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RESUMO

Muitas substancias vém sendo testadas quanto a capacidade de proteger contra a
toxicidade do paracetamol e aquelas que possuem propriedades antioxidantes tém
sido as de maior interesse. O cajueiro € uma planta tropical conhecida pelas
propriedades biologicas relacionadas ao seu potencial antioxidante. Esse trabalho
tem como objetivo avaliar o efeito hepatoprotetor da polpa de caju e de acidos
anarcadicos em resposta ao estresse induzido por paracetamol. Para tanto, foram
determinadas na polpa de caju os teores de vitamina C, antocianinas, flavonoides
amarelos, carotenoides, polifenois totais e atividade antioxidante total. Os acidos
anacardicos foram extraidos do liquido da casca da castanha (LCC) de caju e a
atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de ABTS e DPPH. A avaliagao
do efeito hepatoprotetor consistiu na alimentagao intragastrica (i.g.) de diferentes
grupos de camundongos Swiss por 15 dias consecutivos com polpa de caju e acidos
anacardicos. No 15° dia de tratamento, uma hora apds a ultima dose, os animais
receberam ou ndo dose aguda de paracetamol. Amostras de sangue foram
coletadas para as dosagens das atividades das enzimas, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) no soro. No
figado, foram avaliados a peroxidagao lipidica, os grupos sulfidrilas ndo proteicos
(NP-SH) e a atividade da superdxido dismutase (SOD). O perfil fitoquimico da polpa
de caju revelou a presenca de vitamina C (115,62 £ 2,058 mg/100g), antocianinas
(3,40 = 0,6777 mg/100g), flavonoides amarelos (10,19 + 1,3046 mg/100g),
carotenoides (0,71 + 0,0036 mg/100g) e polifenois (626,5 + 3,536 mg/100g). A
atividade antioxidante total da polpa de caju foi de 14,495 + 0,2475 uM Trolox/g de
amostra e 6.131,909 + 46,444 g de amostra/g DPPH e dos acidos anacardicos foi de
2.113,72 + 141,8456 uM Trolox/g de amostra e 1.073,28 + 11,7217 g de amostra/g
DPPH. O pré-tratamento com polpa de caju e acidos anacardicos reduziu a atividade
das enzimas ALT, AST e ALP em resposta ao estresse induzido por paracetamol. A
polpa de caju e os acidos anacardicos reduziram a peroxidagao lipidica, inibiram a
deplecdo de NP-SH e a atividade da SOD. A acédo hepatoprotetora dos acidos

anarcadicos foi mais eficiente que a polpa de caju.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, acidos anacardicos, antioxidantes,

estresse oxidativo, paracetamol.



ABSTRACT

Many substances have been tested for their ability to protect against paracetamol
toxicity and those that possess antioxidant properties have been the ones of major
interest. The cashew tree is a tropical plant known for its biological properties related
to its antioxidant potential. This work aims to evaluate the hepatoprotective effect of
cashew apple pulp and anacardic acids in response to stress induced by
paracetamol. Thus, were determined in the cashew apple pulp the levels of vitamin
C, anthocyanins, flavonoids vyellow, carotenoids, total polyphenols and total
antioxidant activity. The anacardic acids were extracted from cashew nut shell liquid
(CNSL) and antioxidant activity was determined by ABTS and DPPH methods. The
evaluation of hepatoprotective effect consisted on intragastric feeding (i.g.) of
different groups of Swiss mice for 15 consecutive days with cashew apple pulp and
anacardic acids. On 15th day of treatment, one hour after the last dose, animals
received or not acute dose of paracetamol. Blood samples were collected for
dosages of enzyme activities, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (ALP) in serum. In the liver, lipid
peroxidation, non-protein sulfhydryl groups (NP-SH) and the activity of superoxide
dismutase (SOD) were evaluated. The phytochemical profile of cashew apple pulp
revealed the presence of vitamin C (115.62 £ 2.058 mg/100g), anthocyanins (3.40
0.6777 mg/100 g), yellow flavonoids (10.19 + 1.3046 mg/100 g), carotenoids (0.71 %
0.0036 mg/100g) and polyphenols (626.5 + 3.536 mg/100g). The total antioxidant
activity of cashew apple pulp was 14.495 + 0.2475 uM Trolox/g sample and 6131.909
t 46.444 g sample/g DPPH and of the anacardic acids was 2113.72 + 141.8456 yM
Trolox/g sample and + 1073.28 11.7217 g sample/g DPPH. Pretreatment with
cashew apple pulp and anacardic acids reduced the activity of the enzymes ALT,
AST and ALP in response to stress induced by paracetamol. The cashew apple pulp
and anacardic acids reduced lipid peroxidation, inhibited the depletion of NP-SH and
SOD activity. The hepatoprotective action of the anacardic acids was more efficient

than the cashew apple pulp.

Keywords: Anacardium occidentale, anacardic acids, antioxidants, oxidative stress,

paracetamol.
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1. Introducgao

Tornou-se evidente, nos ultimos anos, a importadncia de uma alimentagao
balanceada na qualidade de vida e na saude humana. Com isso, tem-se observado,
mundialmente, um aumento no consumo de frutos e hortalicas, principalmente
devido as crescentes vantagens que a ciéncia tem apontado em relacdo a esses
alimentos, reconhecendo seu valor nutricional e terapéutico (LOPES, 2011). Os
beneficios desses vegetais na dieta vém sendo atribuidos aos compostos que
possuem potencial antioxidante, tais como as vitaminas C e E, os carotenoides e os
compostos fendlicos, especialmente os flavonoides (CERQUEIRA; MEDEIROS;
AUGUSTO, 2007; KUSKOSKI; ASUERO, MORALES, 2006; LIMA et al., 2005;
RUFINO et al., 2010).

O caju (Anacardium occindetale L.) foi escolhido para ser o objeto de estudo
desse trabalho. Ele é nativo do Nordeste brasileiro, chegando a ser difundido em
regides da Africa e da Asia. No Brasil, a producéo esta concentrada no Nordeste nos
estados do Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte (SANTOS et al., 2007). O
pseudofruto apresenta alto valor nutritivo, sendo rico em vitamina C, além de conter
carotenoides e compostos fenolicos como taninos e antocianinas (CAVALCANTE et
al., 2003). Fontes ricas em antioxidantes tém sido consideradas importantes para a
manutengdo e promogao da saude, o caju se enquadra nessa perspectiva. Existem
varios relatos na literatura sobre os beneficios dos compostos fendlicos entre os
quais se destacam atividade antioxidante (PIETTA, 2000), anti-inflamatéria
(ACCOMANDO; PELLITTERI; CORSELLO, 2010), hepatoprotetora (JANBAZ;
SAEED; GILANI, 2002) e prevengdo de doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas e alguns tipos de cancer (HU, 2011).

Inumeros compostos vém sendo avaliados quanto a sua capacidade de
proteger contra estresses oxidativos e efeitos hepatoprotetores, entretanto os que
possuem propriedades antioxidantes tém sido os de maior interesse. Diante da
riqueza do caju em antioxidantes, do interesse da cajucultura para a regido do Ceara
e o fato de nao haver trabalhos na literatura que avaliassem a capacidade protetora
da polpa de caju e dos acidos anacardicos frente a hepatotoxicidade por
paracetamol, esse tema apresentou-se como relevante para o desenvolvimento do

trabalho.
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Para demonstrar a atividade hepatoprotetora, o paracetamol foi usado como
agente indutor de estresse oxidativo. Esse farmaco € comumente utilizado como
analgésico e antitérmico, para alivio de febre, dores e incébmodos, bem como foi por
muito tempo recomendado no tratamento de sintomas associado a dengue. No
entanto, varios sao os trabalhos que relatam a toxicidade e o efeito danoso do uso
indiscriminado desse farmaco sobre diversos 6rgaos, principalmente o figado (DAY;
GRAHAM; WHELTON, 2000; LIU; LU; PENG, 2011; YOUSEEF et al., 2010). A droga
€ metabolizada majoritariamente pelo figado e sua toxicidade esta relacionada com
um de seus metabdlitos, o N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) (VALE, 2003)
que causa danos hepaticos associados com estresse oxidativo (OJO et al., 2006),
podendo até causar lesao hepatica (DAY; GRAHAM; WHELTON, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante da polpa de caju (Anacardium occindetale L.)
e dos acidos anacardicos do liquido da castanha (LCC) de caju e seus efeitos em

resposta ao estresse induzido por paracetamol.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar a capacidade antioxidante total da polpa de caju e dos acidos

anacardicos;

= Determinar a concentragao de vitamina C, antocianinas, flavonoides amarelos,

carotenoides totais e polifenois totais na polpa de caju;

= Analisar o efeito da polpa de caju e dos acidos anacardicos sobre a mucosa

gastrica de camundongos submetidos ao estresse por paracetamol;

= Determinar o efeito da administracdo da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) no soro de camundongos

submetidos a estresse por paracetamol;

= Avaliar o efeito da administragdo da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a peroxidacao lipidica no figado de camundongos submetidos a estresse

por paracetamol;

= Avaliar o efeito da administragédo da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre os grupos sulfidrilas n&o proteicos (NP-SH) no figado de camundongos

submetidos a estresse por paracetamol;

= Avaliar o efeito da administracdo da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no figado de

camundongos submetidos a estresse por paracetamol.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producao e beneficios dos frutos

O Brasil possui um grande numero de espécies de frutos com potencial de
interesse para agroindustria e nos ultimos anos, vem produzindo, anualmente, cerca
de 43 milhdes de toneladas de frutos proporcionando ao pais uma grande
diversidade dos mesmos. Muitos frutos s&o exclusivos de determinadas regides e
dentre esses pode-se citar a laranja, a banana, o caju e a uva (IBRAF, 2011). De
acordo com a Food and Agricultural Oganization (2010), o Brasil € o sexto maior
produtor de frutos frescos tropicais, sendo a primeira posi¢do ocupada pela india.

Em 2010, o Brasil apresentou bom desempenho econémico comparado com
o de 2009, com o valor total de produgcédo de 20,6 bilhdes correspondendo a um
aumento superior a 16,9%. Em contrapartida, a area colhida totalizou 2.923,139
hectares, sinalizando um aumento apenas de 0,3% em relagdo a do ano anterior
(IBGE, 2010). No ano de 2011, o Brasil produziu mais de 44 milhdes de toneladas
de frutos superando a producédo de 2010, que foi cerca de 42,6 milhdes (IBRAF,
2011).

No Estado do Ceara, a producao de frutos vem ganhando notoriedade a cada
ano, passando a ser um setor importante para o agronegocio e para a economia do
Estado. Em 2010 esta producéo apresentou um crescimento de 0,66% em relagao a
2009, alcangando um volume de 1.061.305 toneladas, representando um valor bruto
da producao de R$ 752,4 milhdes. Esse bom desempenho faz com que o Ceara seja
o0 maior exportador de frutos, ocupando, portanto, a primeira posicao de exportacoes
do nosso pais. A pauta de exportacdo do Estado, em termos de fruticultura, esta
concentrada em castanha de caju (64,7%), melao (26,4%) e banana (4,0%). Para
2012, estima-se que ocorra um aumento na producao de frutas de 9,9% com énfase
para a castanha de caju, cujo crescimento esperado na producédo é de 51,1%
(IPECE, 2012).

O consumo de frutos no mercado interno e externo vem aumentando devido
ao crescente reconhecimento do seu valor nutricional e terapéutico. Esse consumo
nao é mais uma questdo de gosto ou preferéncia pessoal, mas faz-se necessario

devido ao conteudo de nutrientes que os frutos possuem (RUFINO et al., 2010).
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Segundo Hervert-Hernandez e colaboradores (2011), a recomendacgao
americana para uma alimentagcédo saudavel € a ingestao diaria de 5 a 13 porgdes de
frutos e vegetais em uma dieta 1200-3200 calorias.

Os frutos sao considerados fontes ricas de micronutrientes essenciais, fibras
e uma grande variedade de fitoquimicos tais como compostos fendlicos e
carotenoides que individualmente ou combinados podem trazer benéficos para a
saude (HERVERT-HERNANDEZ et al., 2011; RUFINO et al., 2010). Além disso,
contribuem para a capacidade antioxidante total da dieta, a qual é derivada do poder
antioxidante de vitaminas, polifenois, carotenoides e outros componentes menores
que podem atuar de forma sinérgica (LIU et al., 2008; SAURA-CALIXTO; GONI,
2009).

O alto consumo de frutos tem sido associado com uma menor incidéncia de
doencas degenerativas, incluindo cancer, doencas cardiovasculares, inflamacao,
artrite, declinio do sistema imune, disfuncdes cerebrais e catarata (LEONG; SHUI,
2002).

3.2 Caju (Anacardium occidentale)

O cajueiro (Anacardium occidentale), membro da familia Anacardiaceae, &
uma planta tropical nativa do Brasil sendo cultivada também na india e Africa. No
Brasil, a cajucultura € uma das principais atividades agronémicas do Nordeste
brasileiro se concentrando principalmente nos Estados do Ceara, Piaui e Rio Grande
do Norte (SANTOS et al., 2007). Segundo Conab (2011), a cajucultura é de
fundamental importéncia para a economia do Ceara gerando divisas e empregos no
campo e na industria.

De acordo com o porte, dois tipos de cajueiro sdo definidos o comum e o
anao precoce. O cajueiro comum caracteriza-se pelo porte mais alto o que dificulta a
execugao dos tratos culturais e fitossanitarios. O cajueiro ando precoce caracteriza-
se pelo porte baixo, facilitando a colheita manual (FERNANDES et al., 2009). Varios
clones de cajueiro anao precoce sao cultivados no Ceara como o CCP 76, CCP 09,
CCP 1001, BRS 189 e BRS 226 (Figura 1) (ABREU, 2007; LOPES, 2011).
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Figura 1 Clone de Cajuelro-Anao Precoce BRS 226. Fonte: PAIVA et al. (2002)

O cajueiro ocupa uma posi¢ao importante entre as arvores frutiferas tropicais
devido ao aumento da comercializacdao de seus principais produtos que sao a
castanha, o liquido da casca da castanha (LCC) e o pedunculo do caju (Figura 2)
(SANTOS et al., 2007). Os principais paises produtores de castanha sao Nigéria,
india, Vietna e Brasil. Com relacdo ao pedunculo de caju, o Brasil é o principal
produtor (FAO, 2010).

O fruto do cajueiro é a castanha com 3 cm de comprimento, semelhante a
forma de um rim, apresentando coloragao cinzenta, contendo mesocarpo com
liquido viscoso de coloragdo castanha escura, denominado liquido da casca da
castanha (COSTA et al., 2009; MOTHE; AMARAL, 2004).

O LCC é um importante subproduto da producdao de castanha constituindo
uma fonte natural de compostos fendlicos. Entre seus constituintes tém-se os acidos
anacardicos (AGOSTINI-COSTA et al., 2000; CHAVES et al, 2010). Esse
subproduto é utilizado para diversos fins nas industrias de vernizes, tintas, esmaltes
e na industria automotiva (MOTHE; AMARAL, 2004).

A castanha encontra-se ligada ao pseudofruto que é formado por um

pedunculo carnoso e suculento na forma de péra sendo encontrada em trés
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coloragdes: amarelo, laranja e vermelho (ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003).
Segundo Agostini- Costa e colaboradores (2002), o Brasil € o pioneiro e lider no
aproveitamento de pedunculos de caju os quais podem ser consumidos in natura ou
utilizados para a produgao de outros produtos como suco integral, polpa congelada,

néctar, cajuina, doces em calda, desidratados e cristalizados.

Peddnculo
[peeudolnn

Figura 2: Pedunculo de c;;aju, castanha de caju e LCC. Fonte: MAZZETTO;
LOMONACO; MELE (2009).

O pedunculo de caju apresenta altos conteudos de vitamina C e compostos
fendlicos (QUEIROZ et al., 2011). Nesse pseudofruto, varios compostos com
capacidade antioxidante tém sido identificados, tais como carotenoides
(ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003), flavonoides (BRITO et al., 2007), é&cidos
fendlicos (MICHODJEHOUN-MESTRES et al., 2009a), taninos (MICHODJEHOUN-
MESTRES et al., 2009b) e acidos anacardicos (KUBO et al., 2006; TREVISAN et al.,
2006).

Anacardium occidentale tem sido alvo de diversas pesquisas cientificas,
havendo muitos relatos na literatura sobre suas atividades biologicas. As folhas de
cajueiro possuem atividade antiulcerogénica (KONAN; BACCHIN, 2007) e
antidiabéticas (KAMTCHOUING et al., 1998). A casca do caule de Anacardium
occidentale apresenta propriedade anti-inflamatéria (OLAJIDE et al., 2004,
VANDERLINDE et al., 2009) e antinoceptiva (VANDERLINDE et al., 2009). Os
pedunculos de caju possuem atividade antioxidante (BROINIZI et al., 2007,
BROINIZI et al., 2008; QUEIROZ et al., 2011). O suco de caju apresenta atividade
antimutagénica (MELO-CAVALCANTE et al., 2008) e agao antitumoral (KUBO et al.,
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1993). Os acidos anacardicos isolados de Anacardium occidentale também tém sido

alvo de pesquisas nos ultimos anos.
3.3 Acidos anacardicos

Os acidos anacardicos sdo compostos organicos formados por um acido
salicilico substituido no carbono 6 por uma cadeia alquila saturada ou insaturada
(Figura 3). Esses compostos, juntamente com o cardol, cardanol e metilcardol, séo
lipidios fendlicos nao isoprenoides, classe especial de fenois contendo uma cadeia
alquilica lateral (MORAIS, 2010). Esses lipidios fendlicos isoprenoides foram
primeiros relatados em Ginkgo biloba, mas sdo encontrados em muitas espécies da
familia Anacardiaceae, especificamente em Anacardium
occidentale (GELLERRNAN; SCHLENK, 1968).

Acido anacardico 1
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Acido anacardico 2
COOH

HuH[f:Tf‘ufxxfﬁxffhd?xuthfﬁxwf
Acido anacardico 3
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COOH
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Figura 3: Estrutura quimica dos acidos anacardicos. Fonte: TREVISAN et al.
(2006)
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Os acidos anacardicos sao acumulados principalmente na casca da castanha,
sendo encontrados também na améndoa e no pedunculo do caju (SHOBHA,;
KRISHNASWAMY; RAVINDRANATH, 1992). De acordo com Agostini-Costa e
colaboradores (2004), os pseudofrutos de caju sdo uma fonte promissora de
compostos bioativos, devido a presenca de acidos anacardicos. Isto podera abrir
caminhos para a utilizagdo do pedunculo de caju como alimento funcional
favorecendo o desenvolvimento econdbmico e social, principalmente da regido
Nordeste do Brasil.

O conteudo de acidos anacardicos encontrados no LCC, no pedunculo e na
castanha de caju foram determinados por Trevisan e colaboradores (2006). Neste
estudo, o LCC apresentou a maior quantidade de acidos anacardicos, seguida pela
castanha e pedunculo de caju.

Nos ultimos anos, varias atividades biolégicas dos acidos anacardicos tém
sido relatadas na literatura como: antioxidante (KUBO et al., 2006; TREVISAN et al.,
2006); antibacteriana (KUBO; NIHE; TSUJIMOTO, 2003); gastroprotetora (MORAIS
et al., 2010); inibidoras de enzimas como lipoxigenases (HA; KUBO, 2005;
SHOBHA; RAMADOSS; RAVINDRANATH, 1994), tirosinase (KUBO; KINST-HORI;
YOKOKAWA, 1994), ciclooxigenase (PARAMASHIVAPPA et al., 2003) histona
acetiltransferase (SUNG et al., 2008) e xantina oxidase (TREVISAN et al., 2006).
Essas atividades nos incentivaram a utilizar os acidos anacardicos na nossa

pesquisa.

3.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e a capacidade dos mecanismos de defesa antioxidante para
desintoxicar os intermediarios reativos (ROSENFELDT et al., 2012).

As ROS séao distribuidas em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO),
superoxido (O27), peroxila (ROQO) e alcoxila (RO’); e os ndo-radicalares: oxigénio,
peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso (BARREIROS; DAVID, 2006). Essas
especies sdo produzidas constantemente como consequéncia de um metabolismo
aerobico normal. Entretanto, o excesso de ROS pode causar danos em muitos
componentes celulares como lipidios, proteinas e acidos nucléicos (BUFFENSTEIN
et al., 2008; ROSENFELDT et al., 2012).
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O estresse oxidativo devido ao excesso de ROS tem sido associado com
patologias humanas e entre elas podem-se citar a diabetes (NAUDI et al., 2012),
envelhecimento celular (LIU; XU, 2011), doengas neurodegenerativas (ORSUCCI et
al., 2011) e doencas cardiovasculares (ZHANG et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4: Producao de espécies reativas de oxigénio. Fonte: ROSENFELDT et al.
(2012)

Estudos tém mostrado que altas doses de paracetamol tém provocado
estresse oxidativo afetando o sistema de defesa antioxidante do organismo,
causando peroxidacao lipidica e danos no figado (OLALEYE; ROCHA, 2008;
OLALEYE et al., 2010; SABIR et al., 2012).

Compostos antioxidantes presentes em frutos e vegetais, como vitamina C,
vitamina E, carotenoides e compostos fendlicos, tém sido conhecidos por reduzir o
risco de doencas relacionadas ao estresse oxidativo devido ao sequestro de radicais
livres (MISHRA et al., 2010). Portanto, existe um grande interesse em investigar
alimentos que contenham antioxidantes que venham promover saude como agentes

terapéuticos potenciais.



27

3.5 Defesa antioxidante

Os organismos vivos exibem mecanismos de defesa antioxidante proprio
contra danos oxidativos. Esses sao constituidos por antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (HOPPS et al.,
2010).

As enzimas antioxidantes trabalham juntas protegendo contra danos
oxidativos induzido por ROS (PILAI et al., 2007). A SOD catalisa a conversdo do
anion superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (LIU; XU, 2011). A catalase
e a GPx convertem o peroxido de hidrogénio em agua (LOBO et al., 2010).

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem a vitamina C, vitamina E,
carotenoides, compostos fendlicos e glutationa reduzida (GSH). Esses conferem
protecao ao capturar e converter oxidantes para produtos finais nao radicalares ou
através da transferéncia de oxidantes para locais em que os seus efeitos nocivos
serdo menos prejudiciais (ERKAN; WANG; WANG, 2008; SIENS, 1997).

3.5.1 Vitamina C

A vitamina C ou acido ascorbico (AA) € um antioxidante de baixo peso
molecular, soluvel em agua que interage diretamente com os radicais oxidantes por
transferéncia rapida de elétrons protegendo a célula de ROS (PATRA; SWARUP;
DWIVEDI, 2001). O acido ascorbico (AA) é a forma biologicamente ativa da vitamina
C, em condicoes fisiolégicas € oxidado a acido dehidroascorbico (DHA), o qual
também possui atividade biolégica (DEUTSCH, 2000).

O ascorbato € amplamente distribuido no reino vegetal, pois as plantas sao
capazes de sintetiza-lo. No entanto, os seres humanos ndo conseguem produzir AA
sendo entdo necessaria uma dieta rica em frutas e vegetais que sao fontes de
vitamina C (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012; TRABER; STEVENS, 2011). Alguns
frutos se destacam como fontes de AA, como acerola, camu-camu, jaboticaba e caju
(RUFINO et al., 2010).
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Estudos tém mostrado que a vitamina C desempenha varias fungdes
biolégicas atuando como cofator de enzimas principalmente hidroxilases,
antioxidante e na sintese de colageno (TRABER; STEVENS, 2011).

3.5.2 Vitamina E

A vitamina E é um antioxidante lipossoluvel sendo um potente sequestrador
de radical peroxil. Atua impedindo a reacdo em cadeia radicalar nas membranas e
nas lipoproteinas plasmaticas (MASCIO; MURPHY; SIES, 2012; TRABER;
ATKINSON, 2007). A vitamina E é composta por quatro tocoferois e quatro
tocotrienos, sendo o a-tocoferol o mais ativo (BARREIRO; DAVID, 2006). O o-
tocoferol € um nutriente necessario para o ser humano atuando na prevencao de
sintomas causados pela deficiéncia de vitamina E (TRABER; STEVENS, 2011).

3.5.3 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos poli-isoprenoides, apresentam sistema de
ligacao dupla conjugada que influenciam nas suas propriedades fisicas, quimicas e
bioquimicas. Esses pigmentos naturais estdo amplamente distribuidos na natureza,
sendo sintetizados por plantas e microrganismos. Os seres humanos tém que obté-
los a partir da alimentacdo (QUIROS; COSTA, 2006).

Esses pigmentos naturais sao responsaveis pela cor atrativa de muitos frutos
e vegetais. Além de possuirem fungdes bioldgicas, tais como atividade de pré
vitamina A, capacidade antioxidante e reforgo do sistema imunoldgico
(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012).

3.5.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifenois (contendo 2 ou mais grupos fenois) sao
metabdlitos de plantas. Constituem um grande grupo de fitoquimicos com mais de
8.000 compostos identificados. Eles sao classificados em flavonoides (antocianinas,
flavonois, flavanois, flavonas, isoflavonoides e flavanonas) e n&o-flavonoides (acidos
fendlicos, lignanas e estilbenos) (Tabela 1) (EBRAHIMI; SCHLUESENER, 2012).



Tabela 1: Classificacdo dos polifenois
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Polifenois

Flavonoides

Antocianinas

Flavonois

Flavonas

Flavanonas

Isoflavonoides

Flavanois

Isoflavonas

Isoflavanas

Mondémeros

Oligoméricos

e poliméricos

Aurantinidina,
Cianidina,
Delfinidina,

Europinidina,
Luteolinidina, etc.
Quercetina,
Miricetina,
Kaempferol, etc.
Apigenina,
Luteolina,
Tangeritina, etc.
Hesperetina,
Hesperidina, etc.
Genisteina,
Daidzeina,

Equoal, etc.

Catequina,
Epicatequina,
Epigalocatequina
etc.
Taninos
condensados,
Proantocianidinas,
etc.

Nao-

Flavonoides

Acidos

Fendlicos

Lignanas

Estilbenos

Derivados de acido

cindmico

Derivados de acido

benzoico

Acido caféico,
Acido Clorogénico,
Acido Sinapico,
etc.

Acido galico, Acido
_ Protocatéquico,
Acido Vanilico, etc.

Pinoresinal,
Esteganacina, etc.
Analogos de
resveratrol, etc.

Fonte: EBRAHIMI; SCHLUESENER (2012) com modificagdes.

Os polifenois ocorrem em alimentos de origem vegetal e sdo encontrados em

cereais, frutas, vegetais e bebidas como cha, café, vinho e cerveja (HERVERT-
HERNANDEZ et al., 2011; QUINONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2012). Eles s&o os

antioxidantes mais abundantes na dieta, sua ingestdo é dez vezes maior que a de
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vitamina C e vinte vezes maior que a de vitamina E ou carotenoides (RICE-EVANS;
MILLER, 1996).

Os compostos fendlicos tém potente acido antioxidante atuando no sequestro
de espécies reativas de oxigénio, na quelagdo de metais e como moduladores de
enzimas. Possuem efeito protetor contra doencas degenerativas relacionadas ao
envelhecimento e o seu alto consumo tem sido associado com a diminuigdo dos
riscos de cancer, doengas cardiovasculares e desordens neurodegenerativas
(PETTI; SCULLY, 2009; PIETTA et al., 1998).

Estudos tém relatado ainda que os polifenois possuem acao antimutagénica
(HEO et al, 1992), anti-inflamatéria (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1992),
antimicrobiana (CUSHNIE; LAMB, 2005) e hepatoprotetora. Segundo Yousef e
colaboradores (2010), o tratamento com quercetina, composto fendlico, restaurou as

fungdes do figado e inibiu injurias oxidativas provocadas pelo paracetamol.

3.5.5 Glutationa reduzida

A glutationa é um tripeptideo composto de cisteina, acido glutamico e glicina,
seu grupo ativo é representado pelo grupamento - SH do residuo de cisteina
(MEISTER; ANDERSON, 1983; PASTORE et al., 2003). A glutationa reduzida
(GSH) estad presente na maioria das células sendo mais abundante no meio
intracelular. E produzida em todos os 6rgdos especialmente no figado. Ela é o
principal tiol ndo proteico envolvido na defesa celular antioxidante.

A glutationa desempenha um papel importante na manutencéo das proteinas
celulares e lipidios. Atua na protegdo de membranas bioldgicas contra a peroxidagéo
lipidica. Participa de reagdes de transhidrogenacdo e na redugdo de
dehidroascorbato para ascorbato. Possui fungdes na desintoxicacdo de uma
variedade de xenobidticos, peroxidos de hidrogénio, outros perdxidos e radicais
livres. Além disso, atua como substrato para varias transferases, peroxidases e
outras enzimas que previnem ou amenizam os efeitos deletérios das espécies
reativas de oxigénio (MASCIO et al., 2012; PASTORE et al., 2003; ZAKARIA et al.,
2011).
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3.6 Paracetamol

Paracetamol, conhecido também como acetaminofeno, é muito usado no
tratamento sintomatico da febre, dores de cabeca e outras dores menores devido as
suas propriedades analgésica e antipirética (LIU; LU; PENG, 2011; OLALEYE;
ROCHA, 2008). O paracetamol tem sido considerado uma droga bem tolerada, sem
efeitos colaterais severos e excessivos (SHEEN et al., 2002), no entanto, em altas
doses pode causar hepatotoxicidade (PRESCOTT, 2000).

A toxicidade do paracetamol é relacionada ao seu metabolismo. Em doses
terapéuticas, 60-90% da droga sao metabolizadas por conjugacido, formando
metabdlitos de sulfato e glicuronideo. Enquanto 5-10% s&o oxidados por enzimas
oxidases de funcdo mista (citocromo P450) formando um metabdlito altamente
reativo o N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), que imediatamente se liga
covalentemente a glutationa reduzida (GSH) formando um conjugado GSH-
paracetamol que posteriormente, é excretado como cisteina e conjugados de
mercapturato. Apenas 1-4% de uma dose terapéutica de paracetamol séao
excretados inalterados na urina (GRAHAM; SCOTT; DAY, 2005; OJO et al., 2006;
VALE, 2003). Segundo Day e colaboradores (2000), existem relatos de casos de
lesdo hepatica grave em pacientes com o0 uso de paracetamol, a longo prazo, em
doses terapéuticas.

Em caso de sobredosagem de paracetamol, maiores quantidades da droga
sdo metabolizadas por oxidacdo devido a saturacdo da via de conjugacdo. Com
isso, se tem alta producdo de NAPQI que excede a capacidade de desintoxicagao
da GSH pelo figado (VALE 2003). O excesso de NAPQI causa danos no figado
associado com estresse oxidativo. Esse metabdlito liga-se covalentemente a varias
proteinas da célula para formar conjugados inativos (GRAHAM; SCOTT; DAY, 2005;
OJO et al., 2006). Estes conjugados podem causar danos irreversiveis como leséo
hepatica e necrose hepatica celular por varios mecanismos (YAMAMOTO et al.,
2007). Nos Estados Unidos e no Reino Unido, o envenenamento por paracetamol
tem sido mencionado como a causa mais comum de faléncia aguda do figado
(LARSON; POLSON; FONTANA, 2005; LEE et al., 2008; O’'GRADY, 2005).

Tem sido demonstrado que a ligacdo de NAPQI com grupos sulfidrila da GSH
implica na reducdo da capacidade antioxidante hepatica (BESSEMS; VERMEULEN,
2001). Além disso, de acordo com Murugesh e colaboradores (2005), o NAPQI pode
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causar danos oxidativos de numerosos componentes celulares. Assim, a deplegao
de glutationa é caracteristica da hepatoxicidade induzida por paracetamol (CAMPOS
et al., 1989; EESHA et al., 2011).

Estudos tém mostrado que a ingestdo de altas doses de paracetamol provoca
aumento da peroxidacgao lipidica no figado e elevagao de marcadores bioquimicos
no soro como aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
lactato desidrogenase (LDH) e fosfatase alcalina (ALP) (AHMAD et al., 2012; HE et
al., 2012; LIU; LU; PENG, 2011; ZAKARIA et al., 2011).

Segundo Liu e colaboradores (2011), em junho de 2009, o comité consultivo
da agéncia reguladora de alimentos e medicamentos dos EUA (FDA) recomendou
qgue novas restricdes fossem feitas para proteger a populacédo dos efeitos toxico do
paracetamol. Muitos compostos vém sendo testados quanto a sua capacidade de
proteger contra a toxicidade do paracetamol, e aqueles que possuem propriedades
antioxidantes tem sido de interesse particular (YOUSEF et al., 2010). Nesse
contexto, os frutos devido as suas propriedades antioxidantes apresentam grande

potencial de estudo nessa area.

3.7 Marcadores bioquimicos

O aumento da peroxidagao lipidica e alteragdes nas atividades de diversas
enzimas sao o0s parametros bioquimicos mais utilizados para a avaliagdo do
estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010).

A peroxidacgao lipidica € um processo de degradacado oxidativa dos acidos
graxos poli-insaturados por radicais livres. Esse processo resulta na formacao de
hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido (MDA) (LIMA,;
ABDALLA, 2001). A quantificacdo de MDA tem sido utilizada como marcador para
avaliar o estresse oxidativo (DOTAN; LICHTENBERG; PINCHUK, 2004).

A estimativa de marcadores bioquimicos no soro € um método quantitativo util
da extensdo e do tipo de dano hepatico. Esses marcadores incluem as enzimas
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), lactato
desidrogenase (LDH) e fosfatase alcalina (ALP) (LEE et al., 2012; SABIR et al,,
2012; SABIR; ROCHA, 2008).
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A ALT e AST sao aminotransferases que catalisam a transferéncia do grupo
a-amino da alanina e do aspartato para o a-cetoglutarato, respectivamente. A AST é
encontrada no figado, musculo cardiaco e esquelético, rim, cérebro, pancreas,
pulméo, leucdcito e eritrécitos. A ALT esta presente principalmente no figado, sendo
encontrado em baixas concentracées em outros tecidos (GREEN; FLAMM, 2002;
LEE et al, 2012). A ALT é um indicador sensivel de lesdo hepatica aguda sendo
mais seletiva que a AST (SHAH et al., 2002). Os niveis das aminotransferases no
soro sao elevados em situagdo de danos no figado devido a migragdo dessas
enzimas para o sangue (GIRISH et al., 2009b).

A LDH esta presente no coracéao, figado, rim, pulmao, hemacias, cérebro,
musculo esquelético e tecido linfoide (PALMER, 2001). E utilizada para o diagndstico
de danos ou doengas no figado, embora seja menos especifica que AST e ALT
como marcador de lesdo hepatica. Em dano hepatocelular, tem-se observado o
aumento das concentragdes da LDH no soro (GITLIN; SERIO, 1992).

A ALP é um grupo de enzimas encontrada no osso, figado, intestino, rim,
placenta e glébulos brancos. Ela é excretada normalmente via bile pelo figado.
Injurias no figado devido a toxinas podem resultar em uma excrecao defeituosa de
ALP por hepatdcitos que sédo percebidas pelos seus niveis aumentados no soro. A
elevacdo dessa enzima acontece em situacdes de obstrugao biliar ou extra-hepatica
e doencas osseas (LEE et al, 2012; RAJESH; LATHA, 2004).
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4. MATERIAL

4.1 Material vegetal

Os pedunculos de caju (Anacardium occindetale L.), clone BRS 226,
utilizados nesse trabalho foram obtidos do Campo Experimental de Pacajus, Ceara,
pertencente a EMBRAPA. Os pedunculos foram colhidos no estadio de maturacao 6
(maduros) em novembro de 2011. Em seguida, foram transportados para o
laboratério de Bioenergética da Universidade Federal do Ceara (UFC) e
armazenados a — 20°C.

As castanhas de caju, clone CCP 76, utilizadas para obtengdo dos acidos
anacardicos foram colhidas no ano de 2011, na localidade de Uberaba, municipio

Beberibe, Ceara.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos "swiss" machos, pesando entre 30 a 35 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais
foram mantidos sob-regime alimentar conveniente, agua ad libitum, com ciclos de 12
horas no escuro e 12 horas no claro e condigcdes adequadas de temperatura e
umidade. O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da UFC, sob numero 19/12. Os animais foram manipulados de
acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA).

4.3 Reagentes

Todos os reagentes listados na metodologia foram de grau analitico.
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5. METODO

5.1. Obtencao das amostras

5.1.1 Polpa de caju

Pseudofrutos em estadio fisiologicamente maduro foram triturados e
homogeneizados para a obtenc¢ao da polpa. Em seguida, a polpa foi acondicionada

em eppendorfs e armazenada -20°C para posterior utilizacao.

5.1.2 Acidos anacardicos

Os acidos anacardicos foram fornecidos pelo Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade
Federal do Ceara. Para obtencao desses acidos as castanhas foram manualmente
separadas do caju para extragao do liquido da casca da castanha (LCC). As cascas
de castanha foram cortadas em fragmentos pequenos e o LCC foi extraido através
de aquecimento brando. Em seguida, o LCC foi dissolvido em etanol e a esta
solugao foi adicionado hidroxido de calcio. Esta mistura foi mantida sob forte
agitacao. O precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com etanol. A mistura
de anacardatos de calcio foi dissolvida com acetato de etila, agua e HCI e mantida
sob vigorosa agitagcdo durante 1 h. Em seguida, foi filtrada em funil de Blchner
sendo o filtrado transferido para um funil de separacao. Apds a separacao da fase
aquosa, a fase organica foi lavada por varias vezes com agua e com uma solugao
saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro,
concentrada no evaporador rotatério, fornecendo um oleo escuro, caracterizado

como uma mistura de acidos anacardicos (TREVISAN et al., 2006).
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5.2 Determinacao do potencial antioxidante

5.2.1 Atividade antioxidante total da polpa de caju e acidos anacardicos

5.2.1.1 Preparo dos extratos

Os extratos utilizados para determinacdo da atividade antioxidante total e
polifenois totais foram obtidos a partir de 2 g de polpa de caju e 1 g de acidos
anacardicos, seguindo a metodologia de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997).
Foram pesados 2 g de polpa e 1 g de acidos anacardicos, em béqueres, adicionados
40 mL de metanol 50%, homogeneizados e deixados em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Entao, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm durante
30 minutos. Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi recolhido em um balédo
volumétrico de 100 mL e denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da primeira
extragdo, foram adicionados 40 mL de acetona 70 %, sendo homogeneizado e
deixado em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Foi feita uma nova
centrifugacédo a 5.000 rpm durante 30 minutos, sendo o sobrenadante recolhido
(sobrenadante 2) e adicionado ao baldo volumétrico contendo o sobrenadante 1. O

volume final (baldo) foi ajustado para 100 mL com agua destilada.

5.2.1.2 Ensaio ABTS

O método ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico) utilizado
foi descrito por Miller e colaboradores (1993), com modificagcdes. Inicialmente, a
partir dos extratos obtidos no item 5.2.1.1, foram preparadas trés diferentes
concentragdes para a polpa de caju (5.000, 15.000 e 20.000 mg/L ) e para acidos
anacardicos (250 , 500 e 1.000 mg/L). Em tubos de ensaio, foram adicionados, em
ambiente escuro, 30 pL do extrato e 3,0 mL da solucéo do radical ABTS*" diluidos
em alcool etilico até obtencdo de uma absorbancia de 0,700 = 0,01 a 734 nm,
preparada a partir da solugcdo estoque de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140
mM, 16 horas antes da analise. Foi utilizada solugdo do antioxidante sintético, 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox-Sigma 2000 yM) como

antioxidante padréo. A atividade antioxidante total foi calculada com base em uma
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curva padrao de doses decrescentes de Trolox. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 734 nm, 6 minutos apos a adi¢ao da

solugao do radical e os resultados expressos em uM Trolox/ g de amostra.

5.2.1.3 Ensaio DPPH

A atividade antioxidante também foi avaliada pelo método de sequestro de
radical 1,1-difenil-2-picrilhi-drazil (DPPH"), descrito por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995), com modificagdes. Inicialmente, a partir dos extratos obtidos no item
5.2.1.1, foram preparadas trés diferentes concentragdes para a polpa de caju (5.000,
15.000 e 20.000 mg/L) e acidos anacardicos (250, 500 e 1.500 mg/L). Em tubos de
ensaio, foram adicionados, em ambiente escuro, 100 pyL do extrato de cada diluicdo
e 3,9 mL do radical DPPH. A atividade antioxidante total foi calculada com base em
uma curva padrao de doses crescentes de DPPH. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 515 nm sendo monitoradas a cada
minuto, onde foi observada a reducdo da absorbancia até sua estabilizagcdo. A
atividade antioxidante foi expressa como a concentracdo de antioxidante requerida
para reduzir a quantidade de radicais livres em 50% (ECso). Os valores de ECs

foram expressos em g de amostra/g DPPH.

5.2.2 Antioxidantes nao enzimaticos da polpa de caju

5.2.2.1 Determinagao de vitamina C

A vitamina C foi determinada de acordo com método de Strohecker e Henning
(1967). Amostras de 1 g de polpa de caju foram homogeneizadas com 30 mL de
acido oxalico 0,5% (refrigerado) e adicionadas em balédo volumétrico (100 mL),
sendo o volume completado com acido oxalico 0,5%. Uma aliquota de 5 mL dessa
solucao foi titulada com solucdo padronizada de 2,6-diclorofenol indofenol 0,02%,
sendo o ponto de viragem detectado visualmente. Todas as analises foram feitas em

duplicata e os resultados expressos em mg /100 g de polpa.

5.2.2.2 Determinagao de antocianinas
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O teor de antocianinas totais foi determinado de acordo com o método de
Francis (1982). Amostras de 1 g de polpa de caju foram homogeneizadas com 30
mL de solugdo de etanol-HCI (1,5 N) e adicionadas em baldo volumétrico de 50 mL
(sem filtrar), sendo o volume completado com solugdo de etanol-HCI (1,5 N). O
material foi deixado em repouso a 4°C por uma noite sendo depois filtrado para um
béquer (50 mL). A absorbéancia foi medida a 535 nm. O branco foi composto apenas
da solugéo de etanol-HCI (1,5 N). Todas as analises foram feitas em duplicata e os
resultados expressos em mg/100g de polpa. Os calculos foram realizados através da

formula:

Absorbéncia x fator de diluicao/ (98,2)

5.2.2.3 Determinagao de flavonoides amarelos

O teor de flavonoides amarelos foi determinado de acordo com o método de
Francis (1982). Amostras de 1 g de polpa de caju foram homogeneizadas com 30
mL de solugdo de etanol-HCI (1,5 N) e adicionadas em baldo volumétrico de 50 mL
(sem filtrar), sendo o volume completado com solugdo de etanol-HCI (1,5 N). O
material foi deixado em repouso a 4°C por uma noite sendo depois filtrado para um
béquer (50 mL). A absorbancia foi medida a 374 nm. O branco foi composto apenas
da solugéo de etanol-HCI (1,5N). Todas as analises foram feitas em duplicata e os
resultados expressos em mg/100g de polpa. Os calculos foram realizados através da

formula:

Absorbancia x fator de diluigdo/ (76,6)

5.2.2.4 Determinagao de carotenoides totais

Os carotenoides totais foram determinados pelo método de Higby (1962).
Amostras de 5 g de polpa de caju foram homogeneizada com 15 mL de alcool
isopropilico e 5 mL de hexano. Apds a agitacado, o conteudo foi transferido para um
funil de separagdo de 125 mL, sendo completado o volume com agua destilada.
Deixou-se em repouso por 30 minutos, seguindo-se a lavagem do material. Repetiu-

se essa operagao por mais trés vezes. Filtrou-se o conteudo para um baldo
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volumétrico de 25 mL, onde foram adicionados 2,5 mL de acetona e completado o
volume com hexano. O branco foi composto de 2,5 mL de acetona e 22,5 mL de
hexano. As leituras foram realizadas a 450 nm e os resultados expressos em

mg/100 g de polpa, calculados através da formula:

Carotenoides totais = (Ass0 X 100)/(250 x L x W), onde:
A4s0 = absorbancia;
L = largura da cubeta em cm;

W = quociente entre a massa da amostra em g e o volume final da diluicdo em mL

5.2.2.5 Determinacgao de polifenois extraiveis totais

A quantificacao de compostos polifendlicos foi realizada conforme descrito por
Obanda e Owuor (1997). Esse método envolve a reducdo do reagente Folin-
Ciocalteau pelos compostos fendlicos das amostras com concomitante formacao de
um complexo azul, cuja intensidade aumenta linearmente a 700 nm. Em tubos de
ensaio, foram adicionados, em ambiente escuro, 100 pyL de extrato (obtido no item
5.2.1.1), completando para 250 yL com agua destilada, 250 pyL da solugdao Folin-
Ciocalteau (1:3), 500 pL da solugao de carbonato de sédio anidro (Na,CO3) a 20 %,
500 uL de agua destilada e, em seguida, a mistura de reagao foi homogeneizada. As
concentracdes de polifenois soluveis totais foram calculadas com base em uma
curva padrao de doses crescentes de acido galico 98% (Acros Organics). As leituras
foram realizadas em leitor de microplacas (Spectronic Genesys 2) em comprimento
de onda de 700 nm, 30 minutos apds a adi¢cdo dos reagentes. Os resultados foram
expressos em mg de equivalente de acido galico (GAE)/100 g de polpa. Todas as

analises foram feitas em duplicata.

5.3 Estudo do efeito protetor da polpa de caju e dos acidos anacardicos contra

estresse induzido por paracetamol

5.3.1 Preparo do paracetamol

Paracetamol em comprimido de 750 mg da marca Tylenol foi utilizado. O
comprimido foi macerado e dissolvido em agua a 37°C (OLALEYE; ROCHA, 2008).
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A dose de paracetamol utilizada foi de 500 mg/Kg (GIRISH et al., 2009a; GIRISH et
al., 2009b).

5.3.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em oito grupos (n=10);

= Grupo controle: animais que receberam por via intra gastrica (via i.g.) 200 yL
de agua durante 15 dias consecutivos;

= Grupo AO: animais que receberam por via i.g. 200 yL de azeite de oliva
durante 15 dias consecutivos;

= Grupo AAs: animais que receberam por via i.g. 200 pyL de acidos anarcardicos
(300 mg/Kg) solubilizado em azeite de oliva durante 15 dias consecutivos;

» Grupo PC: animais que receberam por via i.g. 200 yL de polpa de caju
durante 15 dias consecutivos;

= Grupo P: animais que receberam por via i.g. 200 yL de agua durante 15 dias
consecutivos e que foram submetidos a ingestdo de uma dose aguda de
paracetamol (500 mg/kg) por via i.g.;

= Grupo AO+P: animais que receberam por via i.g. 200 yL de azeite de oliva
durante 15 dias consecutivos e que foram submetidos a ingestdo de uma
dose aguda de paracetamol (500 mg/kg) por via i.g.;

» Grupo AAs+P: animais que receberam por via i.g. 200 pL de acidos
anarcardicos (300 mg/Kg) solubilizado em azeite de oliva durante 15 dias
consecutivos e que foram submetidos a ingestdo de uma dose aguda de
paracetamol (500 mg/kg) por via i.g.;

= Grupo PC+P: animais que receberam por via i.g. 200 yL de polpa de caju
durante 15 dias consecutivos e que foram submetidos a ingestdo de uma

dose aguda de paracetamol (500 mg/kg) por via i.g.

Os animais receberam por via i.g. os tratamentos (agua, azeite de oliva, acidos
anacardicos solubilizados em azeite de oliva e polpa de caju) durante 15 dias
consecutivos. No 15° dia de tratamento, 1 hora apds a ultima dose, foi administrada
por via i.g. dose aguda de paracetamol (500 mg/Kg de peso). As amostras de
sangue foram coletadas pelo plexo retro-orbital antes do inicio dos tratamentos (dia

0) e 24 horas ap6s a ingestao do paracetamol (dia 16), para posterior obtencéo do
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soro. Em seguida, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os
orgaos: timo, baco, rim, estdmago e figado foram removidos e observados
macroscopicamente. O timo, baco, rim e figado foram pesados. Os estdbmagos foram
lavados com agua destilada e utilizados para confecgéo das laminas para avaliagao
da presenca ou auséncia de lesdes. Os figados foram imediatamente colocados em
nitrogénio liquido (-196°C) e rapidamente armazenados a -80°C para analises
posteriores da peroxidagao lipidica, da enzima superdxido dismutase (SOD) e dos
grupos sulfidrilas nao proteicos (NP-SH). O estudo do efeito protetor de polpa de
caju e acidos anacardicos baseou-se em estudo realizado por Ramanathan e
Kittusamy (2011), com modificagoes.

A dose de acidos anacardicos utilizada neste trabalho foi escolhida de acordo

com estudo prévio de toxicidade realizado por Carvalho e colaboradores (2011).

5.3.3 Determinagdo da atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) no soro de

camundongos tratados com polpa de caju e acidos anacardicos

5.3.3.1 Coleta de soro

O sangue dos animais foi coletado individualmente e deixado em repouso
durante 2 horas a temperatura ambiente para retracdo do coagulo. Apds esse
tempo, o soro foi separado do coagulo por centrifugagao a 8000 rpm por 10 minutos
a 4°C, obtendo-se o soro limpido e livre de hemacias, sendo esse devidamente
identificado e armazenado a -80° C para posterior analise das atividades das
enzimas ALT, AST e ALP.

5.3.3.2 Determinagao da atividade das enzimas ALT, AST e ALP

Utilizou-se o método cinético para a determinacéo das atividades séricas das

enzimas ALT, AST e ALP, seguindo as recomendacgdes do fabricante.

5.3.4 Determinacao da peroxidagao lipidica no figado de camundongos

tratados com polpa de caju e acidos anacardicos
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A peroxidagao lipidica foi determinada por estimagdo do malondialdeido
(MDA) usando o teste do acido tiobarbiturico (AGAR et al., 1999). O figado foi
homogeneizado em tampao KCI 10% (pH 7,4) para preparagao do homogenato a
10%. Um volume de 250 yL do homogenato foi incubado em banho maria a 37°C
por 60 min. Apds a incubacgéao, foram adicionados 400 uL de acido perclérico 35% e
as amostras centrifugadas a 14000 rpm por 10 min. A 600 pL do sobrenadante
foram adicionados 200 pL de acido tiobarbiturico 1,2% e levados ao banho maria a
95-100°C por 30 min. Em seguida, a solugéo foi retirada e deixada a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada a 532 nm em leitor de microplacas.
A curva padrao foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Os resultados foram

expressos como nanomoles de MDA por grama de tecido (nmol/g tecido).

5.3.5 Determinagao dos grupos sulfidrilas nao proteicos (NP-SH) e da atividade
da enzima superéxido dismutase (SOD) no figado de camundongos tratados

com polpa de caju e acidos anacardicos

5.3.5.1 Determinagao dos grupos sulfidrilas nao proteicos (NP-SH)

Os grupos sulfidrilas nado proteicos foram determinados pelo método
espectrofotométrico de Sedlak e Lindsay (1968). O figado foi homogeneizado com
uma solugdo de EDTA 0,02M gelada, para preparagdo do homogenato a 10%. Em
seguida, foram adicionados a uma aliquota de 0,5 mL do homogenato, 0,4 mL de
agua destilada e 0,1 mL de acido tricloroacético 50% e entdo as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 min. Um volume de 0,5 mL foi ent&do retirado do
sobrenadante e adicionado 1 mL de tampao Tris 0,4 M, pH 8,9 e 25 uL de acido
ditionitrobenzoico (DTNB) 0,01 M. A absorbancia foi medida dentro de 5 min a 412
nm em leitor de microplacas. A concentragao de NP-SH foi calculada através de uma
curva padrao de glutationa reduzida (GSH) e os resultados expressos em ug de NP-
SH/g de tecido.

5.3.5.2 Determinagao da atividade da enzima SOD

A concentragao de superoéxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método

espectrofotométrico de Beauchamp e Fridovich (1971) com modificagées. O figado
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foi homogeneizado em tampé&o fosfato de potassio 50 mM (pH 7.8) para obtencédo de
um homogenato a 10% e centrifugado a 3600 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 minutos, 12000 rpm, 4°C).
Em uma placa de 96 pogos, foram misturados 100 uL do meio de reagao (tampao
fosfato de potassio 50mM, EDTA 100nM e L-metionina 19,5mM pH 7,8), 5 pL da
amostra (sobrenadante), 15 yL de NBT 750 uM e 30 uL de riboflavina 10uM. A placa
foi exposta a lampada fluorescente (20 W) por 15 minutos. A absorbancia foi medida
a 560 nm em leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em unidades da
enzima, que é a quantidade de SOD necessaria para inibir a taxa de reducéo do
NBT em 50%, por grama de proteina.

5.3.5.2.1 Determinagao de proteinas no figado

A concentracao de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976).
O figado foi homogeneizado em tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7.8) para
obtencdo de um homogenato a 10% e centrifugado a 3600 rpm por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 minutos, 12000 rpm,
4°C). Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 2,5 yL de amostra
(sobrenadante) completando para 10 uL com agua destilada e 100 uL de Bradford. A
absorbancia foi medida dentro de 15 min a 595 nm. A concentragdo de proteinas foi
calculada através de uma curva padrao de albumina sérica bovina (BSA) e os

resultados expressos em mg de proteina/g de tecido.

5.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao. Todos os
calculos foram realizados utilizando o programa Graphpad PRISMA, versao 5.02. A
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste Tukey foi usada, para comparar os
dados entre os grupos, quando os resultados eram paramétricos. Para dados néo
paramétricos utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
Kruskal-Wallis. As diferencas foram consideradas significativas com um nivel de
confianca de 95% (p < 0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacao da atividade antioxidante total

A tabela 2 mostra os resultados obtidos para a atividade antioxidante total da
polpa de caju e dos acidos anacardicos determinada pelos métodos ABTS e DPPH.
Os valores sao expressos para o método ABTS em pM Trolox/g de amostra e para o
método DPPH em g de amostra/g DPPH. A atividade antioxidante total pelo método
ABTS foi de 14,495 + 0,248 uM Trolox/ g para a polpa de caju e 2.113,720 + 141,845
MM Trolox/ g para os acidos anacardicos. A atividade antioxidante total pelo método
DPPH foi de 6.131,909 + 46,444 g de amostra/g DPPH para a polpa de caju e
1.073,28 £ 11,722 g de amostra/g DPPH para os acidos anacardicos.

Tabela 2. Atividade antioxidante total da polpa de caju e dos acidos anacardicos.

Atividade antioxidante ABTS (uM Trolox/g) DPPH (g de amostral/g
total* DPPH)
Polpa de caju 14,495 £ 0,248 6.131,909 + 46,444
Acido anacardicos 2.113,720 + 141,845 1.073,280 + 11,722

*Valores sao expressos como média * desvio padrao

6.2 Determinacao de antioxidantes nao enzimaticos da polpa de caju

Os antioxidantes nédo enzimaticos da polpa de caju foram determinados e os
resultados estdo expressos na Tabela 3. Os teores observados de vitamina C,
antocianinas, flavonoides amarelos e carotenoides foram de 115,62 + 2,058 mg; 3,40
+ 0,678 mg; 10,19 + 1,305 mg e 0,71 £ 0,004 mg por 100g de polpa de caju. O
conteudo de polifenois extraiveis totais foi de 626,5 + 3,536 mg de equivalentes de

acido galico (GAE) por 100g de polpa de caju.
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Tabela 3. Antioxidantes ndo enzimaticos em polpa de caju.

Antioxidantes nao enzimaticos em mg/100g

polpa de caju *

Vitamina C 115,62 £ 2,058
Antocianinas 3,40 £ 0,678
Flavonoides amarelos 10,19 + 1,305
Carotenoides totais 0,71 £ 0,004
Polifenois extraiveis totais 626,5 + 3,536

*Valores sao expressos como média * desvio padrao.

6.3 Avaliagcao do efeito protetor da polpa de caju e dos acidos anacardicos em

reposta ao estresse induzido por paracetamol

Para avaliar o efeito protetor da polpa de caju e dos acidos anacardicos,
camundongos foram divididos em 8 grupos e submetidos a diferentes tratamentos
durante 15 dias consecutivos. O grupo controle corresponde aos animais que
ingeriram apenas agua. Os animais dos grupos AO, AAs e PC receberam apenas
azeite de oliva, acidos anacardicos e polpa de caju, respectivamente. Os animais
dos grupos P, AO+P, AAs+P e PC+P receberam agua, azeite de oliva, acidos
anacardicos e polpa de caju, além de uma dose aguda de paracetamol,
respectivamente.

A tabela 4 apresenta os resultados referentes a mortalidade, peso dos
animais e peso relativo dos ¢érgéos (figado, rim, baco e timo). Os resultados
indicaram que a administragado de polpa de caju e acidos anacardicos por 15 dias e
a dose aguda de paracetamol, ndo provocaram alteragdes significativas no peso dos
animais (colunas 2 e 3) e nem tampouco no peso relativo de nenhum dos 6rgaos
avaliados dos animais submetidos aos diferentes tratamentos quando comparados
com o controle (Colunas 5 a 8). Em relacdo a mortalidade, sé foram registradas

mortes de animais nos grupos AO+P e AAs+P.
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Tabela 4. Peso dos animais nos dias 0 e 15 apds diferentes tratamentos,

mortalidade e peso relativo dos 6rgaos.

Grupos* Peso Peso Mortalidade Peso Peso Peso Peso
dia0 dia15 relativo relativo rim relativo relativo
(9) (9) figado (9) baco (g) timo (g)
(9)

Controle 30,76t 34,66+% 0/10 0,04357 0,006997+0, 0,001777+0, 0,0009452+
2978 3,227 10,005 0007 0002 0,0002

AO 32,74+ 36,69t 0/10 0,04191 0,006621+0, 0,002041+0, 0,0006829+
2613 3,142 10,004 0008 0004 0,0002

Aas 32,82+ 34,98t 0/10 0,04214 0,007239+0, 0,002028+0, 0,0006485+
2502 2,755 10,004 0007 0006 0,0001

PC 32,70+ 37,13% 0/10 0,03913 0,007553+0, 0,001764+0, 0,0008424+
2,621 2913 10,003 0009 0003 0,0002

P 33,27+ 37,33t 0/10 0,04230 0,006454+0, 0,001641+0, 0,0008073+
1,567 1,998 10,004 0007 0003 0,0003

AO+P 32,01+ 35,76+ 1/10 0,04173 0,007114+0, 0,002194+0, 0,0008160+
2,192 2,970 10,002 0006 0004 0,0003

AAs + P 33,99+ 36,35t 1/10 0,04456 0,007253+0, 0,001985+0, 0,0007693+
2,022 2,586 10,007 0009 0002 0,0002

PC+P 30,85+ 34,74+ 0/10 0,04388 0,007110+0, 0,001967+0, 0,0006632+
1,638 2,023 10,005 0006 0004 0,0002

Controle: grupo tratado com agua; AO: grupo tratado com azeite de oliva; AAs:
grupo tratado com acidos anacardicos; PC: grupo tratado com polpa de caju; P:
grupo tratado com agua e dose aguda de paracetamol; AO +P: grupo tratado com
azeite de oliva e dose aguda de paracetamol; AAs + P: grupo tratado com acidos
anacardicos e dose aguda de paracetamol; PC+ P: grupo tratado com polpa de caju
e dose aguda de paracetamol. n=10 para todos os grupos. *Valores sdo expressos
como média £ desvio padrao.
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Apds analise macroscopica da mucosa gastrica, nao foram observadas lesdes
visiveis na mucosa gastrica em nenhum grupo tratado ou ndo e que recebeu ou néo
paracetamol (Figuras 5, 6, 7 e 8). A comparagcédo entre os animais nao tratados
(Figura 5A) e tratados com paracetamol (Figura 5B) indica que n&o houve diferenca
entre esses grupos em relagdo aos estbmagos e que o paracetamol ndo induziu
lesbes macroscopicas na mucosa gastrica. Além disso, quando avaliados os
estdmagos de animais tratados com azeite de oliva (Figura 6A), acidos anacardicos
(Figura 7A) e polpa de caju (Figura 8A) e comparados com os dos animais que
ingeriram além desses tratamentos a dose aguda de paracetamol, ndo foram

observadas nenhuma alteracao visivel (Figuras 6B, 7B e 8B).

(B)

| | ' J | N
Figura 5. Efeito do paracetamol sobre a mucosa gastrica. Estbmagos de animais
tratados apenas com agua (A) e tratados com agua e dose aguda de paracetamol

(B).
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(B)

; | | /
Figura 6. Efeito do paracetamol sobre a mucosa gastrica de animais tratados
com azeite de oliva. Estbmagos de animais tratados apenas com azeite de oliva (A)
e tratados com azeite de oliva e dose aguda de paracetamol (B).

Figura 7. Efeito do paracetamol sobre a mucosa gastrica de animais tratados
com acidos anacardicos. Estbmagos de animais tratados apenas com acidos
anacardicos (A) e tratados com acidos anacardicos e dose aguda de paracetamol

(B).
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Figura 8. Efeito do paracetamol sobre a mucosa gastrica de animais tratadoé
com polpa de caju. Estbmagos de animais tratados apenas com polpa de caju (A) e
tratados com polpa de caju e dose aguda de paracetamol (B).

A administracdo de paracetamol causou danos no figado que foram
evidenciados por alteragdo nos parametros bioquimicos do soro e do figado de
camundongos (Figuras 9-14). Por outro lado, o pré-tratamento com polpa de caju e
acidos anacardicos protegeram contra danos induzidos por paracetamol em
camundongos (Figuras 9-14).

As figuras 9, 10 e 11 mostram a atividade das enzimas ALT, AST e ALP no
soro de camundongos, apds a administragdo de dose aguda de paracetamol,
respectivamente.

A figura 9 mostra uma elevagao significativa (p < 0,05) na atividade da ALT
em torno de 67,19% para o grupo P e de 51,49% para o grupo AO+P, quando
comparados ao grupo controle. Nos grupos AAs+P e PC+P, observou-se uma
reducao significativa (p < 0,05) na atividade da ALT em torno de 56,89% e 34,19%,
respectivamente, quando comparados com o grupo P. Os grupos que foram tratados
somente com azeite de oliva, acidos anacardicos e polpa de caju (grupos AO, AAs e
PC) apresentaram resultados similares aos do controle, sem diferenca estatistica

significativa (p > 0,05).
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Figura 9. Efeito da administragcdao da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a atividade de alanina aminotransferase (ALT) no soro de camundongos
submetidos a estresse por paracetamol. Controle: grupo tratado com agua; AO:
grupo tratado com azeite de oliva; AAs: grupo tratado com acidos anacardicos; PC:
grupo tratado com polpa de caju; P: grupo tratado com agua e dose aguda de
paracetamol; AO +P: grupo tratado com azeite de oliva e dose aguda de
paracetamol; AAs + P: grupo tratado com acidos anacardicos e dose aguda de
paracetamol; PC+ P: grupo tratado com polpa de caju e dose aguda de paracetamol.
Valores sdo expressos como média + desvio padrao (n=10). °Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p < 0,05); °Grupos pré-tratados com acidos
anacardicos e polpa de caju que diferem significativamente do grupo paracetamol (p
<0,05).

A figura 10 representa o efeito da administracdo da polpa de caju e dos
acidos anacardicos sobre a atividade de aspartato aminotransferase (AST) no soro
de camundongos submetidos a estresse por paracetamol. Houve um aumento
significativo (p < 0,05) da atividade da AST de 23,84% no grupo P e de 23,22% no
grupo AO+P, quando comparados ao grupo controle. No grupo AAs+P, observou-se
uma reducgao significativa (p < 0,05) na atividade da AST em torno de 22,82%,
quando comparado com o grupo P. Foi também evidenciada uma redugdo da
atividade da AST de 7,74% no grupo PC+P em relagdo ao grupo P, porém essa
reducao nao foi significativa (p > 0,05). A atividade de AST nos grupos AO, AAs e
PC, cujos animais foram tratados somente com azeite de oliva, acidos anacardicos e
polpa de caju, respectivamente, ndo diferiu estatisticamente daquela do grupo

controle.
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Figura 10. Efeito da administragao da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a atividade de aspartato aminotransferase (AST) no soro de
camundongos submetidos a estresse por paracetamol. Controle: grupo tratado
com agua; AO: grupo tratado com azeite de oliva; AAs: grupo tratado com acidos
anacardicos; PC: grupo tratado com polpa de caju; P: grupo tratado com agua e
dose aguda de paracetamol; AO +P: grupo tratado com azeite de oliva e dose aguda
de paracetamol; AAs + P: grupo tratado com acidos anacardicos e dose aguda de
paracetamol; PC+ P: grupo tratado com polpa de caju e dose aguda de paracetamol.
Valores sdo expressos como média + desvio padrao (n=10). °Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p < 0,05); "Grupos pré-tratados com acidos
anacardicos e polpa de caju que diferem significativamente do grupo paracetamol (p
<0,05).

Na figura 11, esta representado o efeito da administragcdo da polpa de caju e
dos acidos anacardicos sobre a atividade de fosfatase alcalina (ALP) no soro de
camundongos submetidos a estresse por paracetamol. Houve aumento significativo
(p < 0,05) da atividade da ALP de 24,28% para o grupo P e de 24,89% para o grupo
AO+P, quando comparados ao grupo controle. O grupo AAs+P quando comparado
com o grupo P, apresentou uma reducao significativa (p < 0,05) na atividade da ALP
de 24,36%. Foi também evidenciada reducdo de 12,85% na atividade de ALP para o
grupo PC+P, quando comparado ao grupo P, mas essa redug¢ao nao foi significativa
(p > 0,05). Nos grupos AO, AAs e PC, nos quais os animais foram tratados somente
com azeite de oliva, acidos anacardicos e polpa de caju, a atividade de ALP n&o

diferiu significativamente (p > 0,05) do grupo controle.
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Figura 11. Efeito da administragao da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a atividade de fosfatase alcalina (ALP) no soro de camundongos
submetidos a estresse por paracetamol. Controle: grupo tratado com agua; AO:
grupo tratado com azeite de oliva; AAs: grupo tratado com acidos anacardicos; PC:
grupo tratado com polpa de caju; P: grupo tratado com agua e dose aguda de
paracetamol; AO +P: grupo tratado com azeite de oliva e dose aguda de
paracetamol; AAs + P: grupo tratado com acidos anacardicos e dose aguda de
paracetamol; PC+ P: grupo tratado com polpa de caju e dose aguda de paracetamol.
Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n=10). *Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p < 0,05); °Grupos pré-tratados com acidos
anacardicos e polpa de caju que diferem significativamente do grupo paracetamol (p
<0,05).

O efeito protetor da polpa de caju e dos acidos anacardicos sobre a
peroxidacao lipidica apdés a ingestdo de paracetamol foi determinado através da
quantificagcdo de MDA e os resultados estao representado na figura 12. Os grupos P
e AO+P apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no nivel de MDA em
relagao ao controle em torno de 29,57% e 30,53%, respectivamente. O grupo AAs+P
quando comparado com o grupo P, mostrou uma reducéo significativa (p < 0,05) nos
niveis de MDA de 29,23%. Foi evidenciada reducdo de 26,33% da peroxidacao
lipidica no grupo PC+P, quando comparado com aquela do grupo P, mas essa
reducao nao foi significativa (p > 0,05). Os animais que foram tratados somente com
azeite de oliva, acidos anacardicos e polpa de caju (grupos AO, AAs e PC)
apresentaram valores de MDA similares ao do grupo controle, sem diferenca

significativa (p > 0,05).
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Figura 12. Efeito da administragao da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a peroxidagao lipidica. O nivel de malondialdeido foi determinado em
homogenatos de figados apds diferentes tratamentos. Controle: grupo tratado com
agua; AO: grupo tratado com azeite de oliva; AAs: grupo tratado com acidos
anacardicos; PC: grupo tratado com polpa de caju; P: grupo tratado com agua e
dose aguda de paracetamol; AO +P: grupo tratado com azeite de oliva e dose aguda
de paracetamol; AAs + P: grupo tratado com acidos anacardicos e dose aguda de
paracetamol; PC+ P: grupo tratado com polpa de caju e dose aguda de paracetamol.
Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n=10). *Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p < 0,05); °Grupos pré-tratados com acidos
anacardicos e polpa de caju que diferem significativamente do grupo paracetamol (p
<0,05).

A figura 13 mostra o nivel de NP-SH no figado apds a ingestdo de uma dose
aguda de paracetamol. Os resultados apontam para uma diminuigdo significativa (p
< 0,05) no nivel de NP-SH de 70,83% no grupo P e de 61,79% no grupo AO+P,
quando comparados com o grupo controle. O pré-tratamento com acidos
anacardicos, grupo AAs+P, reduziu significativamente a deplecdo de NP-SH em
torno de 77,49% (p < 0,05), assim como para o pré-tratamento com polpa de caju,
grupo PC+P, cuja redugao da deplegcao de NP-SH foi de 38,28% (p > 0,05), quando
comparados com o grupo P. Os grupos que foram tratados somente com azeite de
oliva, acidos anacardicos e polpa de caju e ndo receberam dose aguda de
paracetamol, grupos AO, AAs e PC, apresentaram valores de NP-SH similares ao do

controle, sem diferenca estatistica significativa (p > 0,05).
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Figura 13. Efeito da administragao da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre os niveis de grupos sulfidrilas nao proteicos (NP-SH) em homogenatos
de figado de camundongos submetidos a estresse por paracetamol. Controle:
grupo tratado com agua; AO: grupo tratado com azeite de oliva; AAs: grupo tratado
com acidos anacardicos; PC: grupo tratado com polpa de caju; P: grupo tratado com
agua e dose aguda de paracetamol; AO +P: grupo tratado com azeite de oliva e
dose aguda de paracetamol; AAs + P: grupo tratado com acidos anacardicos e dose
aguda de paracetamol; PC+ P: grupo tratado com polpa de caju e dose aguda de
paracetamol. Valores sdo expressos como média + desvio padrdao (n=10). *Grupos
que diferem significativamente do grupo controle (p < 0,05); ® Grupos pré-tratados
com acidos anacardicos e polpa de caju que diferem significativamente do grupo
paracetamol (p < 0,05).

A figura 14 apresenta a atividade da SOD em homogenatos de figado de
camundongos apoés tratamento com dose aguda de paracetamol. A atividade da
SOD diminui significativamente (p < 0,05) de 73,49% no grupo P e de 73,36% no
grupo AO+P, quando comparados ao grupo controle. Os grupos AAs+P e PC+P,
apresentaram uma elevacao significativa (p < 0,05) na atividade da SOD em torno
de 66,94% e 65,71%, quando comparados ao grupo P, respectivamente. Ademais
as atividades da SOD nesses grupos (AAs+P e PC+P) foram semelhantes ao do
controle. Os grupos que foram tratados somente com azeite de oliva, acidos
anacardicos e polpa de caju (grupos AO, AAs e PC) nao diferiram estatisticamente

(p > 0,05) do grupo controle, apresentando valores de atividade de SOD similares.
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Figura 14. Efeito da administragcao da polpa de caju e dos acidos anacardicos
sobre a atividade de superéxido dismutase (SOD) em homogenatos de figado
de camundongos submetidos a estresse por paracetamol. Controle: grupo
tratado com agua; AO: grupo tratado com azeite de oliva; AAs: grupo tratado com
acidos anacardicos; PC: grupo tratado com polpa de caju; P: grupo tratado com
agua e dose aguda de paracetamol; AO +P: grupo tratado com azeite de oliva e
dose aguda de paracetamol; AAs + P: grupo tratado com acidos anacardicos e dose
aguda de paracetamol; PC+ P: grupo tratado com polpa de caju e dose aguda de
paracetamol. Valores sdo expressos como média + desvio padrdao (n=10). *Grupos
que diferem significativamente do grupo controle (p < 0,05); Grupos pré-tratados
com acidos anacardicos e polpa de caju que diferem significativamente do grupo
paracetamol (p < 0,05).



56

7. DISCUSSAO

Ha uma grande variedade de espécies frutiferas, estando essa riqueza
associada com as caracteristicas regionais, especialmente a heterogeneidade da
flora das Américas do Norte e do Sul (RUFINO et al., 2010). O consumo dos frutos
tropicais tem aumentado devido a um reconhecimento de seus valores terapéuticos
e nutricionais. Dentre esses frutos, o caju pode ser citado por sua riqueza em
vitamina C e quantidades significativas de carotenoides e antocianinas, substancias
com elevado potencial antioxidante (COURI et al., 2003). Os pseudofrutos do caju
utilizados nesse trabalho foram obtidos da EMBRAPA e sdo oriundos de cajueiros
(Anacardium occidentale L.) do clone BRS 226. Foi feita uma avaliacao da
composigao de fitoquimicos e da atividade antioxidante total da polpa desses
pseudofrutos que seriam posteriormente administrados aos animais para
determinacao do efeito hepatoprotetor dessa polpa.

Os valores obtidos para a atividade antioxidante foram de 14,495 uM Trolox/ g
pelo método ABTS e de 6.131,909 g de amostra/g DPPH pelo método do DPPH. Em
relacdo ao conteudo de fitoquimicos, foram determinados 115,62 mg de vitamina C;
3,40 mg de antocianinas; 10,19 mg de flavonoides amarelos; 0,71 mg de
carotenoides e 626,5 de polifenois por 100g de polpa de caju. Quando comparados
com dados existentes na literatura, observou-se uma variacido nos valores obtidos
nos diferentes estudos, mas os resultados obtidos nesse trabalho encontram-se na
média. Como por exemplo, Rufino e colaboradores (2010) encontraram para o
pseudofruto de caju uma atividade antioxidante pelo método ABTS de 11,2 uyM
Trolox/ g, valor inferior ao encontrado neste trabalho. Entretanto, utilizando o método
DPPH, esses mesmo autores encontraram uma atividade de 7.142 g de amostra/g
DPPH, valor inferior ao encontrado para o clone BRS 226 nesse estudo. Ja Abreu
(2007), avaliando a capacidade antioxidante por ABTS de pseudofrutos de varios
clones de caju encontrou valores entre 6,84 a 34,35 uM Trolox/ g de polpa, estando
o resultado do presente estudo dentro dessa faixa. Em relacdo a vitamina C,
Contreras-Calderdn e colaboradores (2010) avaliaram varios frutos, dos quais o caju
e evidenciaram valor superior de vitamina C (228 mg de vitamina C/100g de
amostra) quando comparado ao valor determinado para o BRS 226. Entretanto,
Maia e colaboradores (2004), analisando pedunculos de diferentes clones de

cajueiro, evidenciou 158,26 mg de vitamina C/100g de amostra, valor mais préximo
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ao determinado nesse estudo. Ja para antocianinas, Lopes (2011) avaliando
pedunculos de caju encontrou valores de antocianinas entre 3,44 e 9,05. Abreu
(2007) encontrou em pseudofruto de diferentes clones de caju valores de
antocianinas variando de 0,39 a 23,42 mg/100 g. Nesse mesmo trabalho, Abreu
evidencia para flavonoides amarelos valores que variam de 30,14 a 75,19 mg/100g,
valores superiores aos determinados para BRS 226. Contrariamente, Vasconcelos
(2011) mostrou que o suco de caju continha 3,92 mg de flavonoides amarelos/100g,
menor teor que o evidenciado nesse trabalho. Em relagdo aos carotenoides, o
conteudo de carotenoides encontrado para BRS 226 foi superior ao evidenciado por
Rufino e colaboradores (2010). No entanto, encontra-se na faixa de 0,22 a 0,93
mg/100g determinada por Abreu (2007). O teor de compostos fendlicos
determinados para BRS 226 foi superior ao encontrado por Contreras-Calderén e
colaboradores (2010) que evidenciaram 445 mg de GAE/100 g de amostra. Para
BRS 226, os principais antioxidantes ndo enzimaticos encontrados foram os
polifenois e a vitamina C com o percentual de 84,34% e 15,56%, respectivamente,
em relagdo aos outros antioxidantes. De acordo com Abreu (2007), a agéo
antioxidante de pedunculos de caju deve-se a dois compostos bioativos, os
polifenois e a vitamina C, nao sendo desconsiderado o sinergismo que existe entre
todos os compostos fitoquimicos encontrados no caju, que também podem contribuir
para essa acao antioxidante.

Como esse estudo se propde a trabalhar com os acidos anarcardicos,
determinou-se a atividade antioxidante total desses compostos. Os acidos
anacardicos sao lipideos fendlicos nao isoprenoides, encontrados na familia das
Anacardiaceae e que despertam grande interesse por suas atividades biologicas
como antioxidante (TREVISAN et al., 2006), antibacteriana (KUBO; NIHE;
TSUJIMOTO, 2003) e gastroprotetora (MORAIS et al., 2010). Esses acidos
anacardicos sao encontrados nao apenas no 6leo da castanha do caju, mas também
no bagaco e no suco da fruta (TOYOMIZU et al., 2000 apud MORAIS et al., 2010).
Para os acidos anacardicos foi determinada a atividade antioxidante total pelos
métodos ABTS e DPPH, verificando-se valor de 2.113,72 uM Trolox/ g, enquanto
pelo DPPH obteve-se uma atividade de 1.073,28 g de amostra/g DPPH. Trevisan e
colaboradores (2006) também evidenciaram forte atividade antioxidante para esses
acidos anacardicos. Esses autores mostraram que o pedunculo de caju contém 1,10

g de acidos anacardicos por kg de pseudofruto de caju. No presente estudo foi
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evidenciada uma atividade antioxidante mais elevada para os acidos anacardicos,
quando comparados com a polpa de caju.

Uma vez determinada a atividade antioxidante da polpa de caju e dos acidos
anacardicos e o conteudo de vitamina C, antocianinas, flavonoides amarelos,
carotenoides e polifenois da polpa de caju, partiu-se para os ensaios in vivo a fim de
evidenciar o potencial hepatoprotetor da polpa de caju e dos acidos anacardicos
contra a hepatotoxicidade induzida por paracetamol. Esse modelo de
hepatotoxicidade pelo paracetamol foi escolhido, porque apesar do paracetamol ser
um farmaco bastante conhecido, amplamente utilizado como agente analgésico e
antipirético e ser considerado seguro em doses terapéuticas, ao ser administrado em
maiores doses e indiscriminadamente pode produzir necrose hepatica em animais e
humanos (AMAR, SCHIFF, 2007; SCHIDT et al., 1997), podendo ser empregado
como um agente hepatotoxico experimental (SABIR et al., 2012; SABIR; ROCHA,
2008). O estresse oxidativo é relatado por ser o principal mecanismo na patogénese
de danos no figado induzido por paracetamol (BESSEMS; VERMEULEN, 2001;
OZDEMIRLER et al., 1994). De acordo com Dai e Cenderbaum (1995) durante
ativacdo metabdlica do paracetamol no sistema citocromo P450 s&o produzidos
peroxido de hidrogénio e anion superoxido (ROS).

Para avaliar o efeito protetor da polpa de caju e dos acidos anacardicos,
camundongos foram divididos em 8 grupos e submetidos a diferentes tratamentos,
animais receberam agua, azeite de oliva, acidos anacardicos e polpa de caju
durante 15 dias consecutivos e no 15 dia depois do ultimo tratamento, alguns
grupos receberam dose aguda paracetamol. O efeito protetor foi verificado a partir
de dosagens das atividades das enzimas séricas ALT, AST e ALP, bem como da
SOD e dos niveis de NP-SH hepaticos, além da peroxidacao lipidica também dos
figados e observacbes macroscopica dos estdbmagos. Foram também observados
parametros como peso do animal, peso relativo dos érgdos apos tratamento e
mortalidade.

Nao foram observadas diferengas significativas no peso relativo de érgéos
dos animais, quando comparados 0s grupos entre si, mesmo para 0s animais que
receberam a dose aguda do paracetamol. Carvalho e colaboradores (2011),
avaliando a toxicidade subaguda dos acidos anacardicos em camundongos,

mostraram que a ingestdo durante 30 dias de acidos anacardicos na dose de 300
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mg/kg ndo causou mudangas significativas no peso relativo de 6érgados como figado,
baco, rim e coracgao.

A andlise visual realizada na mucosa gastrica de camundongos submetidos a
estresse por paracetamol mostrou que o paracetamol n&o causa lesdes
macroscopicas nos estdmagos (Figuras 5, 6, 7 e 8). O paracetamol ndo é relatado
por seus efeitos toxicos ao estbmago, uma vez que sua toxicidade esta relacionada
com a metabolizagdo que ocorre majoritariamente no figado, onde portanto séo
evidenciado os danos (RAY et al, 1996 apud OLALEYE et al, 2010).
Contrariamente ao possivel efeito toxico nos estdmagos, ha trabalhos mostrando
efeito gastroprotetor do paracetamol, como o estudo realizado por Kolfschoten e
colaboradores (1983). Esses autores demonstraram que o paracetamol reduziu
lesdes gastricas induzidas por etanol e hidroxido de sodio em ratos, evidenciando
uma agao gastroprotetora para o paracetamol. Morais e colaboradores (2010)
também demonstraram que os acidos anacardicos de caju apresentavam efeito
gastroprotetor contra danos na mucosa gastrica induzida por etanol, sugerindo que
essa gastroprotecao é possivelmente mediada por mecanismos antioxidantes.

Em relagdo as enzimas séricas marcadoras de danos no figado, nos grupos P
e AO+P foi observado aumento da atividade de ALT, AST e ALP, quando
comparados com o grupo controle em que nao houve ingestdo do paracetamol.
Esses dados evidenciam o efeito hepatotoxico do paracetamol, mesmo em dose
aguda e corroboram com os dados encontrados na literatura que mostram que a
ingestdo de paracetamol causa elevacdo das enzimas séricas ALT, AST e ALP
devido a danos hepaticos (EESHA et al., 2011; GIRISH et al., 2009b;
NAGALEKSHMI et al., 2011; ZAMANI-MOGHADDAM et al., 2012). Necrose
hepatocelular ou danos na membrana fazem com que essas enzimas sejam
liberadas na circulacdo sanguinea e a quantidade determinada é proporcional ao
grau de dano no figado (EESHA et al., 2011; NKOSI; OPOKU; TERBLANCHE,
2005). Vale ainda salientar que o paracetamol induz necrose hepatocelular marcada
pelo aumento das atividades de ALT, AST e ALP, como sugerido por Yousef e
colaboradores (2010). Por outro lado, um efeito protetor pode ser evidenciado,
quando frente ao estresse por paracetamol, observa-se em resposta a um pré-
tratamento uma diminuicdo dessas atividades enzimaticas, como no caso com polpa
de caju e acidos anacardicos (PC+P e AAs+P) em que houve decréscimo nas

atividades das enzimas ALT, AST e ALP (Figuras 9, 10 e 11). O decréscimo na
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atividade das enzimas ALT, AST e ALP no grupo AAs+P foi maior quando se
compara com o grupo PC+P (Figuras 9, 10 e 11). Portanto, a polpa de caju e os
acidos anacardicos apresentaram um efeito protetor contra a toxicidade induzida por
paracetamol, sendo esse efeito mais efetivo em animais quem foram pré-tratados
com acidos anacardicos. Essa atividade hepatoprotetora da polpa de caju e dos
acidos anacardicos evidenciada pela diminuicdo das enzimas marcadoras de danos
hepaticos sédo atividades biolégicas terapéuticas novas encontradas para esses
compostos. No entanto, estudos com outros compostos vém demonstrando a
atividade hepatoprotetora, em modelo de hepatotoxicidade induzida por
paracetamol, sendo evidenciada pela diminuicdo das atividades dessas enzimas.
Como He e colaboradores (2012) que demonstraram que o pré-tratamento com
rifampina diminuiu significativamente as atividades das enzimas AST e ALT no soro
de camundongos apos administracdo de paracetamol e relacionaram essa redugéo
da atividade enzimatica com efeito protetor dessa substéncia. Sabina e
colaboradores (2010) mostraram que a piperine, um ingrediente ativo da pimenta
preta reduziu significativamente as atividades das enzimas AST, ALT e ALP no soro
de camundongos, atenuando a hepatoxicidade induzida por paracetamol. Ainda,
Olaleye e colaboradores (2010) trabalhando com extrato de folhas de Boerhaavia
diffusa administrado por sete dias em camundongos, evidenciaram uma redugéo nas
atividades das enzimas ALT, AST e ALP no soro de ratos que receberam
paracetamol, mostrando que esse extrato possui propriedade hepatoprotetora contra
danos no figado induzidos por paracetamol mediada pelo aumento das defesas
antioxidantes.

Outro paréametro para avaliar danos no figado € a mensuragdo da
peroxidacao lipidica pelos niveis de MDA, que € um dos produtos do estresse
oxidativo sendo formado durante o processo de peroxidagao lipidica (DOTAN;
LICHTENBERG; PINCHUK, 2004; LIMA; ABDALLA, 2001). A peroxidagao lipidica
causa perda da fluidez e integridade da membrana além de perda das fungbes das
células do figado (SMITH et al., 1987). Este dano peroxidativo resulta na fuga de
enzimas e metabdlitos para circulacdo (NAGALEKSHMI et al., 2011). Os niveis
elevados de MDA no figado de camundongos tratados com paracetamol refletem na
peroxidacao lipidica e danos na membrana plasmatica como consequéncia do
estresse oxidativo (GIRISH et al., 2009b). Houve um aumento nos niveis de MDA

no figado de animais dos grupos P e AO+P (Figura 12), quando comparados com o
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grupo controle, que nao recebeu paracetamol. Esses dados evidenciam a
hepatotoxidade do paracetamol, mesmo quando administrado em dose aguda e
corrobora com alguns estudos que tém mostrado a capacidade do paracetamol de
elevar os niveis de MDA no figado, soro, rim de camundongos e ratos (AHMAD et
al., 2012; LIU; LU; PENG, 2011; NAGALEKSHMI et al., 2011). Quando comparados
0S animais pré-tratados com acidos anacardicos e polpa de caju e que receberam
paracetamol (grupos AAs+P e PC+P) com os animais nao tratados que receberam
paracetamol (grupo P), observou-se uma reducao dos niveis de MDA em ambos os
grupos pré-tratados, sendo a protegdo conferida pelos acidos anacardicos mais
efetiva, proporcionando uma maior reducédo desse aumento (Figura 12). Portanto, a
polpa de caju e os acidos anacardicos conferiram protegdo ao figado contra a
peroxidacao lipidica. Essa protecdo pode estar associada aos seus constituintes
antioxidantes que podem atuar sequestrando varios tipos de radicais impedindo que
estes causem danos ao tecido. Além disso, a protecao desempenhada pelos acidos
anacardicos pode ser também devido a inibicgdo da enzima xantina oxidase
(TREVISAN et al., 2006). Assim como para a reducao das atividades enzimaticas
encontradas nesse trabalho, o efeito hepatoprotetor evidenciado pela diminuicdo da
peroxidagao lipidica € uma atividade nao antes relatada para polpa de caju e acidos
anacardicos. No entanto, Ahmad e colaboradores (2012) mostraram que a
hesperidina, principal bioflavonoide encontrado em laranja e limdo doce, apresentou
a capacidade de reduzir os niveis de MDA em figado e rins de animais sofreram
estresse por paracetamol, podendo ser um modulador util para aliviar o estresse
oxidativo induzido por paracetamol. Ja Liu e colaboradores (2011) avaliaram a
atividade hepatoprotetora dos flavonoides totais (TFs) presentes no fruto Rosa
laevigata Michx em camundongos tratados por paracetamol e evidenciaram que a
administracdo de TFs durante cinco dias consecutivos foi capaz de reduzir
significativamente a produgcdo de MDA em animais submetidos a estresse por
paracetamol. Esses autores sugeriram que os TFs possuem uma atividade benéfica
contra os efeitos toxicos do paracetamol e poderiam ser utilizados para o
desenvolvimento de uma droga hepatoprotetora. Ademais Zamani-Moghaddam e
colaboradores (2012) demonstraram que o pré-tratamento e o pds-tratamento com
extrato de Fumaria vaillantii, fumarato monometil (componente ativo de Fumaria

vaillantii) e silimarina (flavolignana de sementes de Silybum marianum) reduziram a
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producdo de MDA aumentada no figado de camundongos apds a administragao de
paracetamol, possuindo assim agcao hepatoprotetora.

Dando continuidade a avaliacdo dos danos por paracetamol, os niveis dos
grupos sulfidrilas ndo proteicos foram determinados. Essa dosagem é importante,
porque o mecanismo de toxicidade do paracetamol provoca a diminuicdo no
conteudo de glutationa, devido a ligacdo do NAPQI, metabdlito reativo do
paracetamol, com os grupos sulfidrilas de glutationa que resulta na deplegédo do
“pool” de GSH no figado (AHMAD et al., 2012; MALHI, GORES, LEMASTERS, 2006;
SETTY et al., 2007). A glutationa (GSH) € um tripeptideo que sequestra metabdlitos
téxicos e desempenha um papel importante em sistemas de defesa antioxidante
(ZAMANI-MOGHADDAM et al., 2012). Os principais papéis da GSH sdo manter o
balango intracelular redox e eliminar xenobidticos e espécies reativas de oxigénio
(ROS) (MYHRSTAD et al., 2002). A GSH ¢ a principal fonte de grupos sulfidrilas n&o
protéicos no figado (NP-SH). Houve uma redugao nos niveis de NP-SH no figado de
animais dos grupos P e AO+P, quando comparados com o grupo controle, que néo
recebeu paracetamol (Figura 13). O nivel de GSH também é diminuido durante o
combate as ROS produzidos pelo NAPQI e alguns outros metabdlitos do
paracetamol (MLADENOVIC” et al., 2009). Os grupos sulfidrilas sdo conhecidos por
estar entre os mais importantes antioxidantes endogenos (MLADNOVIC® et al.,
2009; ZAKARIA et al.,, 2011). Ja para os animais pré-tratados com acidos
anacardicos e polpa de caju e que receberam dose aguda de paracetamol (grupos
AAs+P e PC+P) houve um aumento no conteudo de NP-SH em comparagao com o
grupo P, sendo esse aumento mais elevado nos animais pré-tratados com acidos
anacardicos. Evidencia-se que a polpa de caju e os acidos anacardicos foram
capazes de minimizar a deple¢cdo de NP-SH provocada pelo paracetamol. Esse
resultado pode ser atribuido ao sequestro de radicais livres desempenhados por
essas substancias e a inibicdo da enzima xantina oxidase pelos acidos anacardicos
(TREVISAN et al., 2006). Sabir e Rocha (2008) demonstraram que o extrato aquoso
de Solanum fastigiatum (falsa “Jurubeba”) administrado por sete dias consecutivos
em camundongos apos a administragcdo de paracetamol foi capaz de restaurar os
niveis de NP-SH que foram reduzidos pela administragdo do paracetamol. Esses
autores sugeriram que a acgao protetora desse extrato esta relacionada com a
presenga de compostos fendlicos, como rutina e quercetina, os quais ja sdo bem

conhecidos como agentes hepatoprotetores. Sabir e colaboradores (2012)
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evidenciaram que o extrato etandlico de folhas de Solidago microglossa
administrado por sete dias consecutivos em camundongos também foi capaz de
restaurar os niveis de NP-SH frente a estresse por paracetamol e sugeriram que
essa acao hepatoprotetora estava relacionada ao conteudo de compostos fendlicos
contidos nesse extrato. Kumar e colaboradores (2010), em estudo avaliando o efeito
protetor de extrato de tubérculos de Momordica tuberosa contra danos no figado
induzido por paracetamol, mostraram que esse extrato inibiu a deplecao dos niveis
de GSH no figado induzida pelo paracetamol, sugerindo ainda que o efeito protetor
estava relacionado ao potencial antioxidante desse extrato.

Ainda para avaliar a atividade hepatoprotetora da polpa de caju e acidos
anacardicos, foi mensurada a atividade da SOD nos homogenatos de figados. A
atividade da SOD é um indice sensivel a dano hepatorenal, uma vez que essa
enzima sequestra anion superéxido para formar perdxido de hidrogénio levando a
diminuicao de efeitos toxicos (SABINA et al., 2010). Observou-se uma diminui¢ao da
atividade dessa enzima nos grupos P e AO+P, quando comparados aos animais do
grupo controle (Figura 14). Essa diminuicdo pode estar associada ao aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas pelo paracetamol, o que levaria ao
consumo desta enzima na desintoxicagao de ROS, como sugerido por Mladnovic” e
colaboradores (2009). A reducgao da atividade da SOD causada por intoxicagao com
paracetamol é suportada por varios estudos (KANBUR et al., 2009; SABINA et al.,
2010; SABIR; ROCHA, 2008). Contrariamente aos achados de diminuicdo da
atividade de SOD nos grupos P e AO+P, houve um aumento na atividade da SOD
nos animais dos grupos AAs+P e PC+P, quando comparados com os animais do
grupo P (Figura 14), mostrando que os acidos anacardicos e a polpa de caju foram
capazes de prevenir a diminuicdo da atividade da SOD provocada pelo paracetamol.
Essa prevencao pode estar relacionada a inibigdo da enzima xantina oxidase
desempenhada pelos acidos anacardicos (TREVISAN et al., 2006) como também ao
sequestro de radicais realizados pela polpa de caju e acidos anacardicos, como
sugerido por Nagalekshmi e colaboradores (2011) em seus trabalhos com extratos
etandlicos de Andrographis paniculata e Swertia chirayta. Esses autores
demonstraram que a ingestao desses extratos apds administracdo de paracetamol
em camundongos Swiss foi capaz de evitar a diminuicdo da atividade da SOD,
devido ao sequestro de radicais pelos extratos. Segundo Murugesh e colaboradores

(2005), a administracdo de antioxidantes diminui a reducédo da atividade da SOD
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induzida por paracetamol. Yousef e colaboradores (2010) demonstraram que a
administracado de quercetina, composto fendlico abundante em alimentos e bebidas
como maca, tomate, brocolis, cha e café, por 15 dias consecutivos, foi capaz de
aliviar a redugao da atividade da SOD pelo paracetamol, protegendo contra injurias
oxidativas. Ja Olaleye e Rocha (2008) evidenciaram efeito do tratamento com
extratos de plantas (Kigelia africana, Hibiscus sabdariffa, Calotropis procera e
Alchornea cordifolia) por sete dias consecutivos apdés a administracdo de
paracetamol em melhorar a inibicdo da atividade da SOD causada por paracetamol.
Esses autores sugeriram que a atividade hepatoprotetora dessas plantas pode ser
mediada através da preservagao de niveis normais de atividades antioxidantes.
Diante de todos os achados, fica evidente a atividade antioxidante e
hepatoprotetora da polpa de caju e dos acidos anacardicos contra estresse induzido
por paracetamol em camundongos. Essa protecéo € indicada através da reducéo da
atividade das enzimas séricas ALT, AST e ALP, dos niveis de MDA e prevencgao da
diminuicdo dos niveis de NP-SH e da atividade da SOD no figado. O efeito
hepatoprotetor deve estar associado a atividade antioxidante. Pode-se creditar o
efeito hepatoprotetor da polpa, aos acidos anacardicos e aos diversos antioxidantes
presentes, dentre os quais os polifenois que foram mais representativos. Vale
salientar que apesar dos acidos anacardicos serem pouco representativos na polpa
(TREVISAN et al., 2006), ainda assim eles estdo presentes, conforme demonstrado
por Agostini-Costa e colaboradores (2004) que determinaram os teores de acidos
anacardicos em pedunculo de oito clones de cajueiro disponiveis no Nordeste do
Brasil e verificaram que 100 g de pedunculo de caju continham de 20 a 55 mg de
acidos anacardicos. Trevisan e colaboradores (2006) mostraram que 100 g de
pedunculo de caju possuiam 110 mg de acidos anacardicos. Com esses dados,
pode-se inferir que, quando os camundongos foram alimentados com polpa de caju
durante 15 dias eles receberam aproximadamente 3,3 mg de acidos anacardicos.
Ademais conforme demonstrado no presente trabalho, os &acidos anacardicos
apresentam uma elevada atividade antioxidante e sdo capazes de conferir protegao
mais efetiva contra estresse por paracetamol. Nao podendo, portanto, ser

negligenciada sua participacédo na protecao conferida pela polpa de caju.
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8. CONCLUSOES

A polpa de caju rica em vitamina C, carotenoides e polifenois, bem como os
acidos anacardicos revelaram efeito hepatoprotetor em resposta ao estresse
induzido por paracetamol em camundongos. A capacidade antioxidante e
hepatoprotetora da polpa de caju e dos acidos anarcadicos foram evidenciadas pelo
decréscimo da atividade das enzimas ALT, AST e ALP no soro e inibicdo da
peroxidacao lipidica, diminuicdo da deplecdo de NP-SH e da atividade da SOD no
figado. A acao hepatoprotetora dos acidos anarcadicos foi mais eficiente que a da
polpa de caju sugerindo-se que a protecdo desempenhada pela polpa esteja
relacionada aos acidos anacardicos e aos diversos antioxidantes presentes, dentre

0s quais os polifenois que foram mais representativos.
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