medular, poucos cilindros hialinos, fibrose isolada de
glomérulos, pequeno numero de linfocitos e deposigdo de calcio medular e cortical
no intersticio. Sao achados inespecificos, discretos, provavelmente sem repercussao
na funcdo. Podem estar associados a idade dos animais, condicbes adversas
prévias e alimentagdo. Nos cortes histolégicos dos rins dos animais do grupo Goma
(2000mg/kg) nao foi observada nenhuma alteragao.

Estudo realizado por Ebere e colaboradores em 2012 demonstrou que a DL50
da goma extraida do cajueiro em coelhos foi superior a 5000mg/kg do animal,
evidenciando a seguranga da utilizagdo da goma. Tais resultados corroboram com

os encontrados no presente.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a goma do cajueiro,
oriunda da planta exposta ou ndo ao Ethrel®, e nas concentragdes investigadas néo
afetou significativamente a viabilidade de neutrofilo humano, quanto ao seu
metabolismo e integridade de membrana plasmatica.

Na avaliacdo da toxicidade aguda sistémica da goma de cajueiro oriunda da
planta exposta ou ndo ao Ethrel®, esta ndo provocou alteragdes clinicas nos
animais, bioquimicas, e hematoldgicas importantes. Contudo, € salutar realizar
estudos de toxicidade doses repetidas com atencdo especial ao efeito da goma
sobre os parametros hematologicos.

Na avaliagao histopatologica de alguns 6rgaos vitais dos animais tratados
com a goma de cajueiro, ndo foi evidenciado nenhum achado histopatologico
significativo que possa ser relacionado ao efeito nocivo da goma do cajueiro.

A avaliagdo da toxicidade aguda da goma do cajueiro exposta ao
Ethrel® (aditivo agricola) coletada da cidade de Pacajus-Ce é inédito, e propiciou
dados que fundamentam o prosseguimento do estudo desse insumo com potencial

aplicagdo em varios ambientes industrias, incluindo alimenticio e farmacéutico.
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