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RESUMO

Anacardium occidentale L. (familia Anacardiaceae) € uma espécie nativa do Brasil,
popularmente conhecida como cajuzinho do Cerrado ou cajui, antes classificada como A.
microcarpum, de acordo com as classificacBes sitematicas atuais, é descrita apenas como uma
variacdo do famoso caju. Com o objetivo de entender a diversidade fitoquimica da espécie A.
occidentale e sua atividade bioldgica, foi realizado neste estudo um levantamento fitoquimico
de diferentes partes da planta (folhas e cascas) coletados em dois fragmentos diferentes do
Cerrado Brasileiro (coletados nas cidades de "Lavras da Mangabeira” e "Crato", ambos do
estado do Ceard) pela técnica de sistema Acquity UPLC (Waters), associado ao sistema
Quadrupole/tempo de voo, além das anélises fisico-quimicas dos solos. Avaliou-se ainda a
citotoxicidade e marcadores oxidativos dos extratos (folha e cascas) coletados em Crato-CE,
Brasil, além de uma anélise cientométrica e bibliogréfica avaliando a produtividade da
pesquisa com a espécie vegetal. Como resultados foi possivel observar diferencas na
granulometria, entre as duas andlises de solo (Crato e Lavras da Mangabeira). Treze
compostos estavam presentes em pelo menos uma das partes vegetais: folhas ou casca, mais
presentes nas duas areas tanto em Crato como em Lavras da Mangabeira. Ambos os extratos
se mostraram estatisticamente semelhancas entre os grupos. Em relacdo as atividades
citotoxicas com diferentes linhagens celulares, apresentaram uma moderada atividade
citotoxica para células cancerigenas, além de ndo alterar significativamente os marcadores
oxidativos (tiois proteicos e ndo proteicos), contudo houve aumento dos niveis de Fe** em
elevadas concentracBes. Quanto a cientometria, o primeiro trabalho publicado se deu
inicialmente em 1941, totalizando 2.030 trabalhos registrados até marco de 2020, em sua
maioria artigos originais e de revisao nas areas biologicas, farmacoldgicas e toxicoldgicas,
destacando o Brasil, liderando o ranking de publica¢des. A prospeccdo de produtos naturais é
um estudo importante, pois a partir destes, pode-se encontrar produtos de grande valia na
pratica clinica. Neste contexto, o interesse na pesquisa ligada a area de produtos naturais
bioativos se torna promissora, considerando a riqueza local de fontes naturais e o grande
nimero de espécies ainda ndo estudadas do ponto de vista tanto fitoquimico como
farmacoldgico.

Palavras-chave: Cerrado. Solo. Chapada do Araripe. UPLC-QTOF. Cancer.
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ABSTRACT

Anacardium occidentale L. (family Anacardiaceae) is a native species from Brazil, popularly
known as cashew savanna or cashew, formerly classified as A. microcarpum, according to
current systemic classifications, it is described only as a variation of the famous cashew (fruit
commercially famous). In order to understand the phytochemical diversity of the species A.
occidentale and its biological activity, a phytochemical survey of different parts of the plant
(leaves and bark) collected in two different Brazilian Cerrado fragments (collected in the
cities of "Lavras da Mangabeira™ and "Crato”, both from the state of Ceara) by the Acquity
UPLC system technique (Waters), associated with the Quadrupole/flight time system, in
addition to the physicochemical analyzes of the soils. The cytotoxicity and oxidative markers
of extracts (leaf and bark) collected in Crato-CE, Brazil were also evaluated, in addition to a
scientometric and bibliographic analysis evaluating the research productivity with the plant
species. As a result it was possible to observe differences between the two soil analyzes, such
as the granulometry. Thirteen compounds were present in at least one of the vegetable parts:
leaves or bark, most present in both Crato and Lavras da Mangabeira. Both extracts showed
statistically similarities between the groups. Regarding the cytotoxic activities with different
cell lines, both extracts showed a moderate cytotoxic activity for cancer cells, besides not
significantly altering the oxidative markers (protein and non-protein thiol), however there was
an increase in Fe®* levels at high concentrations. As for scientometrics, the first work
published was initially in 1941, totaling 2,030 works registered until March 2020, mostly
original and review articles in the biological, pharmacological and toxicological areas,
highlighting Brazil, leading the ranking of publications. The prospecting of natural products is
an important study, because from these, you can find products of great value in clinical
practice. In this context, the interest in research related to the bioactive natural products area
Is promising, considering the local richness of natural sources and the large number of species
not yet studied from the phytochemical and pharmacological point of view.

Keywords chevy: Cerrado. Ground. Chapada do Araripe. UPLC-QTOF. Cancer.
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Investigacdo fitoquimica, citotéxica, toxicoldgica e cientométrica de Anacardium occidentale L.

(Cajueiro)

1. INTRODUCAO

O uso de compostos quimicos de origem vegetal sempre teve relevancia para as
populacgdes tradicionais que os utilizam para fins medicinais, uma vez que essa pratica €
tdo antiga quanto a especie humana (MACIEL et al., 2002; BARROS et al., 2013),
esses compostos muitas vezes encontrados nas formas de chés (decoccgdo e infusdo),
extratos e 6leos essencias, vem crescendo significativamente nos altimos tempos,
ganhando destaque pela pesquisa cientifica envolvendo inddstrias de cosméticos,
perfumarias, farmacéuticas, dentre outras, destacando sua importancia econémica no
mercado (ZOUARI, 2013; CUNHA et al., 2015).

No entanto, plantas que ocorrem em diferentes condi¢cbes ambientais
apresentam variacdo qualitativa e quantitativa de seus metabolitos secundarios, tidos
como responsaveis pelas suas atividades bioldgicas, além disso, fatores fisiologicos
podem alterar a sintese desses compostos, dependendo das condi¢des que o vegetal
esteja exposto, como: composicao fisico-quimica do solo, pluviometria, luminosidade,
exposicao direta aos raios UV, fenologia, sazonalidade, dentre outros fatores abidticos,
sdo responsaveis pela mudanca na producdo de seus constituintes (SANTOS et al.,
2009; DUARTE et al., 2010; BARBOSA-FILHO et al., 2014). Pesquisas afirmam que
condigdes adversas contribuem significativamente para o aumento ou diminui¢do da
producdo de um determinado composto, dependendo da sua necessidade (DUARTE et
al., 2010).

Contudo, os metabdlitos secundarios que tem outras funcionalidades para os
vegetais que os produzem em termos de adaptacdes de um modo geral, apresentam
inimeras propriedade biolégicas de alta relevancia para o homem (PEREIRA;
CARDOSO, 2012; SIMOES et al., 2016; DUARTE et al., 2016; COSTA et al., 2017).
Um acumulo de evidéncias indica que compostos de origem vegetal podem ser
promissores no controle de radicais livres, carcinogenicidade e genotoxicidade de
relevancia para a pesquisa (WACZUK et al., 2015; MUBASHAR et al., 2015).

Neste contexto, pesquisadores em todo mundo tem se empenhado na busca de
novos farmacos com propriedades carcinogénicas, considerados uma alternativa viavel e

promissora (WACZUK et al., 2015). Visto que, concomitante ao aumento de radicais
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livres, consequentemente um aumento considerdvel de danos ao genoma humano pode
ser apresentado, contribuindo para o surgimento da doenca (HUA et al., 2014), que é
considerado atualmente um grande problema de saude publica a nivel global (INCA,
2013; WHO, 2008), caracterizada pelo crescimento desordenado de células que
desencadeiam uma proliferacdo progressiva e resisténcia a morte celular por possuirem
defeitos nos mecanismos que governam a proliferacdo celular normal (KENNY et al.,
2007). Entretanto, um fator importante na busca de novas moléculas bioativas no
tratamento contra o cancer é a seletividade para as células tumorais (LUZ et al., 2018).

Assim, para neutralizar os efeitos negativos ocasionados as células normais, tém
sido dadas consideravel atencéo a procura de substancias naturais que mimetizem danos
as celulas normais (PAPATRIANTAFYLLOU, 2012), sem ocasionar genotoxicidade
nem desencadear marcadores oxidativos. Ensaios toxicologicos e citotoxicos de
produtos vegetais sdo altamente recomendados, uma vez que faz parte dos
procedimentos que contribuem para a padronizagdo de produtos fitofarmacéuticos
(ANANTHA, 2013; CHOODHARY, 2011). Ensaios desta natureza sao realizados em
dois métodos in vivo e in vitro, sendo que os testes in vitro sdo mais recomendados por
serem mais faceis de manuseio, economicamente mais viaveis e apresentam melhores
reprodutibilidades (BEDNARCZUK et al., 2010).

Os métodos toxicoldgicos in vivo com alternativas viaveis, também apresentam
uma série de vantagens como facil manuseio e boa precisao dos resultados. Alternativas
estas que possam substituir espécies de mamiferos em testes sdo altamente
recomendadas por agéncias governamentais nacionais e internacionais (ADEDARA,
2015). Por sua vez a Drosophila melanogaster, é muito relatada como organismo
modelo proeminente em estudos de cancer, parametros bioquimicos e doencas
neurodegenerativas (PANCHAL; TIWARI, 2017). Isso porque tem a capacidade de
minimizar altera¢cbes observadas em modelos animais de testes convencionais
(CARRAZONI, et al., 2016; ADEDARA et al., 2015; RAND, 2010). Fornecendo um
excelente sistema modelo para avaliacdo experimental de possiveis substancias com
propriedades bioativas na cura de determinadas afecgdes (PANDEY; NICHOLS 2011).

16



Investigacdo fitoquimica, citotéxica, toxicoldgica e cientométrica de Anacardium occidentale L.

(Cajueiro)

Desta forma, a espécie Anacardium occidentale L. (Familia: Anacardiaceae),
destaca-se como vegetal de grande valia na medicina popular e cientifica, popularmente
conhecida como cajui ou cajuzinho do Cerrado, antes classificado como A.
microcarpum e atualmente de acordo com as classificacbes sitematicas apenas uma
variacdo do famoso caju (FLORA BRASIL, 2019), um vegetal de grande importancia
comercial, isso porque além da medicina tradicional € utilizado na alimentag&o,
consumido na forma de sucos e doces (BARBOSA-FILHO, 2015; 2014; RIBEIRO et
al., 2014). Segundo as descri¢cdes morfoldgicas do cajuzinho, suas folhas sdo coriaceas,
peciolo mais achatado, nervura mais espessa, inflorescéncia menos densa, fruto menor e
peddnculo vermelho ou amarelo fortemente &cido ndo mais longo que a fruta (VIEIRA,
2014). Neste sentido, pretende-se com essa pesquisa contribuir com o conhecimento
quimico e bioldgico de A. occidentale.

Além dos estudos anteriores mencionados, levantamentos cientométricos e
bibliogréaficos sdo relevantes para dar suporte a pesquisa. Uma vez que, a cientometria
ou bibliometria € classificada como um ramo da ciéncia que estuda a mensuragdo do
progresso da ciéncia em andlises quantitativas, em termos cientificos e tecnoldgicos
(SILVA et al., 2001a), com estes meios sdo possiveis construir indicadores para avaliar
como esta a producdo cientifica em determinadas areas de conhecimento (SILVA et al.,
2011b), ou espécie vegetal, neste caso a espécie A. occidentale.

Neste estudo, hipotetizamos que A. occidentale pode apresentar diferencas
significativas na composicdo fitoquimica, assim como apresentar atividade citotdxica de
relevancia com células cancerigenas, ndo apresentando toxicidade para células normais.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver um estudo sobre a variagao
fitogquimica dos extratos da espécie, pela técnica de UPLC-QTOF, assim como avaliar a
composigdo fisico-quimica dos solos. Foi testado também a citotoxicidade desses
extratos com linhagens de células neoplésicas e saudaveis, e a toxicidade sobre
Drosophila melanogaster avaliando a mortalidade, geotaxia negativa e marcadores
bioguimicos. Além de Gerar analises de visualizagdo cientométrica e bibliogréfica sobre

estudos cientificos com a espécie A. occidentale.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anacardium occidentale L. (familia: Anacardiaceae)

Anacardiaceae é uma familia vegetal que abrange cerca de 77 géneros, com
2.935 nomes cientificos, dos quais, apenas 701 nomes sdo aceites como nome de
espécies (LUZ et al., 2019). Muitas dessas espécies apresentam toxicidade e séo
causadores de dermatites de contato (CORREIRA et al., 2006). De modo geral, as
espécies venenosas desta familia estdo restritas principalmente ao género Anacardieae,
Rhoeae e Semecarpeae (VOGL; METGHELL, 1996). Essa toxicidade, assim como,
inimeras atividades bioldgicas, apresentadas pelos vegetais, podem ser atribuidas aos
compostos quimicos presentes nos vegetais como, por exemplo, os compostos fendlicos
e catecolicos ou a mistura dessas substancias, citamos como exemplo, a interagdo em
extratos vegetais (CORREIA et al., 2006). Quanto ao género Anacardium, atualmente
38 nomes cientificos constam-se registrados, destacando a espécie A. occidentale como
a mais conhecida do género (LUZ et al., 2019).

Anacardium occidentale (Figura 1) é uma espécie nativa do continente
Americano, com ampla faixa de distribuicdo no nordeste brasileiro, popularmente
conhecida como cajueiro, derivado da palavra indigena “acaiu”, de origem tupi guarani,
que quer dizer “noz que se produz” (SALEHI et al., 2019). Os individuos constituem
arvores de médio porte, podendo chegar a 10 m de altura, séo resistentes a seca, com pH
ideal entre 4,5 e 6,5, com adaptacdes em solos pedregosos, arenosos, argilosos e
pesados, solos tipicos do dominio fitogeografico “Cerrado”. Estes solos séo
caracterizados por apresentar uma alta acidez, com nutrientes essenciais para o
desenvolvimento destes vegetais (LOPES; COX, 1977).

Os frutos dessa espécie sdo ricos em nutrientes essenciais ao nosso corpo, como
vitamina C, agucares, minerais (célcio, ferro e fosforo) e compostos fendlicos aos quais
apresentam alto valor em termos de atividades biologicas (BARBOSA-FILHO et al.,
2014). O fruto e pseudofruto de A. occidentale tem grande relevancia no mercado
econémico mundial, isso porque é consumida mundialmente no setor alimenticio. Suas

folhas e cascas sdo utilizadas na medicina tradicional na forma de chas (Infuséo e
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decoccdo), com uma variedade de funcdes terapéuticas, incluindo doencas infecciosas,
inflamacédo, reumatismo e tumores (BARBOSA-FILHO et al., 2015; RIBEIRO et al.,
2014).

Fonte: Costa (2019).
Figura 1. Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae). A) Aspecto geral em uma mancha de dominio
fitogeografico “Cerrado” em meio a Floresta Nacional do Araripe— CE, Brasil. B) folhas.

Quanto ao seu potencial comprovado cientificamente alguns relatos descrevem
sua atividade microbioldgica, pela acdo de interagir com a camada lipidica da
membrana externa das bactérias ou com suas proteinas (BARBOSA-FILHO et al.,
2015), antioxidante, por se apresentar como bom no sequestro de radicais livres
(BARBOSA-FILHO et al., 2014; TAN et al., 2014), anti-inflamatoria e antinociceptiva
por demonstrar eficacia na inibicdo da liberacdo de TNF-a ¢ IL-1B em células
estimuladas por LPS (SOUZA et al., 2017) e atividade anticancerigena por demonstrar
inibicdo significativa no crescimento tumoral por causar perda de viabilidade celular
(BARROS et al., 2020). Estas e outras atividades bioldgicas e farmacoldgicas dos
vegetais estdo diretamente relacionadas a natureza quimica de seus compostos

secundarios, também conhecidos como fitoquimicos.

2.2 Estudos Fitoquimicos, Métodos Analiticos e Intera¢cbes Ambientais

A fitoquimica é a area responsavel pelo estudo dos principios ativos de drogas
vegetais, conhecidas como metabolitos secundéarios (TAIZ, ZEIGER, 2017). As plantas
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produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos, produzidos a partir do
metabolismo primario, os mesmos ndo possuem relacdo direta com crescimento e
desenvolvimento vegetal, e sim caracteristicas evolutivas fundamentais para adaptacédo
ao meio (TAIZ, ZEIGER, 2017; GALVAO et al., 2018), uma vez que sdo essenciais
para protecdo contra o ataque de insetos e herbivoros, contra a radiacdo ultravioleta,
protecdo contra doencas, além de contribuir com a dispersao e sobrevivéncia da planta
sobre determinadas condi¢fes ambientais.

Estes fitoquimicos sdo produzidos por vias secundarias para suprir as
necessidades dos vegetais (BARBOSA et al., 2012; SIMOES, 2016). Em suma, a via
que da origem aos compostos fitoquimicos pode ser resumida a partir do metabolismo
da glicose, via dois intermediarios principais: o &cido chiquimico e o acetato-
maloaldeido (Figura 2), ou até mesmo uma combinacdo dessas rotas biossintéticas
(RICE, 2012). Estes compostos podem ser encontrados em diversas partes da planta
(SODAEIZADEHA et al., 2011). Havendo véarios meios de extrai-los e identifica-los
(PEREIRA e CARDOSO, 2012).

Inimeras técnicas cromatograficas tém sido abordadas para estudos de
caracterizacdo quimica. Neste estudo, destacamos a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, que apresenta varios beneficios nas analises fitoquimicas, além da
ultrafiltracdo por bioafinidade acoplada a cromatografia liquida baseada em
espectrometria de massa (LC-MS), que é um método que vém crescendo nos ultimos
anos, devido ser amplamente utilizada em triagem de alto desempenho nos processos
que facilitem a separacéo e identificagdo de compostos quimicos em produtos de origem
vegetal (NING et al., 2019).

A Cromatografia Liquida de Ultra Performance (CLUP/UPLC) é uma técnica
recente na pesquisa cientifica relativamente diferente da tradicional Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC), principalmente pelo tamanho de particulas
da fase estacionaria (JASTREBOVA et al., 2011), proporcionando maior eficiéncia de
pico (largura do pico), boa separacdo, alta sensibilidade, rendimento da amostra e
reducdo do tempo de analise (JASTREBOVA et al., 2011; HEINISCH et al., 2009).
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Fonte. Rice (2012); Taiz (2017)
Figura 2. Vias biossintéticas que levam a producéo das vérias categorias de metabdlitos secundérios.

Esta técnica permite a identificacdo de diferentes classes de compostos
organicos, dos quais se diferem pelas estruturas quimicas e propriedades. Eles podem
ser classificados em acidos organicos sollveis em agua, alcoois de cadeia linear,
aldeidos alifaticos e cetonas, lactonas simples insaturadas, acidos graxos de cadeia
longa e poliacetilenos, quinonas (benzoquinona, antraquinona e quininas complexas),
compostos fenolicos e seus derivados, e terpenoides (TAIZ; ZEIGER, 2017;
BUCHANAN et al., 2015).
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A producdo dos metabdlitos secundérios estd diretamente relacionada com as
interacbes ambientais e fatores fisiologicos, apresentando variacdo qualitativa e
quantitativa de seus fitoquimicos (BARBOSA-FILHO et al., 2012). Fatores como:
fenologia, sazonalidade, taxas pluviométricas, composicdo do solo, luminosidades,
exposicdo direta aos raios UV, dentre outros fatores abiodticos, sdo diretamente
responsaveis pela mudanca na producdo de seus constituintes (BARBOSA-FILHO et
al., 2013; DUARTE et al., 2010).

Pesquisas afirmam que condicGes adversas contribuem significativamente para
0 aumento ou diminuigdo da producdo de um determinado composto, dependendo das
suas necessidades (TAIZ; ZEIGER, 2014). Um fator diretamente relacionado é a
disponibilidade de nutrientes essenciais para o desenvolvimento dos vegetais retirados

do solo.

2.2.1 Classes de Compostos Fitoquimicos de Anacardium occidentale

De acordo com Correia et al. (2006), duas classes se destacam por ser
caracteristicas da familia Anacardiaceae, flavonoides (especialmente biflavonoides) e
lipidios fendlicos, encontrados em espécies que normalmente apresentam propriedades
toxicas ou alergénicas.

Os flavonoides apresentam uma estrutura quimica que se resume em apresentar
pelo menos um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio é substituido por um
grupamento hidroxila. Além das fun¢des bioldgicas, esses compostos possuem elevada
importancia como matéria-prima industrial e medicinal (MUBOFU et al., 2018).

Como demonstrado na Tabela 1, inGmeras classes de compostos foram
registrados para A. occidentale, muitas vezes estes se repetem nos trabalhos, com
pequenas variagdes quantitativas, destacando-se como principais classes: flavonas,
flavonoides, chalconas, xantonas, alcaloides, flavanonas, auronas e pirogalatos de tanino
(BARBOSA-FILHO et al., 2015).
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Tabela 1. Compostos fitoquimicos de Anacardium occidentale.

COMPOSTO FORMULA PARTES MATERIAL REFERENCIA
Compostos fendlicos
Acidos benzoicos
Acido galico C7H¢Os Cascas Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
frescas hidroalcodlico, fracdo 2018;
e folhas meta_nollca e acetato
de etil e em extrato
hidroetandlico de
folhas
Acido elagico C14HgOg Cascas Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Vilar et al., 2016;
frescas, suco  hidroalcodlico, fracdo  Martins, et al., 2018; Queiroz et al., 2011
de macé de metanolica e acetato
caju de etila
2-hydroxy-6-penta C21H3404 Folhas, Extrato hidroetandlico Tedong et al., 2010; Assuncéo et al., 2003
decylbenzoic acid peddnculo e
castanha
2,6-dihydroxybenzoic acid  C;HgO4 Castanha Liquido da castanha Assuncdo et al., 2003
5-hidroximetilfurfural CoHgO» Pseudofruto ~ Suco de caju Queiroz et al., 2011
acido cinamico acido
Acido fendlico
Acido clorogénico C16H1809 Cascas Extrato hidroalcodlico Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
frescas e acetato de etila 2018
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Tabela 1. Compostos fitoquimicos de Anacardium occidentale. (cont. ...)

Acido salicilico C7HgsO3 Castanha Extrato hidroetandlico Tedong et al., 2010
Acido anacardico Ca2H3003 Liquido de Extrato Tedong et al., 2010; Stasiuk et al., 2014
casca da hidroetandlico; 6leo :Mubofu et al., 2002;
castanha de chamado liquido de
caju, semente casca de castanha de
de caju caju
Acidos cinamicos
Acido cafeico CoHgO4 Cascas Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
frescas hidroalcodlico, fracdo 2018
metanolica e acetato
de etila
Acidos hidroxicinamicos
Acido ferulico C10H1004 Pseudofruto  Suco do pseudofruto  Ange et al., 2012
Flavonoides
Flavandis
Catechina C15H14056 Cascas frescas  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
hidroalcodlico, 2018
fracdo metandlica e
acetato de etila
Cyaniding peonidin Ci5H1106 Liquido de Liquido da castanha Paramashivappa et al., 2001
casca de

castanha de
caju
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Tabela 1. Compostos fitoquimicos de Anacardium occidentale. (cont. ...)

Epicatequina C15H1406 Cascas frescas  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
hidroalcodlico, 2018

fracdo metandlica e
acetato de etila

Isoquercetina (Quercetina 3- Cy1H20012 Cascas frescas;  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
O-glucosideo) germoplasma hidroalcodlico, 2018; Mohd Shukri & Alan, 2010

fracdo metandlica e

acetato de etila;

Extrato de brotos

Quercetina C15H1007 Cascas frescas  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
hidroalcodlico, 2018
fracdo metandlica e
acetato de etila

Quercetina 3-0O-galactosideo Folhas jovens Extratos de brotos Mohd Shukri e Alan, 2010

Quercetin-3-O-xyloside CyoH15011 Folhas jovens Extrato das folhas Mohd e Alan, 2010

Quercetin C15H1007 Cascas frescas  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
hidroalcodlico, 2018

fracdo metandlica e
acetato de etila

Kaempferol C15H100s Cascas frescas  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
hidroalcodlico, 2018

fracdo metandlica e
acetato de etila

Kampferol glycoside Co1H20011 Cascas frescas  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
hidroalcodlico, 2018
fragcdo metandlica e
acetato de etila


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C15H14O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C15H10O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C15H10O6
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Tabela 1. Compostos fitoquimicos de Anacardium occidentale. (cont. ...)

Kaempferol-3- Co6H25014 Folhas Extrato Mohd et al., 2010
Oarabinofuranoside
Kaempferol-3-O- xyloside young tender Extrato das folhas Mohd e Alan 2010
leave
Kaempferol 3-O- Ca6H28014 Germoplasma  Extratos de brotos Mohd Shukri & Alan, 2010
arabinofuranosideo
Kaempferol 3-O-glucosideo  C3;H20011 Germoplasma  Extratos de brotos Mohd Shukri & Alan, 2010
(+)- catequina C15H1406 Castanha, fruto  Extrato e suco da Trox et al., 2011; Vilar et al., 2016
e casca fruta
Naringenina Ci15H1205 Pseudofruto Suco do Ange et al., 2012
pseudofruto
Bioflavonoide
Rutina C27H30016 Cascas frescas  Extrato Barbosa-Filho et al., 2014; Martins, et al.,
hidroalcodlico, 2018
fracdo metandlica e
acetato de etila
Alquil fenois
Cardanol Cy1H300 Liquido de Extrato Tedong et al., 2010
casca da hidroetandlico; oleo

castanha de
caju, semente
de caju

chamado liquido de
casca de castanha
de caju
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Os flavonoides sdo a classe mais estudada na pesquisa cientifica, isto porque,
apresentam atividades bioldgicas de grandes aplicagfes nas industrias farmacéuticas,
devido as propriedades farmacoldgicas de relevancia. Os compostos fenolicos (subclasse
dos flavonoides) apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas, como, por exemplo,
0 acido cafeico e é&cido clorogénico que apresentam atividades anti-inflamatorias,
imunomoduladoras e microbioldgica de relevancia (CHOI et al., 2015; PRASAD et al.,
2011).

O acido clorogénico é descrito como o éster do acido cafeico e acido quimico e a
absorcédo desses acidos podem levar a efeitos bioldgicos na circulacdo sanguinea (SATO et
al., 2011). Ja a quercetina e acido galico apresentam consideraveis relatos quanto ao seu
potencial farmacologico.

Os principais componentes do liquido da castanha do caju se destaca com altos
teores de acido anacardico geralmente com 60 a 70% (Figura 3a), cardol com 20 a 25%
(Figura 3b), cardanol com 10% (Figura 3c) e pequenas quantidades de 2-metilcardol
(Figura 3d) (LOPEZ et al., 2012; PARAMSHIVAPPA et al., 2001).

o]}

Anacardic acid (C,,H,,0,)

Cardanol (C,,H,,0)

27



COSTA, A.R. Variagdo fitoquimica e atividade bioldgica dos extratos das folhas e cascas de cajui do ...

Cardol (C;,H;,05) 2-Metilcardol (C,,H,,05)

Fonte: adaptado de Pubchem, 2019.
Figura 3. Estrutura molecular do acido anacardico (A), cardanol (B), cardol (C) e 2- metilcardol (D). Costa,
20109.

O acido anacérdico classificado como um &cido fendlico é citado na literatura como
composto majoritario de A. occidentale, isso porque em muitas analises sempre se
apresenta em maiores porcentagens (TEDONG et al., 2010), apresentando um grau de
instauracdo de mais de 90% em sua cadeia lateral C;s, ainda que em menor proporcéo pode
conferir irritabilidade em contato com a pele e mucosas. E importante ressaltar que
mondmeros deste &cido é percursor acrilato, anacardanil e macrilado de anacardanil
(CAMPOS et al., 2017). A descarboxilagdo através do aquecimento do 4cido anacardico da
origem ao cardanol e cardol. O cardanol e o cardol sdo os principais componentes depois do
acido anacardico. Eles apresentam uma estrutura semelhante a do acido anacéardico, por ter
uma segunda hidroxila no anel aromatico por serem separados por destilacdo sob pressdo
reduzida (ca. 10 mmHg), (LOPEZ et al., 2012). Esses dois compostos possuem diversas
aplicagdes na ciéncia farmacéutica e bioldgica, tais como atividade antioxidante, larvicida e
antibacteriana (OSMARI et al., 2015; ANDRADE et al., 2011).

2.3 Ensaios Citotoxicos in vitro em Linhagens Neoplasicas

Células neoplésicas sdo aquelas células normais que, por alguns mecanismos

tiveram seu cddigo genético alterado, ocasionando defeitos no ciclo mitético, e
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consequentemente desencadeando uma série de alteracbes morfoldgicas, fisiologicas e
genéticas, se tornando células mutagénicas, se multiplicando desordenadamente (LUZ et
al., 2018; LIU et al., 2018) e este crescimento desordenado de células ddo origem aos
tumores, considerados como doencas complexas.

A descoberta mais antiga sobre cancer transcorreu no Egito ha aproximadamente
1600 a.C., com os primeiros casos de tumores de mama (MERICAN CANCER SOCIETY,
2015). A partir dai, o nimero de casos aumentou consideravelmente, e hoje € um dos
principais problemas de salde publica no mundo, a sua forma maligna é considerada a
segunda causa de morte entre as doencas ndo-transmissiveis (INCA, 2016). Dentre os mais
incidentes, destaca-se o céncer de pulmé&o (principal causa de morte), cancer de mama,
célon, reto e prostata (BRAY et al., 2018; BRAY et al. 2014, ISLAMI et al., 2018; INCA
2013).

Vérios fatores exdgenos e enddgenos estdo diretamente relacionados ao
aparecimento de cancer. Tais como: os habitos alimentares, estilo de vida, agentes fisicos,
quimicos e bioldgicos (INCA, 2016).

Os estudos desta natureza tém esclarecido muitos aspectos da biologia molecular,
desde substancias promissoras na reducdo da taxa de viabilidade celular, quanto aos
mecanismos envolvidos no ciclo celular normal e de suas alteragdes no cancer (LUZ et al.,
2018). Ensaios citotdxicos in vitro sdo altamente recomendados, uma vez que fazem parte
dos procedimentos que contribuem para a padronizacdo de substancias, visto que sdo mais
faceis de manuseio, economicamente viaveis e apresentam melhores reprodutibilidades
(BEDNARCZUK et al., 2010).

Geralmente, 0s ensaios citotoxicos in vitro sdo realizados através de varios métodos
colorimétricos quantitativos, dentre os quais se destaca o MTT, desenvolvido por Tim
Mosmann em 1983. Neste ensaio ocorre um processo de conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazoluim (MTT) em cristais de formazan (N'-anilino-N-
[(4,5-dimethyl-1,3-thiazol-2-yl) imino] benzenecarboximidamide), pela atividade da
enzima mitocondrial succinato desidrogenase (Figura 4), processo este que somente ocorre

em células viaveis.

29



COSTA, A.R. Variagdo fitoquimica e atividade bioldgica dos extratos das folhas e cascas de cajui do ...

2-(3,5-diphenyltetrazol-2-ium-2-yl)-4, 5-dimethyl-
1,3-thiazole;bromide (Thiazolyl blue)
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N'-anilino-N-[(4,5-dimethyl-1,3-thiazol-2-yl)imino]
benzenecarboximidamide (MTT formazan)

Fonte: adaptado de Pubchem, 2019
Figura 4. Mecanismo colorimétrico usado em testes de citotoxicidade.

2.4 Testes Toxicicoldgicos in vivo em Modelo Drosophila melanogaster e Marcadores
de Estresse Oxidativo

Os testes de toxicidade séo considerados um bioensaio preliminar essencial para o
estudo de novos agentes com potencial biolégico. Normalmente, esses testes tém por
finalidade avaliar o potencial tdxico de uma molécula, indicando a relacdo dose-resposta e
estabelecer as condicBes seguras para a exposicdo dessa substancia (FARIAS; IMADA;
KATAYAMA, 2010).

Os ensaios toxicoldgicos in vivo com alternativas viaveis, livres de comité de ética,
facil manuseio e boa precisdo dos resultados, que substituam espécies de mamiferos em
testes, sdo altamente recomendadas por agéncias governamentais nacionais e internacionais
(ADEDARA 2015).

Assim, o uso de Drosophila melanogaster tem se tornado promissor, por ser um
modelo de inseto bem estudado para estudos de doencas humanas (AULUCK et al., 2002;
KAZANTSE et al., 2002), relevantes na pesquisa cientifica para modelar o cancer, doengas
neuroldgicas e toxicologicas (NUNES et al.,, 2019). A mosca-da-fruta, popularmente
conhecida, apresenta um genoma 60% homdlogo ao dos seres humanos, destes 75% dos
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genes sdo causadores de doengas em humanos, incluindo genes cancerigenos (PANDEY;
NICHOLS, 2011; NARAYANAN; ROTHENFLUH, 2016). Demonstrando um excelente
modelo para o estudo da genética e biologia celular, com vantagens distintas para as
investigacOes toxicologicas (PAMPA et al., 2011), por diferentes métodos, incluindo os
marcadores de estresse oxidativo.

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre o excesso de EROs
(Espécies Reativas de Oxigénio) e os agentes de defesa como as enzimas antioxidantes e
defesas ndo-enzimaticos, e estas espécies reativas podem ocasionar sérios danos ao nivel
molecular, levando a danos celulares até mesmo a morte celular (BARREIROS; DAVID,
2006).

Um estresse oxidativo moderado, frequentemente é acompanhado do aumento das
defesas antioxidantes. No entanto, muitas vezes isto ndo acontece, pois quando as células
estdo expostas a um estresse severo, a producdo de espécies reativas pode exceder a sua
capacidade de neutralizacdo dos sistemas de protecdo antioxidante (KANG; SALTVEIT,
2002) e a toxicidade oxidativa pode ocorrer.

Marcadores oxidativos como o excesso de Fe?* livre e Glutationa (GSH) sdo
considerados indicativos de toxicidade induzida por radicais livres. De acordo com alguns
pesquisadores, um alto nivel de fons Fe?* livre e GSH foram detectados em varias doencas,
inclusive no cancer (SANG et al., 2019; DIXON, et al., 2014; LIU et al., 2018).

A Glutationa é uma molécula formada por trés aminoacidos: cisteina, glicina e acido
glutdmico. Considerada o tiol ndo proteico mais importante nos sistemas antioxidante
celular (BARBOSA et al., 2010).

Por sua vez o Fe*" livre é um mineral vital para a homeostase celular. Sendo
indispensavel na forma de hemoproteina, fundamental para o transporte de oxigénio, o ferro
no organismo apresenta um equilibrio entre os processos de absorcdo do ferro, reciclagem,
mobilizagdo, utilizacdo e armazenamento. Alteragfes no sincronismo desses pProcessos
podem causar tanto a deficiéncia como a sobrecarga de ferro, ambos com importantes

repercussdes clinicas para o aparecimento de enfermidades (GROTTO, 2010).
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2.5 Estudos de Cientometria e Analise de Cluster

A cientometria € um ramo da ciéncia que avalia o desempenho da producédo
cientifica em nOmero de artigos publicados de forma quantitativa e qualitativa
(WALTMAN et al., 2016; BONILLA et al., 2015; LOZANO et al., 2012; ELKINS et al.,
2010). Por se tratar de informacOes de estudo da ciéncia, a cientometria tem um papel
importante na andalise das produc@es cientificas de um pais, uma vez que relata o nivel de
desenvolvimento da pesquisa de uma determinada area ou de éareas em geral
(KRAUSKOPF, 2018; BALADI; UMEDANI, 2017).

Ao longo dos ultimos anos, vem sendo uma ferramenta de destaque para estudos de
revisdo (MONGEON et al., 2016; GAZNI et al., 2011), avaliando o indice de producéo
cientifica por métodos estatisticos (KAMDEM et al., 2016).
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3 PRODUCAO CIENTIFICA

Com esta pesquisa foi possivel a identificacao da variagdo fitoquimica da espécie 4.
occidentale sobre condi¢des ecologicas diferentes, dados do Manuscrito 1. Observando-se
pequena variagdo na composicao quimica entre as areas de coleta, escolheu-se apenas uma
das areas para os estudos da atividade bioldgica, resultados do Manuscrito II, avaliando a
citotoxicidade e marcadores oxidativos de dois diferentes extratos da area de Crato-CE.
Enquanto que o manuscrito III ¢ um estudo bibliografico e cientométrico da espécie A.
occidentale, avaliando-se o progresso da pesquisa cientifica ao longo dos anos com este

vegetal.
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MANUSCRITO |

INFLUENCE OF ABIOTIC FACTORS ON PHYTOCHEMICAL DIVERSITY OF

Anacardium occidentale L.

INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS NA DIVERSIDADE FITOQUIMICA DE
Anacardium occidentale L.
A seguir o manuscrito redigido segundo as normas estruturais e bibliograficas do

periddico Journal of Chromatography B

Fator de impacto: 2.729
Quialis: B1 em Biodiversidade
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INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS NA DIVERSIDADE FITOQUIMICA DE
Anacardium occidentale L.

Destaques

- A coleta foi realizada em dois fragmentos do Cerrado brasileiro: na Chapada do Araripe e

na Serra do Boqueir&o.

- Foi possivel observar diferencas entre a granulometria das duas areas.

- Uma correlacgdo positiva e forte foi observada entre as chuvas no local de Lavras da

Mangabeira e Crato.
- O acido galico é um fragmento tipico importante na formacao de inUmeros compostos.

- Estes estudos sdo relevantes para avaliar as influéncias ambientais na producéo de

metabolitos secundarios.

Resumo

A espécie Anacardium occidentale conhecida popularmente como “cajuzinho do Cerrado”,
se destaca com grande abundancia no dominio morfoclimatico e fitogeografico “Cerrado”,
inserida na familia botanica Anacardiaceae. A espécie foi submetida a cromatografia
liquida de ultra eficiéncia, a fim de compreender a diversidade metabdlica dos compostos
quimicos presentes nos extratos das folhas e entrecasca de duas areas geograficas distintas
em Crato-CE e Lavras da Mangabeira- CE, caracterizadas como manchas de Cerrado em
meio ao dominio Caatinga, além das analises fisico-quimicas dos solos. Diferencas foram
determinadas entre a granulometria dos dois habitats estudados, destacando-se como
arenoso na sua textura, com grandes valores de areia total, apresentando pH acido (<5,0), e
variagdo nas taxas de porosidade. Em termos nutritivos 0s macronutrientes com maior
acumulo, no solo de Lavras da Mangabeira foram P>Al>Mg>Na>K>Ca no municipio de
Crato P>AI>Mg>K>Na>Ca em ordem crescente, destacando a predominancia de P
(Fosforo) e Al (Aluminio) principalmente na camada de 20-40 cm. A cromatografia liquida

de ultra performance, combinada ao metodo de espectrometria de massa de Voo
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quadrupolar (UPLC-qTOF-MS/MS), permitiu a identificacdo de 33 compostos, dos quais,
28 compostos estavam presentes nas folhas e 20 no extrato da entrecasca. Deste total, 13
estavam presentes em pelo menos uma das partes vegetais: folhas ou entrecasca, mais
presentes nas duas areas tanto em Crato como em Lavras da Mangabeira. Ambos 0s
extratos se mostraram estatisticamente semelhancas entre os grupos. Estudos desta natureza

sdo relevantes para avaliar as influéncias ambientais sobre a producéo quimica secundaria.

Palavras chaves: Cromatografia. Anacardiaceae. Cajueiro. UPLC-QTOF. Solo

1. INTRODUCAO

Anacardium occidentale L. (familia Anacardiaceae) € uma espécie nativa do Brasil,
popularmente conhecida como cajuzinho do Cerrado ou cajueiro (Vieira et al., 2014;
Barbosa-Filho et al., 2015). E abundantemente encontrado nos dominios morfoclimaticos e
fitogeogréaficos "Cerrado™, com arvores frondosas que podem atingir 1,80 a 2 m de altura,
dependendo do ambiente (Rufino et al., 2007). A. occidentale representada pelo famoso
“caju” ¢ uma planta de grande importancia comercial, pois ¢ utilizada na alimentagdo e na
medicina popular. Além disso, seu peddnculo é consumido na forma de sucos e doces, e
suas folhas tém uma variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo antioxidantes e
antimicrobianas (Barbosa-Filho et al., 2014; Ribeiro et al., 2014; Barbosa- Filho et. al.,
2015).

No entanto, a espécie deste estudo é tida como uma variedade do cajueiro (Ribeiro
et al., 2014). Do ponto de vista botanico, possui folhas coriaceas, peciolo mais plano,
nervura mais espessa, inflorescéncia menos densa, frutos pequenos e pedunculo vermelho
ou amarelo fortemente acido, ndo mais que os frutos (Vieira, 2014).

Muitos autores relataram uma variedade de fitoquimicos no extrato de A.
occidentale, incluindo p-hidroxibenzoico, protocatecuico e galico, aglicona e flavonoides
glicosilados como quercetina, miricetina, kaempferol e tanino (Brito et al., 2007;
Michodjehoun-Masters et al., 2009), o que pode justificar pelo menos em parte os efeitos
benéficos dessa planta (Barbosa et al., 2012; Simdes, 2010, 2016). No entanto, pouco se
sabe sobre a composicao quimica de A. occidentale coletada em diferentes ambientes.

Vérios fatores bidticos e abidticos, como as caracteristicas das chuvas e do solo,

estdo diretamente ligados a producdo de metabolitos secundarios. Assim, mudangas no
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ambiente podem alterar ou modificar a producdo dos constituintes quimicos da planta
(Santos et al., 2009; Duarte et al., 2010; Barbosa-Filho et al., 2014). Por exemplo, o solo
coberto por vegetacdo nativa e sem degradacdo humana pode ser determinante na produgéo
de certos compostos produzidos por vegetais (Andreola et al., 2000; Bertol et al., 2004).
Segundo Pedrotti et al. (2001), a qualidade fisico-quimica do solo esta diretamente
relacionada ao crescimento e desenvolvimento da planta, pois determina o grau de
resisténcia mecanica que o solo exerce sobre o crescimento radicular. E o caso dos solos de
Cerrado, caracterizados por sua alta acidez, com poucos nutrientes essenciais para o
desenvolvimento das plantas (Lopes; Cox, 1977; Coutinho, 2010).

Com o objetivo de entender a diversidade metabdlica de A. occidentale em dois
fragmentos diferentes do Cerrado onde estd exposto, o presente estudo foi realizado para
avaliar a composicdo quimica do extrato etanolico das folhas e das cascas de A. occidentale
coletados nas cidades de "Lavras da Mangabeira™ e "Crato", estado do Ceara, Brasil. Além
disso, foi analisada a composicéo fisico-quimica de ambos os solos (Lavras da Mangabeira
e Crato).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Areas de Coleta

A coleta foi realizada em dois fragmentos do Cerrado brasileiro (Figura. 1), na
Chapada do Araripe e a Serra do Boqueirdo, estas areas foram escolhidas por possuirem
manchas de Cerrado no meio de outro dominio morfoclimatico. O primeiro esté localizado
no municipio de Crato-CE (-39° 24 '34" WGr e -7° 14' 03" S), na superficie tabular do
municipio (800-1000 m de altitude), apresentando um clima semi-arido tropical ameno e
guente clima tropical sub-umido, com relevo pertencente a Chapada do Araripe e
depressdes no sertdo. Os solos da Chapada do Araripe sdo classificados como aluvial,
litologico, latossolo vermelho-amarelo e podzélico vermelho-amarelo, apresentando uma
vegetacdo formada por floresta espinhosa decidua, sub-floresta tropical, sub-floresta
tropical, chuva nebulosa sub-floresta tropical, chuva xeromoérfica floresta tropical com
precipitacdo de 1090,9 (mm), durante uma estacdo chuvosa de janeiro a maio, com
temperaturas variando de 24 °C a 26 °C (IPECE, 2018).
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A outra area, por sua vez, esta localizada no municipio de Lavras da Mangabeira-
CE (- 6° 45 'e 12" WGr e -38° 58' 18" S), clima tropical semiarido quente ameno e
semiérido tropical quente, com relevo pertencente a depressGes sertanejas, de solos
podzolicos ndo-célicos, amarelo-avermelhados e solos litélicos que apresentam vegetacédo
formada por caatinga de arbusto aberto, caatinga de arbusto denso, floresta de folha caduca
espinhosa e floresta dicotilo-palmatosa antropizada mista e a um nivel de 239m de altitude,
com temperaturas variadas de 26 °C a 28 °C e precipitacdo de 866,4 (mm) entre janeiro e
abril (IPECE, 2018).

As solicitaces de autorizacao para a realizacdo das atividades foram encaminhadas
aos 6rgdos ambientais: Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético Tradicional
Associado, sob o numero de registro (A8D43F0) e ao sistema de autorizagdo do Instituto

Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (70403-1).

Sk
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Source: Costa A.R., 2019
s

Figura 1. Localizacdo geogréafica das areas de coleta no estado do Ceara- Brasil. Area 1.

Crato; Area 2. Lavras da Mangabeira.
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2.2 Material Botanico

Folhas e entrecascas de A. occidentale foram coletadas de trés individuos diferentes
de cada area, nos dois municipios mencionados anteriormente, no més de outubro de 2018,
as 13h pm. Em cada estudo da area, os individuos foram marcados pela fixacdo de nylon na
arvore. A planta foi identificada por Jodo Tavares Calixto Junior e um espécime foi
depositado no Herbario Caririense Déardano de Andrade-Lima-HCDAL / URCA, sob o
namero de registro 13.690.

2.3 Preparacdes dos Extratos

As folhas (600 g) e as cascas (600 g) de A. occidentale foram lavadas em agua
corrente para remover resquicios de sujeira e depois expostas a sombra para secar. Os
materiais secos foram colocados separadamente em frascos de vidro autoclavados e
macerados com 1 L de etanol a 96% por 72 h. Apds este periodo, a suspensao recebeu
dupla filtracdo com algoddo e o filtrado foi evaporado sob pressdo reduzida em um
evaporador rotativo. O rendimento dos extratos da area de Crato demonstrou que as folhas
de A. occidentale (EFA0) foi de 2,65% e o0 extrato da casca de A. occidentale (ECAO0) foi de
3,77%. Enguanto os rendimentos dos extratos de Lavras da Mangabeira foram de 2,10% e

2,30%, respectivamente.

2.4 Analises fitoquimica
2.4.1 Andlise cromatograéfica

Seguindo os procedimentos de Galvdo et al. (2018), a analise foi realizada pelo
sistema Acquity UPLC (Waters), associado ao sistema Quadrupole / tempo de voo (QtoF,
Waters), pertencente & Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA
(Fortaleza-CE, Brasil). As execucbes cromatograficas foram realizadas com uma coluna
ACQUITY BEH C18 (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um; Waters Co.), usando uma temperatura
da coluna ajustada para 40 °C, em um sistema Waters ACQUITY UPLC com um solvente
binario e gerenciador de amostras.

As fases moveis foram formadas por duas solucdes: 1- Agua com &cido férmico a
0,1% e 2- Acetonitrila com acido férmico a 0,1%, com gradiente variando de 2% a 95% de

entre 0 e 15 min. A taxa de fluxo foi ajustada para 0,4 mL / min e o volume de injecéo foi
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de 5 pL. Por fim, a temperatura do amostrador automatico foi de 20 °C. O LC-DAD-ESI /
MS foi usado como um sistema Varian HPLC-920 (Walnut Creek, CA) acoplado a um
detector de matriz de diodos (DAD) e um espectrémetro de massa IT de 500-MS (Varian).

As amostras foram pesadas e preparadas em acetonitrila (1:1, g/ v).

2.4.2 Andlise multivariada

Os dados expressos por UPLC-MS de todas as amostras determinadas foram
controlados pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation) para identificar potenciais
marcadores quimicos discriminatérios em diferentes extratos de A. occidentale. Para a
analise dos resultados, foram considerados os parametros de intervalo de tempo de 1 a 10
min e faixa de massa de 110 a 1120 Da. Foi realizado um levantamento bibliografico em
nivel de familia botanica. A identificacdo do pico foi determinada pelos valores de TR

(Tempo de Retengdo) em masssa ibnica (m/z) (Cunha et al., 2017; Galvéo et al., 2018).

2.5 Analises fisico-quimicas do solo

As coletas de solo das duas areas de estudo (Crato e Lavras da Mangabeira) foram
realizadas com um coletor (material inoxidavel) nas profundidades de 0-20 e 20-40 cm, e
posteriormente colocadas em um balde de coleta para homogeneizagdo. As amostras
coletadas foram georreferenciadas com o auxilio das técnicas de localizagdo do Sistema de
Posicionamento Global (GPS) (Figura 1). Todas as amostras foram identificadas,
embaladas em sacos plasticos e caixa de isopor, e posteriormente enviadas a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA (Petrolina-PE, Brasil), para
determinacdo das concentragdes de fosforo, potassio, sédio, célcio, magnésio, aluminio e
hidrogénio, bem como a capacidade de troca catidnica (CTC). As andlises foram realizadas
em trés repeticdes. As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com o Manual
de Analise Quimica do Solo (EMBRAPA, 2013; Teixeira et al., 2017).

2.6 Andlise Estatistica
Os compostos foram identificados por analise multivariada. Os dados da analise do
solo foram expressos como média £ SEM (erro padrdo da média) e a comparacdo entre

Lavras da Mangabeira e Crato foi realizada por Tukey ANOVA, seguida de post hoc
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Boferone. Com um valor de P <0,05, considerado estatisticamente significativo no software
GraphPad Prism 6.0, bem como a correlacdo (precipitacdo) entre as duas areas (dados

fornecidos pela Funceme, como taxas mensais de precipitagéo).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Influéncias ambientais: chuva e fatores edaficos

Os resultados descritos na Figura 2 mostram que houve uma correlagdo positiva
entre as chuvas das duas areas de coleta, Lavras da Mangabeira e Crato, assim a
positividade de “r” (r= 0,9) demonstra que a relagdo é diretamente proporcional. Esta
correlagdo resume o grau de relacionamento entre as duas variaveis testadas, no caso as
chuvas de Crato e Lavras da Mangabeira. Ou seja, o objetivo do estudo foi determinar
(mensurar) o grau de relacionamento entre as taxas de chuvas e a influéncia que poderia ser
observada na presenca de determinados compostos.

O més de abril foi o més mais chuvoso, enquanto maio foi 0 menos chuvoso nos
dois locais, em um periodo de janeiro a maio de 2018 (fig. 2). De acordo com a Fundacéo
Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos - FUNCEME (2019), a precipitacdo mais
significativa comeca entre janeiro e fevereiro de cada ano e se estende até maio, podendo
ser prorrogada até junho ou julho. No entanto, isso ndo aconteceu no ano de 2018, como
evidenciado pelas baixas taxas de precipitacdo apds o més de maio. Houve uma pequena
diferenca entre as duas areas de estudo. Como a Chapada do Araripe é composta por uma
floresta nativa (ainda coberta por muita vegetacdo ao redor), apresentando, portanto, maior
umidade e maior precipitagdo pluviométrica em comparacdo com outras areas ndo
caracterizadas como floresta, como observado em Lavras da Mangabeira (Ribeiro et al.
2014).
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Figura 2. Correlagéo dos dados de precipitacdo nas duas cidades coletoras, Crato-
CE e Lavras da Mangabeira-CE, de janeiro a maio de 2018. Jan. janeiro; Fev. Fevereiro;
Mar. Marco; Abr. Abril; Mai. Maio.

As andlises das condicdes do solo (fatores edaficos) de ambos os locais sdo
mostradas nas Figs. 3 e 4. Foi habilitado observar diferencas estatisticamente significantes
entre a granulometria dos dois habitats estudados. Houve predominio de areia total em
ambas as areas, exceto Crato no horizonte de 20-40 cm, onde foi observado predominio do
contetido de argila (291,9 g/kg) (fig. 3). Esse alto teor de argila esta relacionado a matéria
originaria do solo da Chapada do Araripe, com formacdo vermelho, amarelo distrofe
proeminente da formacdo Exu (Oliveira, 2002).

A porosidade (Fig. 4) ndo mostrou variagdes significativas entre os estudos. E
possivel notar uma taxa entre 50-60% (Fig. 4). Por outro lado, a menor densidade do solo
foi observada em Crato, onde a variagéo foi relativamente baixa entre os horizontes (Tab.
1). E importante destacar que altas taxas de porosidade e textura arenosa sdo fatores que
ndo favorecem a retencdo de agua (Cavalcante et al., 2010).

O Cerrado é caracterizado como uma area pobre em termos de nutrientes e agua,
deficiéncia de célcio, baixa retengdo de umidade e com pH do solo abaixo de 5 (Coutinho
2017), o que esta alinhado com o obtido no presente estudo. Conforme ilustrado na Tabela

2, houve uma pequena variagao na analise quimica dos horizontes das duas areas de estudo.
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Em Lavras da Mangabeira-CE, apresentaram pH de 4,6 e 4,7 nos horizontes de 0-20 cm e
20-40cm, respectivamente, enquanto em Crato-CE apresentou valores de pH de 4,2 e 4,3,
respectivamente. Segundo Tomé Janior (1997), os solos do Cerrado possuem pH &cido, e o
pH ideal para o desenvolvimento das plantas seria entre 5,5 e 7,0. No presente estudo, o pH
de ambas as areas de estudo foi menor que 5 e isso pode ter um impacto negativo na
absorcdo de nutrientes. De fato, o pH esté diretamente relacionado a absor¢do de nutrientes
importantes para a planta e, quando o ambiente é muito &cido, mais fraca é a absorcéo de
nutrientes para as plantas, causando danos a elas (Cavalcante et al., 2010; Dias; Blanco,
2010).

Do ponto de vista nutricional, nossos dados ndo detectaram carbono orgénico (C)
nas areas de estudo nos horizontes de 0-20 e 20-40 cm. Foi relatado que niveis de carbono
organico, com valores abaixo de 10 g/kg™, sdo ideais para o uso atual do solo em condices
semi-aridas da regido (Oliveira et al., 2002). A ordem dos macronutrientes do solo de
Lavras da Mangabeira foi a seguinte: P> Al> Mg> Na> K> Ca, enquanto P> Al> Mg> K>
Na> Ca, no solo de Crato (Tab. 2). Esse achado indica a predominancia dos elementos
fosforo (P) e aluminio (Al) nas duas areas de estudo.

Destaca-se o fato de o nivel de potassio (K) estar muito baixo no horizonte de Crato
(0,16-0,20) se comparado ao de Lavras da Mangabeira (Tabela 2). Farias (2008), relatou
que o K contribui para a reducdo do potencial osmoético entre solo e raiz, um processo de
grande importancia para a absorcdo de dgua. No entanto, sua reducdo, principalmente em
ambientes com maiores taxas de salinidade, pode contribuir para 0 mau desenvolvimento
da planta. Quanto aos dados da CTC, que é a soma dos teores permutaveis de Ca, Mg, K e
Al, foram maiores nas amostras de Crato (0-20 cm, com 8,4 expressas em cmol ¢ dm-3 e
20-40 cm com 5,2 cmol ¢ dm™®), comparado aos dados de Lavras da Mangabeira com 3,4 e
2,4, respectivamente (Tabela 2). VariacBes nos nutrientes quimicos do solo estdo
diretamente relacionadas as condi¢Ges ambientais em que estdo. Quando as condi¢des ndo
sdo favoraveis, os valores nutricionais da planta podem ser corrigidos com o uso de
fertilizantes organicos que possuem micronutrientes suficientes para o desenvolvimento da
planta (Russell e Russell, 1973). No entanto, a dindmica da natureza é um pouco diferente,

no sentido de que as plantas precisam se adaptar as condi¢des imposta pelo meio ambiente,
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a fim de produzir metabdlitos secundarios capazes de suprir suas necessidades (Galvéo et
al., 2018).
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Figura 3. Caracteristicas granulométricas do solo. Diferenca entre Crato e Lavras 0-20 cm:
*: Diferenca entre Crato e Lavras 20-40 cm: #; Ns: ndo significativo.
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Figura 4. Porcentagem de porosidade do solo. Profundidade de 0-20cm de Lavras da
Mangabeira e Crato e profundidade de 20-40cm respectivamente.
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Table 1. Andlise fisica da densidade do solo e das particulas dos horizontes de duas areas

de coleta.
Amostra Densidade
Solo Particulas
(kg/dm®)
Lavras da Mangabeira 0-20 cm 1.316 2.712109

Lavras da Mangabeira 20-40 cm 1.392 2.648552

Crato 0-20 cm 1.247 2.518355

Crato 20-40 cm 1.203 2.549564

Tabela 2. Analise quimica do solo dos horizontes de duas areas de estudo

Amostras E.C Ph P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC V
mScm” - mg -3 %
! dm cmol ; dm
0.00 4.6 092 016 0.10 05 025 0.45 2.4 1.0 34 286
Lavras 0-20 cm
ns ns **k%* ns *** ns ns **k%* * NS **x%* *kx
Lavras 20-40 cm  0.77 4.7 0.71 020 0.10 05 0,20 0.40 1.4 1.0 24 410
ns ns ns ns ns ns ns ns Hit# Ns  ### ###
0.18 4.2 330 009 011 05 025 1.15 7.4 1.0 8.4 113
Crato 0-20 cm
nS ns *k*k ns **kk ns nS *k*k * NS *k*k *k*k

0.17 4.3 099 007 015 05 025 0.90 4.3 09 52 176
ns ns ns ns ns ns ns ns H#Hi# Ns  ###  #i##

Crato 20-40 cm

Os valores sdo médias (n = 3) e fornecem uma indicacdo de variabilidade, p. desvio padrdo. C.E:
Condutividade elétrica; pH: potencial Hidrogenidnico; P: fosforo; K: potassio; Na: sddio; Ca: Célcio; Mg:
magnésio; Al: Aluminio; H: hidrogénio; SB: Soma das bases; CTC: capacidade de troca catidnica; V:
porcentagem de saturacdo por bases. Diferenca entre Crato e Lavras 0-20 cm: *; Diferenca entre Crato e
Lavras 20-40 cm: #; Ns: ndo significativo.
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3.2 Analises Fitoquimica

Os extratos das folhas e casca de A. occidentale de duas areas distintas foram
submetidos a analise cromatogréfica por UPLC QTOF-MS no modo de ionizagdo negativa.
A Fig. 5 e a Fig. 6 mostram os cromatogramas de espectrometria de massa de alto
desempenho (UPLC-MS) das folhas (Fig. 5A e Fig. 5B) e extratos de casca (Fig. 6A e 6B)
de A. occidentale coletados respectivamente em Crato (Fig. 5A e Fig. 6A) e Lavras da
Mangabeira (Fig. 5B e Fig. 6B). Em geral, houve diferencas nos picos eluidos entre partes
da planta (folha e casca) e areas de coleta (Crato e Lavras da Mangabeira) (Fig. 5 e Fig. 6).

Um total de 33 compostos foram encontrados, o tempo de retencdo (Rt), a massa
observada e a massa calculada associada a formula estrutural de cada composto, bem como
seus valores de erro (ppm <10) estdo representados na Tabela 3. Deve-se ressaltar que 0s
dados foram fornecidos por baixa energia (MS) e seus respectivos fragmentos por
parametro de alta energia (MS-MS). Todos os compostos foram caracterizados pela
interpretacdo de seus espectros de massa determinados por QTOF / MS e comparados com
dados da literatura em nivel de familia e género em bancos de dados de periodicos.

Infelizmente, alguns compostos ndo foram identificados na literatura (m/z
449.1295; m/z 389.1084; m/z 635.0943; m/z 787.1088; m/z 631.0635; m/z 523.2179).
Desse total, 13 estavam presentes em pelo menos uma das partes vegetais, a maioria desses
compostos estava presente em ambas as areas de Crato e Lavras da Mangabeira. Por
exemplo, 0 monogaloil-diglucose estava presente apenas no extrato das folhas de ambas as
areas, o acido galico estava presente em todas as amostras testadas, o hexosideo &cido
galico-gélico estava ausente apenas na amostra dos extratos das folhas de Crato, a hexose
do &cido desidrofasico presente no extrato da casca de Crato e na folha de Lavras, 2 -
hidroxi-4-metoxifenol-1-O-B-D- (6'-O-galoil) - lucopiranosido e quercetina O- hexosideo
estavam ausentes apenas nos extratos da casca de Lavras, a quercetina O- (O-galoyi) -
hexodsido estava presente apenas nos extratos da area de Crato, a epicatequina galato estava
ausente apenas no extrato da casca de Crato, e a quercetina galoyl pentoside estava ausente
apenas no extrato da casca de Lavras. Os seguintes compostos exibiram o mesmo tempo de
retencdo em ambas as amostras da area de Crato: luteolina (folhas da rea de Crato e casca
de Lavras), agathisflavone (presente em todas as amostras), éacido 9,12,13-

trihydroxyoctadeca enoic e cafeolil-D-glicose. Estes dois Ultimos estavam presentes apenas
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nos extratos das cascas das duas areas. Todos tiveram tempos de retencdo aproximados de
uma area para outra.

E importante enfatizar que a maioria dos compostos identificados sdo derivados de
polifendis como derivados de acido galico, flavonoides, taninos e chalconas, formados por
ligacOes estratificadas de carbono (Bandeira 2002; Simdes et al., 2016), dependendo das
condicBes ambientais da planta e suas necessidades metabolicas (Silva et al., 2017) (Fig. 7).

Fragmentos tipicos importantes na formagdo de inimeros compostos, como o acido
galico (m/z 169), precursor na formacao de 18 compostos, sao classificados como um &cido
fenolico, também conhecido como &cido 3,4,5-trihidroxibenzoico. O acido galico apresenta
uma série de atividades bioldgicas relevantes bem conhecidas na literatura, cuja ingestao
adequada pode ser benéfica a saude (Li et al., 2017). Além disso, a quercetina (m/z 301),
que ndo foi encontrada na forma isolada como padrdo analitico de referéncia, sendo apenas
detectado como esterificada com unidades de acucar, formando novos compostos
secundarios, como por exemplo, na formacdo de compostos tipicos como a quercetina- O -
hexosideo (isoquercetina) e quercetina ramnosideo (formado a partir da quercetina e da
ramificacdo do acuUcar desoxi). Varios estudos relataram a presenca de &cido galico e
quercetina em diferentes espécies de plantas ja analisadas da familia Anacardiaceae (Brito
et al., 2007; AbuReidar et al., 2015; Oliveira et al., 2016).

Além destes, agathisflavona também se destaca, assim como a quercetina. Ambos
sdo relatados por apresentar uma série de atividades farmacoldgicas e bioldgicas relevantes,
como: gastroprotetor, carcinogénico, anti-inflamatério, microbioldgico e antioxidante
(Sousa et al, 2007; Santos et al., 2012; Minozzo et al., 2016). Esses trés compostos (acido
galico, quercetina (estratificada) e agathisflavona) presentes nas duas amostras analisadas

estdo representados nas figuras 8A, 8B e 8C, respectivamente.
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Figura 5. Cromatogramas tipicos de intensidade de pico de base (BPI) que mostram o0s
perfis de folhas de A. occidentale no modo de ionizacdo negativa nos municipios de Crato
(A) e Lavras da Mangabeira (B), Ceara-Brasil.
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Figura 6. Cromatogramas tipicos de intensidade de pico de base (BPI), mostrando os perfis
de casca de A. occidentale no modo de ionizagdo negativa nos municipios de Crato (A) e
Lavras da Mangabeira (B), Ceara-Brasil.
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Tabela 3. Compostos fitoquimicos detectados e caracterizados dos extratos de Anacardium occidentale. ELAo0 (extrato da folha de A.
occidentale), EBAO (extrato da casca de A. occidentale), usando UPLC-DAD / QTOF-MS nos modos de ionizacdo negativa.

Peak Rt [M-H] [M-H] Product Empirical ppm Putative Name Ref. EL | ELAo | EBA0 | EBAO
. (error) Ao- | -13 -13 -13
no. Min Observed Calculated lons (MS/MS) Formula 13 LM CR LM
CR
1 0.87 683.2217 683.2222 503.1231, 341.1024, CaoH3,0, -0.7 Hexose polimer | Cunha X
179.0535 et al.,
2017
2 1.03 493.1176 493.1193 331.0615, 169.0127, CigH»5015 -3.4 Mono galloyl- Cunha X X
125.0252 diglucose et al.,
2017
3 1.08 483.0753 483.0775 331.0732, 271.0323 CH21014 Digalloyglucose | Cunha X
et al.,
2017
4 1.16 331.0529 331.0513 271.0492; 241.0204; CyH16013 4.8 Monogalloyl- Cunha X
211.0263; 169.0102 glucose etal.,
2017
5 2.14 169.0132 169.0137 125.0226 C;H505 -3.0 Gallic acid Galvdo | X X X X
etal.,,
2018
6 2.24 449.1283 449.1295 169.0107; 125.0229 CigH25015 -2.7 N.1 Luz, et X X
al.,
2018
7 2.62 389.1105 389.1084 271.0476; 169.0136; Ci6H2,011 5.4 N.1 Luz, et X
125.0213 al.,
2018
8 2.82 577.1367 577.1346 407. 0617, 289.0786 C30H2501 3.6 B-type Cunha X
procyanidin etal.,,

50



COSTA, A.R. Variacdo fitoquimica e atividade bioldgica dos extratos das folhas e cascas de cajui do ...

dimer 2017;
Galvéo
et al.,
2018
9 2.86 483.0740 483.0775 331.0666, 169.0111 CH19014 -35 Gallic acid- Cunha X
galloyl etal.,
. 2017;
hexoside Luz et
al.,
2018
10 2.86 443.1926 443.1917 - C,1H31049 2.0 Dehydrophaseic | Cunha X
acid hexose etal.,,
2017;
11 3.05 453.1023 453.1033 169.0085 CyoH»,04, 3.1 2-Hydroxy-4- Luz et X
methoxyphenol- al.,
1-0-B-D-(6’-O- 2018
galloyl)-
lucopyranoside
12 3.39 467.0815 467.0826 153.0237 CyH190135 2.4 O- Luz et
Galloylnorberge al.,
nin 2018
13 341 467.0924 447.0919 169.0167; 217.0787 C3Hi505 1.1 Gallic Acid Galvao
o et al.,
derivative | 2018
14 3.47 635.0939 635.0943 169.0137 CyoH25015 3.1 N.1 Luz et X
al.,
2018
15 3.59 787.0991 787.0994 615.0738, 465;0699; C34H570,, -0.4 Tetra- Galvéo
169.0132; Ogalloylhexosid | etal.,
e 2018;
Luz et

o1
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al.,
2018

16

3.61

787.1104

787.1088

169.1116, 125.0180

C45H23014

2.0

N.1

Luz et
al.,
2018

17

3.83

631.0925

631.0935

169.9995, 125.0183

C28H23()17

-1.6

N.1

Luz et
al.,
2018

18

4.08

633.0693

633.0728

169.0135

C27H22018

Corilagina

Luz et
al.,
2018

19

4.22

463.0866

463.0877

301.0301, 271.0309

C21H1s01o

Quercetin O-
hexoside

Galvédo
et al.,
2018;
Cunha
etal.,,
2017;
Luz et

al.,
2018

20

4.23

615.1017

615.0986

169.0125

C28H24C)16

Quercetin-O-(0O-

galloyl)-
hexoside

Luz et
al.,
2018

21

431

441.0812

441.0822

289.0745; 169.0103;
125.0229

C22H17()10

Epicatechin

gallate*

Galvao
et al.,
2018

22

4.68

1091.1276

1091.1213

939.1034, 769.0889,
617.0764

C48H35030

5.8

Hexagalloylhexo
side

Galvao
et al.,
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2018
23 472 447.0931 447.0927 301.0317 Cy1H19011 0.9 Quercetin Galvao
. et al.,
rhamnoside 2018
24 4.71 585.0889 587.0880 301.0296; 169.0143 C,7H5,015 15 Quercetin Luz et X
galloyl al.,
pentosidea 2018
25 5.13 939.1073 939.1104 769.0899, 617.0815 Cu1H31046 -3.3 Pentagalloyl- Galvéao
hexoside Isomer etal.,,
2018
26 5.18 349.0561 349.0560 197.0103; 169.0103 C16H1404 0.3 Ethyl 2,4- Luz et
dihydroxy-3- al.,
(3,4,5- 2018
trihydroxybenzo
yl)oxybenzoate
27 5.48 599.1049 599.1037 301.0404 CyH23015 -2.0 Quercetin Galvéao
galloyl- O- etal.,
eoxy-hexoside 2018
28 5.60 523.2189 523.2179 169.0111; 125.0177 CyH23015 1.9 N.1 Luz et
al.,
2018
29 5.85 285.0397 285.0399 _ C15Hq06 -0.7 Luteolin* Cunha
et al.,
2017;
Galvao
et al.,
2018
30 6.95 327.2169 327.2171 _ C1sH3105 -0.6 9,12,13- Galvéo
. etal.,
Trihydroxyoctad 2018
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ec adienoic acid

31 7.27 537.0812 537.0822 375.0466 C3oH17019 -1.9 Agathisflavone Galvao X X
et al.,
2018
32 7.33 329.2311 329.2328 229.1483; 211.1323 C1gH3305 -0.9 9,12,13- Galvao
Trihydroxyoctad (Z[OZillé,
eca enoic acid
33 8.90 339.1967 339.1960 - CpoHy04 4.4 Caffeoyl-D- Cunha
glucose etal.,
2017

ELAO0-CR (extrato da folha de A. occidentale na cidade de Crato), ELA0-LM (extrato da folha de A. occidentale de Lavras da Magabeira) e EBA0-CR (extrato da

casca de A. occidentale na cidade de Crato), EBA0-LM (extrato da casca de A. occidentale de Lavras da Magabeira). N.I: ndo identificado.
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Figura 7. Estrutura proposta da molécula de monogaloil-glicose. Constituinte quimico
de galoyl contendo galotanina. Fonte: Costa (2019), as estruturas quimicas foram
adaptado de Pubchem (2019).
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Figura 8. Estrutura quimica e nomeclatura (IUPAC) do acido galico (A), quercetina
(B) e agatisflavona (C). Fonte: adaptado de Pubchem (2019).

4. CONCLUSOES

O presente estudo mostrou as semelhancas pluviométricas e nutricionais dos
solos de Crato e Lavras da Mangabeira, no Ceard. As duas areas estudadas destacam-se
como arenosas em suas texturas, com grandes valores de areia total, além de pouca
variacao entre pH e valores de nutrientes entre seus horizontes. Os compostos do extrato
da casca e da folha de A. occidentale coletados nas duas &reas de estudo foram muito
semelhantes, apresentando &cidos fenolicos, flavonoides e taninos em todos os extratos
avaliados. Tais estudos sdo relevantes para avaliar as influéncias ambientais na
producdo quimica secundaria, uma vez que a disponibilidade de recursos influéncia na

composigdo quimica.
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Title: Perfil fitoquimico de Anacardium occidentale L.(Cajueiro) e avaliacéo

citotoxica e toxicologica dos extratos da casca e folha

Destaques

e Com a analise dos extratos de folhas e cascas por UPLC-QTOF/MS foi possivel
detectar a presenca de acidos fendlicos, flavonoides e taninos;

e O extrato da casca apresentou maior atividade citotoxica para as células
tumorais;

e Ambos 0s extratos apresentaram baixa citotoxicidade para células normais;

e Nos ensaios com D. melanogaster, ndo houve alteragdo dos niveis de tidis

protéicos e ndo protéicos.

Resumo

Anacardium occidentale (Anacardiaceae), conhecida popularmente como cajueiro, é um
vegetal nativo da America do Sul, consumido mundialmente no setor alimenticio. Suas
folhas e cascas sdo usadas na preparacdo de chas para manutencdo da saude, sendo
indicado em estudos etnobotanicos para o tratamento de cancer, que é considerado um
grave problema de salde publica em todo o mundo. Objetivou-se, com este trabalho,
avaliar a citotoxicidade em células tumorais e normais dos extratos das folhas e cascas
de A. occidentale e também a toxicidade in vivo utilizando a mosca da fruta Drosophila
melanogaster. A citotoxicidade foi realizada através do método do MTT [brometo de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli] em cinco linhagens de células (HL-60, NCI-
H292, HCT-116, P815 e L929). A toxicidade avaliou a taxa de mortalidade e geotaxia
negativa das moscas, assim como a investigacdo dos marcadores do estresse oxidantivo
(quantificacdo de Fe?*, ti6is protéicose ndo proteicos) em modelos de D. melanogaster.
O estudo cromatografico foi realizado por UPLC-QTOF/MS. Como resultado, foi
possivel detectar 11 compostos presentes no extrato das folhas de A. occidentale
(EFAO0) e 6 compostos no extrato da casca (ECAO0), sendo o acido galico e o galloyl
hexoside presentes em ambas as amostras. O extrato da casca apresentou maior
atividade citotdxica para as células tumorais HCT-116, HL60 e P815. Os extratos
também apresentaram baixa citotoxicidade em relacdo a célula normal, L929. Nos

ensaios com D. melanogaster, ndo houve alteracdo dos niveis de tidis protéicos e ndo
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protéicos (NPSH), jé a determinacéo de niveis de Fe** em homogeizados das moscas
expostas ao extrato das folhas, verificou-se um aumento consideréavel dos niveis de Fe?".
Contudo, estudos mais aprofundados devem ser realizados para elucidar os mecanismos

de acdo e avaliagdo de sua seguranca farmacoldgica.

Keywords: Anacardium microcarpum; Antitumoral; LC/MS; Curcumina; Drosophila

melanogaster.

1. Introducéo

O céancer é um dos principais problemas de saude publica no mundo e vem
crescendo consideravelmente nos ultimos tempos. De acordo com Bray et al. (2018),
ocorreram no mundo 18 milhdes de casos novos de cancer e 9,6 milhdes de 6bitos. O
cancer é uma doenca complexa caracterizada pelo crescimento desordenado de células
com potencial invasivo (INCA, 2019), que surgem a partir de mutacdes que alteram a
expressdo génica e desencadeiam uma série de alteracdes morfoldgicas, fisiologicas e
genéticas (Sirui Li et al., 2019; Ouyang et al., 2012), tem como consequéncia uma
proliferacdo descontrolada e resisténcia a morte celular (Kenny et al., 2007). Dentre 0s
tratamentos utilizados, destaca-se a quimioterapia que consiste no uso de
medicamentos, denominados de quimioterapicos.

Tem sido dada consideravel atencdo a procura de substdncias naturais com
capacidade citotdxica, por mecanismos que interfiram na sobrevivéncia das células
tumorais (Sharifi-Rad et al., 2019; Phosrithong; Ungwitayatorn, 2010). No entanto, um
fator de fundamental importancia na busca de novas moléculas bioativas no tratamento
contra o cancer é a seletividade para as células cancerigenas (Luz et al., 2018).

Compostos de origem vegetal tem sido alvo de pesquisas cientificas com énfase
em industrias farmacéuticas, de cosméticos e perfumarias, com crescente importancia
econbmica no mercado (Bursal et al., 2020; Taslimi et al., 2019; Cunha et al., 2015;
Kose et al., 2015; Barros et al., 2013). Tal relevancia se deve aos vegetais por
apresentarem metabolitos secundarios, responsaveis pelas suas propriedades bioldgicas
e farmacoldgicas (Pereira; Cardoso, 2012). Entretanto, o uso indiscriminado de plantas
sem qualquer conhecimento fitoquimico, farmacoldgico e principalmente toxicoldgico €

de grande preocupacdo para a saude. Assim, encontrar uma concentracdo segura e ndo
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letal para células normais, muito menos por mecanismos que possam induzir o estresse
oxidativo, constitui-se uma etapa de grande importancia.

Neste contexto, ensaios toxicoldgicos e citotoxicos de produtos vegetais usadas
na alimentacdo e na medicina tradicional sdo recomendados, uma vez que contribuem
para a padronizacdo de produtos fitofarmacéuticos e alimentares (Salehi et al., 2020g;
Salehi et al., 2019b; Salehi et al., 2019c; Choodhary e Sekhon, 2011; Arun et al, 2012;
Anantha, 2013). Entre as espécies que se apresentam como modelo promissor na
pesquisa cientifica para modelar estudos toxicologicos esta a Drosophila melanogaster,
conhecida como mosca da fruta (Nunes et al., 2019).

Drosophila melanogaster é de facil manuseio e apresenta um genoma 60%
homdlogo ao dos seres humanos, sendo que 75% destes genes sdo causadores de
doencas em humanos (Pandey; Nichols, 2011; Narayanan; Rothenfluh, 2016). Fatores
como estes, a classifica como modelo alternativo na busca de substancias promissoras
para o0 mercado farmacéutico e alimenticio (Mirzoyan et al., 2019).

Nesse cenério, Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae), conhecida como
“cajueiro”, vegetal nativo das regides tropicais do continente americano, apresenta uma
relevancia socio-economica mundial, isso porque é consumido mundialmente no setor
alimenticio. O pseudofruto pode ser utilizado na preparagdo de sucos, doces, passas,
sorvetes e licores; as folhas e cascas sdo preparadas na forma de chas (infusGes e/ou
decoccgbes) para manutencdo da salde, amplamente utilizados pela populacdo para
tratamento de varias enfermidades na medicina popular, dentre elas o tratamento do
cancer, Ulceras e diabetes (Abubakar et al., 2020; Taiwo et al., 2017; Barbosa-Filho et
al., 2015; Ribeiro et al., 2014).

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade em células
tumorais e normais dos extratos das folhas e cascas de A. occidentale e também a
toxicidade in vivo utilizando a mosca da fruta, D. melanogaster, avaliando a taxa de

mortalidade, geotaxia e marcadores de estresse oxidativo.

2. Materiais e métodos
2.1 Material Boténico

Os materiais vegetais (folhas e cascas) de A. occidentale, foram coletados em
uma mancha de dominio fitogeografico “savana”, em meio a chapada do Araripe- Crato,
CE, Brasil, sob coordenadas: -7°17°350” S e -39°32°454” W, a 928 m ao nivel do mar

(Figura 1). Uma exsicata da planta foi selecionada e identificada pelo Prof. Dr. Jodo
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Tavares Calixto Junior, sendo o exemplar da espécie depositado no Herbario Caririense
Dérdano de Andrade Lima — HCDAL/URCA, sobre a numeracao 13.690.

Os pedidos de autorizag@es para as atividades foram encaminhados aos Orgaos
Ambientais: Sistema de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN) sobre numero de registro (A8D43F0) e ao Sistema de autorizacdo
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis- SISBIO
(70403-1).

2.2 Preparo dos extratos etanélicos

As folhas (150 g) e cascas (120 g), coletadas no horario de 6h da manha, foram
lavadas em agua corrente para remover possiveis requisitos de sujeira, em seguida
foram expostas para desidratar e depois, trituradas para diminuir seu tamanho
aumentando a superficie de contato com o solvente. Posteriormente, 0s materiais
bioldgicos foram colocados em frascos de vidro autoclavados, macerados com 1500 mL
de etanol a 96% por um periodo de 72h. No terceiro dia, a suspenséo foi filtrada e seca
em rotaevaporador sob pressdo reduzida (Copra-Janicijevi¢, 2018). Os extratos
preparados foram armazenados em temperatura ambiente até serem testado.

2.3 Analises cromatogréficas e analise multivariada

Seguindo os procedimentos de Galvéo et al. (2018), a anélise foi realizada em
um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo Tempo de
Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA (Fortaleza-CE, Brasil). As amostras foram pesadas e preparadas em
acetonitrila (1:1, g/v). As corridas cromatogréficas foram realizadas em uma coluna
ACQUITY BEH C18 (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um; Waters Co.), onde a coluna tinha
uma temperatura ajustada a 40 °C, em um sistema Waters ACQUITY-UPLC com um
solvente binario e gerenciador de amostras. A temperatura do amostrador automatico foi
de 20 °C. As fases mdveis continham duas solucBes: a primeira com agua e 0,1% de
acido formico e a segunda com acetonitrila e 0,1% de acido férmico, onde o gradiente
variava de 2% a 95% entre 0 a 15 min, a taxa de fluxo foi ajustado em 0,4 mL/min e
volume de injecdo de 5 ul.

O LC-DAD-ESI/MS ¢é um sistema acoplado a um detector de arranjo de diodos
(DAD) e um espectrometro de massa de 500-MS IT (Varian). Os dados expressos pelo
UPLC-MS das duas amostras determinadas foram controlados pelo software Masslynx
4.1 (Waters Corporation), para identificar potenciais marcadores quimicos

discriminatorios dos extratos do A. occidentale. Para analise dos resultados considerou-
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se 0s parametros de intervalo de tempo entre 1 a 10 min e faixa de massa entre 110-
1120 Da.

Os dados eram de grau comparativo com o0s prescritos na literatura em nivel de
familia botanica. A identificacdo dos picos foi determinada pelos valores de TR (Tempo

de Retencdo) em m/z (massa idnica).

2.4 Avaliagdes da atividade antiproliferativa in vitro
2.4.1 Linhagens celulares
As linhagens de células foram adquiridas da secdo de culturas celulares do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), mantidas de acordo com o protocolo
estabelecido pelo Laboratério de Cultura de Células do Departamento de Antibi6ticos
da Universidade Federal de Pernambuco (CCDA- UFPE).
2.4.2 Manutencéo das linhagens celulares
As linhagens de células utilizadas foram HL-60, NCI-H292, HCT-116, P815, e

L 929, semeadas em seus respectivos meios de cultura (Tabela 1), suplementados com
10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidticos: penicilina e estreptomicina. As
garrafas de culturas (75 cm?) permaneceram em estufa em temperatura mida de 37 °C,
enriquecida com 5% de CO,. As células foram manuseadas em ambiente estéril de
camara de fluxo laminar vertical (Filterflux), (LABOVEN, modelo HF-212 UV).
2.4.3 Ensaio de citotoxicidade — MTT

Inicialmente, os extratos das folhas e cascas de A. occidentale foram testadas em
concentracdo Unica (50 pg/mL), para avaliacdo do potencial citotoxico utilizando 4
linhagens celulares tumorais (HL-60, NCI-H292, HCT-116 e P815) e uma célula
normal (L929). Nessa triagem (screening) inicial, foram consideradas ativas, e,
portanto, selecionadas, as amostras que apresentaram percentual de inibicdo do
crescimento celular maior ou igual a 75 % em pelo menos uma das linhagens testadas.
Em seguida, os extratos foram testados para a determinagéo de suas Clso (concentracao
capaz de inibir 50 % do crescimento celular), como descrito a sequir.

As células tumorais foram semeadas (1,0x10° células/mL para linhagens aderidas
e 0,3x10° células/mL em suspensdo) em placas de 96 pogos. Em seguida os extratos
previamente dissolvidos em DMSO, foram diluidos em série em meio DMEM ou RPMI
para obtencdo das concentra¢bes (0,39 — 25 ug/mL) e adicionadas nas placas de 96
pogos (100 puL/ pogo). A curcumina (10 pg/mL) foi utilizada como padrao. Apés 72 h
de reincubacao, foi adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacéo,
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0 meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100 uL de DMSO foi adicionado a
cada pogo. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de
onda de 560 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

2.5 Ensaios com Drosophila melanogaster
2.5.1 Cultivo das moscas

As moscas foram mantidas em meio de fubd composto por: 1% p/v de levedura
de cerveja, 2% p/v de sacarose, 1% p/v de leite em po, 1% p/v de agar e 0,08% p/p de
nipagina. Elas foram mantidas em temperatura constante (25 °C) e umidade relativa
(60-70%) sob 12 horas de fotoperiodo de luz claro/escuro (Paula et al., 2012, De
Oliveira et al., 2019).
2.5.2 Toxicidade por fumigacéo

Diferentes concentracdes de extratos das folhas (EFA0) e da casca (ECA0) de A.
occidentale (0, 10, 25, 50, 100 g/mL) foram preparadas dissolvidas em etanol a 1% e
misturadas na dieta basal das moscas, durante 7 dias de exposi¢do. Os frascos foram
mantidos em um ciclo claro/escuro, 25 °C + 1 °C e 60% de umidade relativa. O
experimento foi realizado em triplicata e 0 nimero de moscas mortas foram contadas a
cada 24 horas até o final do periodo experimental (7 dias).
2.5.3 Ensaio de geotaxia negativa

A atividade locomotora das moscas foi determinada pelo teste de geotaxia
negativa seguindo a metodologia de Coulom e Birman (2004), com adaptacdes. Apos as
leituras de mortalidade da secdo anterior, as moscas vivas foram colocadas em colunas
verticais de vidro separadamente, submetidas a vdos nos frascos. Para as moscas que
ndo ultrapassaram uma altura de 6 cm do frasco em um periodo de tempo de 5 segundos
foi considerada como o extrato sendo ativo. Os ensaios foram repetidos em
quintuplicata (cinco vezes) para cada frasco, (n= 20 de moscas por frasco) em intervalos
de 5 min e comparados com o controle.
2.5.4 Preparacao de homogeneizado de moscas para ensaios bioquimicos

As moscas foram postas a diapausa em gelo, pesadas e homogeneizadas
manualmente em tampao de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,4 (1 mg: 10 pL, peso:
volume) e centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi separado
do sedimento e utilizado para a determinagdo do teor de ferro livre (1), tidis totais
protéicos e ndo proteicos, conforme Nunes et al., (2019). Trés experimentos

independentes foram realizados para cada teste.
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2.5.4.1 Determinacao de tiois proteicos (PSH) e tiois ndo protéicos (NPSH)

Para analise dos niveis de proteina (Tiois proteicos), foram adicionados 50uL do
sobrenadante, 150uL de tampé&o fosfato (pH 7,4) e, em seguida, 10uL de DTNB 5mM
(5,50-Ditiobis (acido 2-nitrobenzoico). As placas foram incubadas por 30 min em
temperatura ambiente da luz, e a absorbancia medida a 405 nm utilizando um leitor de
microplacas. Foi usada a glutationa (GSH) como padrdo, e os resultados foram
expressos em mol GSH/g de tecido. Para a medicdo de NPSH (Tidis ndo proteicos), o
sobrenadante obtido foi perdido com volume igual de 10% de acido tricloroacético
(TCA) e centrifugado por 3 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi usado para
determinacdo de NPSH como descrito para o tiol proteico (Da Silva et al., 2018).
2.5.4.2 Determinacéo de Fe? * nas amostras

Neste ensaio foi medida a intensidade do complexo laranja Fe® + fenantrolina. A
mistura de rea¢ao contendo 110uL de solugao salina (0,9%), 60uL de Tris-HCI (0,1 M,
pH 7,4) e 20uL do sobrenadante, 10uL de 0,25% 1,10-fenantrolina foram adicionados
seguido de incubacdo por 1h a temperatura ambiente (Kamdem et al., 2013).
Subsequentemente, a absorbancia foi lida a 492 nm e o ferro livre (I1) no sobrenadante
foi quantificado usando sulfato de ferro (I1) para a curva padrdo. Os resultados foram

expressos em 1 mol Fe (II)/g de tecido.

2.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como a média + SEM (standard error of
mean), utilizando o software GraphPad Prism 6.0. Os grupos foram analisados por (one-
way) ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. O nivel de significancia foi obtido em p
<0,05. O calculo dos valores de ICsy (Concentracéo capaz de inibir 50%) foi realizado

para avaliar a citotoxicidade em regressdo nao linear.

3. Resultados e discusséo
3.1 Composigdo quimica

A Figura 2 mostra 0s cromatogramas de espectrometria de massa de alto
desempenho dos extratos das folhas (Fig. 2A) e extrato da casca (Fig. 2B). Os
compostos foram identificados com base em sua massa ionica, tempo de retencéo,
padréo de fragmentacdo como mostra na Tabela 2. Foi possivel detectar 11 compostos
presentes no extrato das folhas de A. occidentale (EFA0) e 6 compostos no extrato da

casca (ECA0), dois ndo apresentam identificacdo na literatura (m/z 635.0964 e m/z
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449.1309), e dois se mostraram presente em ambas as analises (m/z 169.0133 e m/z
483.0740).

Na familia Anacardiaceae, a presenca de flavonoides e taninos em varios tecidos
da planta € comum, principalmente nas células do epitélio secretor e no mesofilo,
(Cunha et al., 2017; Lu et al., 2016; Brito et al., 2007). De forma especifica na espécie
A. occidentale foi evidenciado que na regido do mesofilo do parénquima clorofiliano e
nas células do epitélio do canal secretor apresentam consideraveis acimulos de taninos,
sendo uma caracteristica da propria espécie para o seu desenvolvimento (Reis et al.,
2014). Desta forma os nossos resultados estdo em conformidade com os de Galvéo et al.
(2018), nos quais, ambos os extratos apresentaram diferentes classes de compostos
secundarios encontrados principalmente como derivados de flavonoides e taninos
(hidrolisaveis e condensados), por ligacGes estratificadas de acgUcar, caracteristica de
muitos compostos condensados.

Efeitos inversos resultam em fragmentos tipicos, que sdo gerados a partir da
quebra de ligagdo interflavan seguida por rearranjos estruturais produzindo outros
compostos tipicos (Silva et al., 2017). Por sua vez, a quercetina (m/z 301) é precursor de
compostos presentes no extrato da folha e o acido galico (m/z 169) precursor na sintese
de compostos em ambos os extratos (confirmado com valor de massa equivalente a m/z
169.0137). Sendo fragmento do monogaloil-diglucose (m/z 493.1176), hexosido de
acido galico-gélico (m/z 483.0740), hexosideo de tetra-o'galooyl (m/z 483.0740) e galato
de epicatequina (m/z 441.0838), ambos sdo flavonoides formados a partir do acido
galico e uma molécula de aglcar (glicose e/ou hexose). Metabdlitos como o préprio
acido galico e hexoside de acido galico-galico se destacam por estarem presentes em
ambos os extratos analisados.

Além dos compostos hidrolisaveis ja citados, destacamos o dimero de
rocianidina do tipo B (m/z 577.1367) como um tanino condensado, caracterizado por
apresentar maior resisténcia a fragmentacdo (Galvao et al., 2018). Dieta rica em taninos
e flavonoides tem sido associada com atividade anticarcinogénica de relevancia (Karas
et al.,, 2017, Adzu et al., 2015), no entanto, grandes quantidades podem causar efeito
inverso (Monteiro et al., 2005).

3.2 Avaliacéo da atividade antiproliferativa in vitro

Conforme Tabela 3, foi possivel avaliar o percentual de inibicdo do crescimento

celular (CI%) dos produtos em linhagens tumorais na concentragdo de 50 pg/mL. Os

extratos apresentaram atividade moderada para ambos os extratos analisados (Rodrigues
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et al., 2014), sendo a curcumina o composto padréo utilizado nestes ensaios. De acordo
com o American National Cancer Institute, um efeito citotoxico de um extrato
anticancer promissor é considerado significativo se exercer CLsp< de 30 pg/mL
(Suffness e Pezzuto, 1990).

Os extratos que apresentaram atividade superior a > 75% (tabela 3) de inibigado
de crescimento das linhagens celulares foram escolhidos para a determinagdo da
concentracdo que inibe 50% (Clsp) do crescimento em relagcdo ao controle, conforme
Tabela 4.

Ao analisar a Cls dos extratos de folhas e cascas de A. occidentale contra quatro
células cancerigenas representadas na Tabela 4 e Figura 3, observou-se que o extrato da
casca mostrou atividade anticancer promissora nas linhagens tumorais (HL-60, HCT-
116 e P815). As células de L929 mostraram uma baixa citotoxicidade nos extratos,
enquanto a HCT-116 apresentou maior efeito citotoxico (Tabela 4 e Fig. 3B) para o
extrato da casca quando comparado ao grupo controle, curcumina.

Compostos de origem natural podem ser considerados promissores para 0
desenvolvimento de novos farmacos, isso por que, 0s mecanismos de acdo desses
compostos fitoquimicos presentes nas amostras vegetais se ddo pela interagdo com
variadas moléculas, destacando as proteinas da membrana celular (Barrett et al., 2017),
assim como apresentam propriedades moleculares para induzir apoptose em diferentes
células cancerigenas (Raiana et al., 2013, Rajkumar, Guhu e Kumar 2011). Resultados
satisfatorios sdo vistos com a quercetina, um flavonoide tipico, que por sua vez pode
desenvolver seus mecanismos de agédo reduzindo a expressao de genes como H-ras, c-
myc e K-ras, e ativando a fosforilacdo da proteina p53 (Lee et al., 2008; Tanigawa et al.,
2008).

Neste estudo, a quercetina (m/z 301), consta como um fragmento precursor na
formacdo de varios compostos presentes nos extratos testados, assim como o &cido
galico (m/z 169.0737) e seus derivados, tanto a quercetina quanto o acido galico séo
relatados como potentes no sequestro de radicais livres, estes radicais sdo relatados
como responsaveis por causarem danos a niveis celulares contribuindo para o
surgimento de canceres (Luz et al., 2018; Locatelli et al., 2012), assim como s&o
validados na literatura como potenciais compostos antitumorais (Luz et al., 2018) isto
porque podem estar diretamente relacionados com 0s mecanismos epigenéticos

celulares.
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Extratos sdo misturas complexas, cuja interacdo de distintos compostos
presentes na amostra, em constantes modificacOes, dependendo das condicOes
ambientais em que o0 vegetal se encontra, pode potencializar ou retardar a acdo de
determinados outros constituintes (Galvao et al., 2017), devido a possibilidade de existir
correlagdes que possam alterar sua conformacéo estrutural, alterando consideravelmente
sua bioatividade (Galvéo et al., 2017).

Sabendo-se que os compostos isolados apresentam relevante atividade, estudos
com a interacdo destes compostos presentes nestes extratos aqui estudados, podem ser
satisfatorios, como por exemplo, a citotoxicidade do extrato da casca que mostrou
atividade inibitoria contra celulas tumorais, indicando que os extratos de A. occidentale
poderiam ser uma alternativa aos medicamentos convencionais ou adjuvantes
terapéuticos no cancer. Resultados semelhantes sdo observados por Al-Hazzani et al.
(2012), que avaliou a citotoxicidade do extrato do liquido da castanha de A. occidentale
contra células de cancer de mama humano, onde observaram que a formulagéo causou a
perda de viabilidade celular, assim como induziu a apoptose e necroce celular de células
cancerigenas (Clsp de 88 = 14,2 pl/ml).

Pouco se sabe quanto a atividade anticancerigena da casca de A. occidentale,
destes alguns trabalhos corroboram com a nossa hip6tese de que compostos vegetais sao
promissores no tratamento anticancerigeno (Ramosa et al., 2019). Como o trabalho de
Barros et al. (2020), testando a goma do caju extraida de A. occidentale que demonstrou
gue a mesma inibiu significativamente o crescimento tumoral em estudos in vivo,
apresentando cerca de 36,9 a 43% de reducdo na massa tumoral.

3.3 Toxicidade e marcadores oxidativos com Drosophila melanogaster

No ensaio de fumigacdo representado na Figura 4, observa-se uma reducdo
significativa na sobrevivéncia das moscas ao longo de 7 dias de exposicdo na
concentracdo de 100 mg/g, apresentando uma significancia de p<0.0001 extratos
comparados ao grupo controle. O nimero de moscas mortas aumentou com o tempo de
maneira dependente da concentracdo, visto que para 0 extrato da casca notamos uma
taxa de 80% de mortalidade (Fig. 4A), comparando-se com o extrato da folha (Fig. 4B),
que foi menor (55%) na maior concentragéo testada.

Conforme demonstrado na Figura 5, foi possivel analisar um efeito significativo
no ensaio de geotaxia negativa, onde observamos um déficit de 50% no sistema
locomotor das moscas tratadas com extratos de folhas de A. occidentale quando

comparado ao grupo controle (Fig. 5A) em concentragfes > 50 mg/g, assim como a
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maior concentracdo (100 mg/g) do extrato da casca (Fig. 5B) visto que a porcentagem
de moscas que atingiram o topo da coluna de vidro (6 cm em 5 sec) diminuiu
significativamente com o tempo de exposi¢cdo, como observado nas taxas de
mortalidade (Fig. 4).

Nossos resultados demonstraram que altas concentracdes de A. occidentale
proporcionam toxicidade consideravel, para células de D. melanogaster (>100 mg/mL).
Dados semelhantes sdo observados para a espécie Anacardium humile, onde o extrato
desta planta provocou mortalidade de 51,85% de ninfas de Bemisia tuberculata
(Andrade Filho et al., 2010). Este efeito pode ser atribuido ao sinergismo dos compostos
quimicos presentes nas amostras testadas (Benelli et al., 2012). De acordo com Bezerra
et al. (2017) esse efeito no sistema locomotor pode estar relacionado ao aumento de
extresse oxidativo.

Considerando que a atividade antioxidante de A. occidentale, relatada por
Barbosa-Filho et al. (2014), com exibicdo de uma capacidade significativa de
eliminacdo do radical DPPH e inibi¢do a peroxidacdo lipidica no cérebro e figado de
ratos, neste trabalho avaliou-se a atividade dos extratos sobre biomarcadores indiretos
de estresse oxidativo: tiois protéicose ndo protéicos(NPSH), assim como a determinacgéo
de Fe* em homogeneizados de D. melanogaster para determinar possiveis efeitos
citotoxicos dos extratos por mecanismos de inducdo de marcadores de estresse
oxidativo (glutationa reduzida e aumento nos niveis de ferro livre).

Os resultados apresentados na Figura 6 revelaram que o tratamento com 0s
extratos ndo alteraram significativamente os niveis de glutationa (GSH, um antioxidante
encontrado no meio intracelular), quando comparados ao grupo controle, ou seja, em
todas as concentracdes testadas ndo houve alteracdo dos niveis de tidis protéicos (Fig.
6A) e ndo protéicos (NPSH) (Fig. 6B) nos homogeneizados de D. melanogaster.
Enquanto que na Figura 7, determinagdo de niveis de Fe**, no organismo modelo
exposto aos extratos das folhas de A. occidentale, verificou-se um aumento nos indices
de Fe*? livre nos homogeneizados, quando comparados ao grupo controle, resultado
diferente do observado para o extrato da casca, exceto nas maiores concentragoes.

Marcadores oxidativos como o excesso de Fe®* livre e GSH sdo considerados
indicativos de toxicidade a nivel molecular (Gulgin, 2020; Taslimi and Gulgin, 2018;
Gulgin, 2012). De acordo com alguns pesquisadores, um alto nivel de fons Fe?* livre e
GSH foram detectados em varias doencas, inclusive no cancer (Sang et al., 2019;

Dixon, et al., 2014; Liu et al., 2018). Neste contexto, substancias capazes de quelar o
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ferro livre com a finalidade de reduzir sua disponibilidade no meio é de grande interesse
(Schneider et al., 2019).

Dados néo significativos foram observados com nossos extratos testados, que
apesar de exercer boa atividade antioxidante em outros ensaios testados (Barbosa-Filho
et al., 2014), ndo apresentou relevancia na atividade de quelacdo de Fe®* livre. J4 a
glutationa (GSH), assim como o ferro®* é um composto essencial para a homeostase
celular, isso porque, 0 GSH é um redutor intracelular responsavel por desempenhar uma
série de atividades importantes no metabolismo celular, bem como proteger as células
contra EROs (espécies reativas de oxigénio) e outros compostos que possam Vir
ocasionar desestabilidade celular (Sapakal et al., 2008). Assim podemos afirmar que 0s
extratos ndo apresentaram efeito citotoxicos pelos mecanismos de indu¢do da ativacdo
dos tidis, visto que 0s mesmos nao apresentaram aumento significativo nos niveis de
GSH.

Estes extratos ndo contribuem para o aumento de radicais livres, e sim,
apresentam potencial antioxidantes como demonstrados por Barbosa-filho et al. (2014),
em que o extrato da casca apresenta um potencial antioxidante significativo em modelo
testado. Relatos semelhantes sdo descritos para varias espécies da familia
Anacardiaceae, como Lannea stuhlmannii, Lannea humili, Lannea schweinfurthii e
Pistacia chinensis (Adewusi et al., 2011; Rashed; Barret, 2017; Sobeh et al., 2018)
espécies promissoras contra radicais livres.

Ensaios citotdxicos, toxicoldgicos e marcadores de estresse oxidante de produtos
vegetais sdo altamente recomendados, uma vez que faz parte dos procedimentos que

contribuem para a padronizacéo de produtos fitofarmacéuticos (Anantha, 2013).

4. Concluséo

O presente estudo comparou perfis fitoquimicos de duas partes distintas (folhas e
casca) de A. occidentale pela técnica de UPLC-QTOF/MS, e detectou 15 compostos,
cuja predominancia engloba os flavonoides. Em relag&o as atividades citotdxicas, ambos
0s extratos, apresentaram uma moderada atividade para todas as células testadas, ndo
apresentando citotoxicidade para os fibroblastos murinos que sdo células normais,
mostrando certa seletividade de acdo. O extrato da casca mostrou-se mais eficaz e
menos toxico em comparagdo com o extrato da folha.

Quanto a exposicao de Drosophila melanogaster aos extratos, observou-se uma

taxa de mortalidade significativa nas maiores concentragdes, assim como uma geotaxia
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negativa, quanto aos marcadores oxidantivos, ndo alterou significativamente o conteddo
de tidis totais. Desta forma, é possivel afirmar que o extrato ndo afetou os niveis de tiois
da célula, mais sim, outros marcadores, como o aumento dos niveis de ferro®,
observado em elevadas concentracdes. Neste contexto mais ensaios devem ser

realizados para elucidar estes mecanismos de acgéo.
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TABLES

Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas nos experimentos de citotoxicidade.

Linhagens celulares Doenca Meio de cultura (Células/mL)
HL-60 Leucemia RPMI 1640 0,3 x 10°
promielocitica
aguda
NCI-H292 Carcinoma DMEM 10°

mucoepidermoide
de pulmé&o humano

HCT-116 Cancer de colon DMEM 10°
humano

P815 Mastocistoma RPMI 1640 10°

1929 Fibroblastos DMEM 10°
murinos

DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle Médium (GIBCO®); RPMI 1640- Roswell Park Memorial Institute.
HL60- Leucemia promielocitica aguda; NCI-H292- Carcinoma mucoepidermoide de pulmao humano;
HCT116- Cancer de coldn humano; P815- Mastocistoma; L929- Fibroblastos murine.
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Tabela 2. Compostos fitoquimicos detectados e caracterizados dos extratos de Anacardium occidentale. EFAo (Extrato da Folha de A.

occidentale), ECAo (Extrato da Casca de A. occidentale), usando UPLC-DAD / QTOF-MS nos modos de ionizagéo negativa.

Pico Tr [M-H] [M-H] _ Produtos Formula Ppm Nome putativo Ref. EFA0 ECAo0
n° Min Observada  Calculada lons (MS/MS) Empirica  (error)
1 0.92 683.2258 683.2222 341.1028, 179.0529  Cy9H3,04 5.3 Hexose Cunha et X
polimer al., 2017
2 1.02 493.1176 493.1193  331.0615, 169.0127, CigH5015 -3.4 Monogalloyl-  Cunha et X
125.0252 diglucose al., 2017
3 1.72 169.0133 169.0137 125.0228 C7H50s -2.4 Gallic acid Galvdoet X X
al., 2018
4 2.01 635.0964 635.0943 169.0100 C20H28012 3.3 NI Luzetal., X
2018
5 2.26 449.1309 449.1295 _ C18H25013 3.1 NI Luzetal, X
2018
6 2.86 483.0740 483.0775 331.0666, 169.0111  CyoH19014 -3.5 Gallicacid-  Galvdoet X X
galloyl al., 2018;
Hexoside Luzetal.,
2018
7 3.19 577.1367 577.1346 407.0675, 289.0739  C3oH25012 3.6 B-type Galvéo et X
rocyanidin al., 2018
Dimer
8 3.99 787.0986 787.0994 635.0895, 169.0121  Cz4H270,; -0.8 Tetra- Galvdoet X
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Ogalloylhexosi al., 2018;
de Luz et al.,
2018
9 4.30 463.0876 463.0877 301.0334, 300.0270  C1oH19015 -0.2 Quercetin O-  Galvao et X
hexoside al., 2018;
Luz et al.,
2018
10 4.40 939.1055 939.1104 769.0899, 617.0815  Cs1H3105 -0.2 Pentagalloyl-  Galvao et X
hexoside al., 2018
Isomer
11 4.50 441.0838 441.0822 289.0674; 169.0106; C,H17019 3.4 Epicatechin Galvao et
125.0250 al., 2018
gallate*
12 4.68 1091.1226 1091.1213 939.1085, 769.0887, CusgH35030 1.2 Hexagalloyl Galvéo et X
617.0669 hexoside al., 2018
13 5.12 285.0389 285.0399 . C15H906 -35 Luteolin* Galvao et X
al., 2018
14 5.62 599.1026 599.1037 301.0363 CysH23015 -1.8 Quercetin Galvao et X
galloyl- O- al., 2018
eoxy-hexoside
15 7.46 537.0810 537.0822 375.0443 C3oH17019 -2.2 Agathisflavone  Galvao et X
al., 2018

Esses compostos foram previamente identificados em varias especies pertencentes a familia Anacardiaceae. Tr: Tempo de retencédo; Ref.:

Referéncias; N.I: ndo identificado.



Tabela 3. Percentual de inibicdo do crescimento celular (C1%) dos extratos em linhagens
tumorais e normal testados na concentra¢dao de 50 pg/mL pelo método do MTT apods 72 h

de incubacao.

Amostras Linhagens Celulares (C1%)
HL-60 HCT116 NCI-H292 P815 L929
EFAo0 79,39+0,10 88,78+0,17 76,8+0,12 78,06+0,06 34,00+ 0,06
ECA0 85,32+0,10 91,43+0,10 79,16+0,06 83,38+0,12 33,48+0,06
Curcumina 92,05+0,06 9191+0,10 93,11+040 92,42+0,09 31,48+0,08

EFAo0: Extrato das folhas de Anacardium occidentale; ECAo: Extrato da casca de A.
occidentale. Pouca atividade: > 50%; moderada atividade: 50 > 75%; alta atividade: 75 >
100%. HL-60- Leucemia promielocitica aguda; HCT-116- Cancer de colon humano; NCI-
H292- Carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano; P815- mastocistoma e L929-

fibroblastos murine.

Tabela 4. Valores da concentragdo que inibe 50% do crescimento celular (Clsp) € 0
intervalo de confianca (CI 95%) das fases em linhagens tumorais testadas pelo método do

MTT ap6s 72 h de incubacéo.

Clso (ug/mL) e CI 95%

Amostras HL-60 HCT116 NCI-H292 P815 L929

EFAo 11,28 10,89 11,08 11,07 > 50
(9,26 - 13,73)  (9,32-12,72) (6,82—17,98) (7,81 - 15,67)

ECAo0 9,70 9,44 10,98 9,77 > 50
(8,11-11,59) (6,43 -13,87) (9,429 —12,79) (6,84 — 13,97)

Curcumina 9,87 9,48 10,27 9,86 >50

(7.15-1354) (7,23-1243) (6,33—16,66) (6,67 — 14,57)

EFAo0: Extrato das folhas de Anacardium occidentale; ECAo: Extrato da casca de A.
occidentale. HL-60 - Leucemia promielocitica aguda; HCT-116 - Cancer de colén humano;
NCI-H292- Carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano; P815 - Mastocistoma e
L929- Fibroblastos murine.
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Figura 1. Mapa de localizacdo da coleta de material biolégico na area de conservacao:
Chapada do Araripe, Crato, Ceard, Brasil. Fonte: Costa (2019).
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Figure 2. Cromatogramas tipicos de intensidade de pico de base (BPI) mostrando os perfis
de extratos de folhas (A) e cascas (B) de A. occidentale no modo de ionizagdo negativa.
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Figura 3. Citotoxicidade do extrato das folhas (ELA0) e cascas (EBAO0) de A. occidentale e
da Curcumina (composto padrdo usado). HL-60 (leucemia promielocitica aguda); HCT-116
(cancer de colén humano); NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmédo humano);
P815 (mastocistoma). * representa diferencas em relacdo ao grupo controle, # representa
diferengas entre os extratos de folhas e cascas A. occidentale. ****: p <0.0001; ***:
p<0.001; *: p<0.1. ####: p <0,0001; ##: p<0,01.
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Figura 5. Efeito dos Extratos (A) das folhas de A. occidentale e (B) das cascas de A.
occidentale na atividade locomotora (geotaxia negativa) de Drosophila melanogaster. ****

valor estatisticamente significativos, com p<0.0001.
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Figura 6. Teor total de tidis protéicos (PSH) (A) e ndo-protéicos (NPSH) (B) em
homogenatos de moscas, tratados com extrato da casca de A. occidentale (EBAO) e extrato
das folhas de A. occidentale (ELAO).
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MANUSCRITO 11

SCIENTIFIC PERSPECTIVES AND ANALYSIS OF Anacardium occidentale L.

RESPONSES BASED ON THE SCOPUS DATABASE

PERSPECTIVAS CIENTOMETRICA E ANALISES DE VISUALIZACAO DE
Anacardium occidentale L. COM BASE NO BANCO DE DADOS SCOPUS

A seguir o manuscrito redigido segundo as normas estruturais e bibliogréficas do periddico
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Perspectivas cientométrica e analises de visualizacio de Anacardium occidentale L.

com base no banco de dados Scopus

Resumo

Estudos de cientometria sdo relevantes para avaliar a estatistica do crescimento da pesquisa
em uma determinada area e/ou assunto, neste trabalho objetivou-se realizar uma analise
cientométrica da produtividade da pesquisa com a espécie vegetal, Anacardium
occidentale, comercialmente relevante no setor agricola. Os dados foram analisados usando
ferramentas de analise fornecidas pelo banco de dados da Elsevier Scopus. Os dados
coletados foram utilizados para gerar recursos especificos, como anos de publicacdo,
filiacdo, rede de autores e area tematica de pesquisa. A parte grafica utilizou o software
Prisma 6 e VOSviewer. O primeiro trabalho publicado com esse nome cientifico (4.
occidentale) nos bancos de dados da Scopus se deu inicialmente em 1941 com apenas um
unico trabalho, aumentando gradualmente seu numero de publicagdes, totalizando 2.030
trabalhos registrados até margo de 2020. Entre os trabalhos analisados, 89,5% eram artigos
originais publicados nas areas bioldgicas, farmacologicas e toxicoldgicas. Com base na
rede de citagcdes, destacam-se os estudos fitoquimicos, antioxidantes, microbioldgicos e
citotoxicos desse vegetal. Este estudo fornece informacgdes praticas para pesquisadores que
trabalham com a espécie 4. occidentale, visto que pesquisas desta natureza sdo Uteis para
que os pesquisadores conduzam suas pesquisas levando a mais publicagdes com a espécie

vegetal.

Palavras-chave: Scopus. Cajueiro. Bibliometria. Anacardiaceae.

INTRODUCAO

A cientometria ¢ classificada como um ramo da ciéncia que estuda a mensuragao do
progresso da ciéncia em analises quantitativas e qualitativas, em termos cientificos e
tecnologicos (Bonilla et al. 2015; Silva ef al. 2011), com estes meios sdo possiveis construir

indicadores para avaliar como estd a producdo cientifica em determinadas areas de
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conhecimento a nivel regional, nacional e mundial (Silva et al. 2011). Nos ultimos anos,
este tipo de andlise tém ganhado consideraveis interesses na comunidade cientifica, visto
que pode fornecer dados das principais tendéncias que foram publicadas sobre determinado
assunto (Krauskopf 2018; Baladi and Umedani 2017).

As avaliacbes de parametros cientométricos sdo bem-aceitos pela comunidade
cientifica, uma vez que se destacam como uma ferramenta eficiente para avaliar, quantificar
e comparar o andamento e a produtividade em uma determinada area ou assunto (Kamdem
et al. 2015; Inglesi-Lotz and Pouris 2011, Diaz-Faes et al. 2015).

Deve-se mencionar que o mecanismo de busca “Scopus” da Elsevier ¢ conhecido
como uma das melhores ferramentas disponiveis para analise e rastreamento de artigos
publicados (Aghaei Chadegani 2013). Assim, nosso estudo poderia dar uma imagem clara e
confiavel sobre as caracteristicas das pesquisas com a espécie Anacardium occidentale.

Estudos desta natureza sdo relevantes para avaliar a estatistica do crescimento da
pesquisa com a espécie vegetal, A. occidentale L. (Anacardiaceae), conhecida popularmente
como cajueiro, originaria do Brasil, e tem se tornado um alimento consumido
mundialmente (Havik et al. 2018). A espécie se destaca por apresentar produtos de
expressao econdomica como “a améndoa comestivel” e o “liquido da casca da castanha”,
além do consumo de seu pedunculo no preparo de sucos e doces, motivos que impulsiona
cada vez mais um crescimento significativo da agroindudstria de caju (Serrano e Pessoa
2016; Havik et al. 2018).

O mesmo se destaca pela exploracdo de 677.253 h de cajueiro, proporcionando uma
producdo de 217.062 toneladas de castanhas e 2 milhdes de toneladas de pedinculo por
ano. E o Brasil se destaca na exportagdo com 70% da producdo mundialmente (Serrano,
Pessoa 2016). Os estudos atuais sobre A. occidentale, sdo cruciais para promover seu uso
adequado e identificacdo das lacunas cientificas atuais para impulsionar pesquisas futuras
com esta planta, haja vista ser muito utilizada também na medicina tradicional para tratar
diversas enfermidades como Ulcera, antitumoral, anti-inflamatoria e diabetes (Ribeiro et al.
2014). Neste contexto foi realizado um levantamento cientométrico em termos de pesquisa
cientifica e tecnoldgica sobre A. occidentale, assim como uma analise de redes de autorias e

areas de pesquisa.
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FONTES E METODOS
Parametros cientométricos

Um levantamento cientométrico foi realizado para avaliar a produtividade
bibliométrica, utilizando bancos de dados de acesso a documentos da ciéncia, “Elsevier
Scopus”. A escolha desta base de dados se deu por apresentar uma alta cobertura
multidisciplinar, disponibilizando uma diferente ferramenta de anlises cientométricas
(Bar-1lan 2010).

Essa andlise foi estabelecida por meio da avaliacdo de todos os documentos
publicados nesta base de dados até marco de 2020, fornecendo uma perspectiva
representativa e informativa dos dados analisados (Kandem et al. 2018). Foram agrupados
nas categorias: nimeros de trabalhos publicados no decorrer dos anos, areas de publicacéo,
documentos por filiacBes: universidades e paises, autores e indice h dos autores (o valor é
igual a X se ele tiver X artigos citados pelo menos X vezes). Utilizou-se o software
GraphPad Prism verséo 6 Para a producéo das figuras.

Para a contagem fracionaria utilizou-se uma analise grafica dos dados bibliograficos

utilizando o software VOSviewer (www.vosviewer.-com/), disponivel para construir e

visualizar redes cientométricas. Este programa criado por Van Eck and Waltman em 2010,
é uma técnica usada para gerar co-ocorréncia de termos de titulo de trabalhos publicados
em relacdo ao tema (Kamdem et al. 2019). Visto que a co-ocorréncias de termos indicam
que é o numero de vezes que dois termos ocorrem juntos em um conjunto de documentos.
Todas as informacfes nescessarias contendo informacdes de citagdes como autorias,
palavras-chave, resumos e titulos foram selecionados e exportados em arquivo CSV.
Revisdes Bibliograficas

Além da Scopus®, outras bases cientificas foram analisadas: ScienceDirect®, Web
of sciences® e Pubmed®. Apds a obtencgdo dos artigos nas plataformas mencionadas, com
critérios de inclusdo de artigos originais, dos ultimos 10 anos de pesquisa (2010-2020),
escritos em inglés e portugués. Com base na rede de ocorréncia do VOSviewer, um

levantamento bibliografico foi realizado e discutido na se¢édo de “discussao”.
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RESULTADOS
Ano de publicaciio e caracteristicas dos documentos

A tendéncia das publicagdes anuais ao longo do tempo ¢ mostrada na Figura 1, onde
foi possivel observar que o primeiro trabalho publicado com esse nome cientifico
(Anacardium occidentale) nos bancos de dados da Scopus se deu inicialmente em 1941
com apenas um unico trabalho, aumentando seu nimero de publicagdes gradualmente até
os anos 2000, a partir deste, o nimero de artigos publicados por ano aumentou
consideravelmente. Totalizamos 2.030 trabalhos registrados no banco de dados, até a data
de marco de 2020, dando destaque os ultimos anos 2000 (de 2010 a 2019). O ano mais
produtivo foi 2015 liderando o ranking de publicagcdes com 186 trabalhos, dentre eles,
inimeros dados de relevancia para a pesquisa cientifica. Em contrapartida, foi registrada
uma queda nos anos seguintes (2016, 2017, 2018, 2019 e 2020), quando a producdo
permaneceu com o registro de poucas publicagdes.

Entre os trabalhos analisados, 89,5% eram artigos originais, 2,6% artigos de revisao
e 7,9% trabalhos diversos como trabalhos de conferéncias, capitulo de livro, erratas e
editoria. Entre os artigos, 86% dos documentos foram citados pelo menos uma vez e 14%
dos itens ndo apresentavam qualquer citacao.

Paises e instituicbes mais produtivos e influentes das publicacdes

Como demonstrado na Figura 2, o Brasil lidera o ranking de publicagdes, com
34,58% de publicagdes, seguido pela india (23,34%) e os Estados Unidos (9,06%). Esse
destaque do Brasil e os Estados Unidos podem ser justificados pelo vegetal ser nativo do
continente americano, fator que contribui para obtencdo do vegetal, uma vez que é muito
comum ser encontrada em manchas de Cerrado nas proximidades.

Considerando os paises com maiores indices de publicacdo, é interessante conhecer
as Universidades que se destacam com trabalhos envolvendo a espécie A. occidentale
(Figura 3), a Universidade Federal Ceara (UFC), localizada no estado do Ceard, no
Nordeste Brasileiro, lidera com 232 trabalhos publicados. Seguida pela Empresa Brasileira
de Pesquisas Agropecuaria (EMBRAPA), com destaque a “EMBRAPA- Agroindustria
Tropical”, situada na capital do Ceara - Fortaleza, Brasil, com 141 trabalhos, os demais

polos desta instituicdo, distribuidos pelo pais, totalizam 79 publicac¢Ges ao todo.
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Perfil dos principais autores produtivos e mais citados

A Figura 4A demonstra a rede de autorias dos trabalhos publicados, para mapear a
rede de autores foi usando o software VOSviewer, o nimero minimo de documentos
publicados por um autor foi considerado 3 documentos. De 425 autores selecionados, o
maior conjunto de itens conectados consiste em 139 itens que atingiram esse limite.

Analises de cluster da rede de coautoria de pesquisadores no campo mostraram que
esses clusters incluiram 13 grupos em cores diferentes, destes os aglomerados mais
importantes sdo: Cluster 1 (vermelho) com Girrute, J. ¢ Alves, R.E., cluster 2 (Verde-
escuro) com Gongalves, L.R.B, Dias-pini N.S. e De Andrade, I.M, cluster 3 (azul) com
Rodrigues S. e Moura C.F.H, cluster 4 (amarelo) com Brito E.S. e Maia G.E., cluster 5
(roxo) Alves, J.A.G. e Silveira J.A.G., cluster 7 (laranja) Cavalcanti, J.J.V, cluster §
(marrom) com Cardoso J., cluster 10 (rosa-claro) com De Paula R.C. Dos cluster.

A maior densidade (Figura 4B) na rede pertence a Rodrigues S., Cavalcante J.J.V.,
Cardoso J., Maia G.E, Bezerra M.A., Silveira J.A.G, De Paula R.C., Lima R.C, Freitas,
E.R., Pimentel P.G., De Oliveira, V.H, Rossetti A.G., Travisam M.T.S., Lomanaco, D., De
Figueiredo, Pereira A.L.F. e Wasserman R.T.

Os autores com maiores citacdes foram mantidos e analisados quanto ao seu indice
h, total de publicacdes e citacdes de seus trabalhos, como demonstrados na tabela 1. O
indice h pode ser usado como uma medida da qualidade do desempenho do pesquisador.
Do total consideramos apenas 0s autores que tinha até 12 publicagdes com a espécie.

Cardoso J., se destaca com 28 trabalhos publicados, seguida por Rodrigues S., com
24, Tyman J.H.P., com 22, Maia G.A. com 21 e Cavalcanti, J.J.V. com 19 trabalhos, na
area de agricultura e ciéncias bioldgicas, bioquimica, genética molecular, biologia
veterinaria, imunologia e microbioldgica, medicina e engenharia.

Temas mais relatados com a espécie vegetal

A analise referente aos temas de maior destaque sdo as areas agricolas e bioldgicas
conforme Figura 5, em seguida destaca-se a farmacologia e toxicologia, dando destaque aos
parametros antioxidantes (Barbosa-Filho et al. 2015), antimicrobianos (Barbosa-Filho et al.
2014), anti-inflamatorios (Vanderlinde et al. 2009) e citotoxicos (Barros et al. 2020), duas
grandes areas de relevancia, visto que, esse vegetal em si, € muito utilizado pela medicina

tradicional, com uma variedade de fungdes terapéuticas, incluindo doencas infecciosas,
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inflamacéo, reumatismo e tumores (Ribeiro et al. 2014; Barbosa-Filho et al. 2015), e
estudos cientificos sdo de extrema importancia para comprovar a eficicia dos vegetais no
ambito cientifico. Na sequéncia, predomina a area de bioquimica, genética e biologia
molecular, e por fim com menos trabalhos publicados a area a ciéncias ambientais.

A figura 6 representa as palavras de maior destaque nos artigos publicados ao longo
dos anos, cada palavra tem um peso, & medida que é muito citada esta diretamente
relacionada com a ocorréncia de citacdo, representada pelo tamanho do circulo na imagem.

Desse banco de dados, selecionamos as pesquisas de maior citacdo para discutir cada um.

DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizada uma andlise cientométrica das atividades de
pesquisa sobre a espécie vegetal Anacardium occidentale. Um total de 2.030 produtos
cientificos extraidos dos bancos de dados da Scopus foram utilizados para o balango
cientométrico. O banco de dados Scopus se destaca por ser uma base de dados confiavel,
sendo uma das melhores bases para este tipo de pesquisa (Aghaei Chadegani et al. 2013).
Por fim, nosso estudo propicia uma imagem clara e confidvel das caracteristicas da
pesquisa sobre A. occidentale.

Nossa descoberta demonstra que ha uma tendéncia crescente a partir dos anos 2000
na publicacdo de artigos (>80%) sobre a espécie, principalmente na 4area agricola e
bioldgica isso porque atualmente h4 uma crescente producgao de hibridos de A. occidentale,
na produ¢do de melhores hipocarpos para fins comerciais (Crisostomo et al. 2002).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a avaliagdo cientifica de
plantas medicinais no ambito farmacologico e toxicoldgico, areas relevantes para suprir a
demanda de farmacos mais promissores no tratamento de comorbidades (Saeidnia et al.
2013; Kim et al. 2007). Essa sugestdo pode resultar no aumento da taxa de publicagdes com
esta e outras plantas contribuindo para a padronizacdo de produtos fitofarmacéuticos
(Choodhary and Sekhon 2011; Arun ef al. 2012; Anantha 2013). Visto que, esta ¢ a segunda
area de maior publicagdo de artigos em nossas andlises, destacando também
respectivamente a bioquimica, genética e biologia molecular. Esses nimeros apresentam a

crescente taxa de estudos baseados em evidéncias sobre fitoterapicos.
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Como foram relatadas na rede de ocorréncia, as areas microbioldgicas, antioxidante,
toxicologicas e citotoxicas sdo os assuntos mais abordados, com resultados satisfatorios,
apresentando assim relevancia para a ciéncia, podendo ser promissores no tratamento de
varias doencas. Como, por exemplo, na busca de substancias promissoras no combate a
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN), causadoras de enfermidades, o
potencial de vegetais como antioxidantes naturais podem ajudar o organismo a modificar o
status oxidativo.

Pesquisadores como Barbosa- Filho ef al. (2014), evidencia a capacidade de fragdes
da casca desta planta na prevencdo contra radicais livre, demonstraram que o Cls
(Concentragdo inibitoria de 50% de radicais DPPH) da fragdo acetato de etila com
consideravel eficiéncia (Clsy 27,88 = 1,6 g/ mL), trés vezes maior que o do acido ascorbico
utilizado como referéncia.

Nos estudos de Tan et al. (2014) comparando duas espécies vegetais (4. occidentale
e Piper betle) as folhas frescas de 4. occidentale excederam consideravelmente a atividade
antioxidante de P. betle, dados semelhantes sdo observados pro Rajesh ef al. (2015) entre 4.
occidentale e Terminalia catappa que também se destacou com mesmo potencial observado
por Tan et al. (2014). Assim como também demonstrou-se ser mais eficiente que outras
espécies da sua familia botanica: Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris e Origanum
majorana, significativamente (Chan et al. 2012).

Quanto a microbiologia de 4. occidentale, apresenta considerdvel atividade, tanto na
interagdo com medicamentos antibacterianos e antifingicos disponiveis no mercado, quanto
como efeito combinatorio. Alguns relatos descrevem sua atividade microbiologica, pela
acdo de interagir com a camada lipidica da membrana externa das bactérias ou com suas
proteinas, fazendo com que ocorra ruptura da membrana, contribuindo para a
permeabilidade das substidncias com potencial microbiologico, levando a morte celular
(Barbosa-Filho ef al. 2015). Ha predominancia de estudos sobre a atividade antibacteriana
com diferentes cepas Gram-positivas, apresentando melhores resultados, uma vez que a
literatura cita as bactérias Gram-negativas como mais resistentes a produtos naturais (Veras
etal 2017).

Entretanto, Tan et al. (2014) mostraram que as folhas frescas de A. occidentale sao

promissoras na inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
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testadas. O mesmo autor também destaca que esta atividade pode ser atribuida aos
polifendis, como acido anacardico e alquios fenois (como o cardois), que possuem cadeias
laterais com ligacdes insaturadas, fator que contribuem para a inibi¢do de bactérias Gram-
positivas. Dado controverso ao trabalho de Rajesh et al. (2015) a qual destaca uma
relevante atividade contra Escherichia coli (cepa Gram-negativa) com uma zona de
inibicdo de 18 mm em comparag@o com as outras cepas testadas.

Quanto ao potencial antifingico e antiprotozoarios ha poucos trabalhos relatados na
literatura. Destes, destacamos o trabalho de Santos ef al. (2011), que ao avaliar cinzas do
bagaco de A. occidentale contra Fusarium oxysporum, F. moniliforme e F. lateritium relata
seu potencial fingico mais relevante que o grupo controle Cercobin® (tiofanato metilico),
na capacidade de suprimir o crescimento destes fungos, além de demostrar baixa
toxicidade. Sendo possivel afirmar seu potencial promissor como antifiingico. Dados
diferentes foram observados com Candida albicans, onde o extrato foliar de A. occidentale
contra C. albicans foi fraco em comparacdo a Clorexidina (farmaco controle),
demonstrando baixa atividade antifungica (Vasudev et al. 2015).

Nao somente as misturas complexas de A. occidentale sdo testadas, mais sim
compostos isolados que sdo extraidos dos orgdos desta planta, como o cardanol, que se
apresentou com potencial promissor contra C. albicans (Mahata et al. 2014).

No trabalho de Barros et al. (2020), testando a goma do caju extraida de A4.
occidentale, demonstrou inibicdo significativa do crescimento tumoral em estudos in vivo,
apresentando cerca de 36,9 a 43% de redugdo. O mesmo trabalho ndo apresentou toxicidade
para os orgdos e tecidos do animal, também ndo apresentou citotoxicidade in vitro para
células saudaveis, assim como ndo alterou os niveis de marcadores oxidativos. Abordando
assim o potencial na atividade anticancerigena dessa planta. Resultados semelhantes foram
observados por Al-Hazzani et al. (2012), avaliando a citotoxicidade do liquido da castanha
utilizando nanotecnologia contra células de cancer de mama humano, onde demonstrou que
a formulagdo causou a perda de viabilidade celular, assim como induziu a apoptose e
necrose celular de células cancerigenas (ICsg 4. 88 = 14,2 pl/ml).

Os compostos bioativos, também conhecidos de fitoquimicos, sdo 0s responsaveis
por todo o potencial vegetal na saide humana, além das fungdes bioldgicas que exercem

para os vegetais que os produzem como forma adaptativa a sua sobrevivéncia, reproducao e
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desenvolvimento, apresentam elevada importdncia como matéria-prima industrial e
medicinal (Mubofu et al. 2018). Estes compostos sdo identificados por diferentes técnicas
cromatograficas e classificados de acordo com sua estrutura quimica em diferentes classes e
subclasses quimicas (Simdes 2016). Como, por exemplo, os flavonoides que apresentam
uma estrutura quimica que se resume em apresentar pelo menos um anel aromatico no qual
ao menos um hidrogénio ¢ substituido por um grupamento hidroxila.

Os flavonoides sdo a classe mais estudada na pesquisa cientifica, isto porque,
apresentam atividades biologicas de grandes aplicagdes nas industrias farmacéuticas,
devido as propriedades farmacologicas de relevancia, os compostos fendlicos (subclasse
dos flavonoides) apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas, como, por exemplo,
o acido elagico, que tem sido efetivo na prevengdo do desenvolvimento do cancer
(Castonguay et al. 1990), assim como o acido cafeico e &cido clorogénico que apresentam
atividades anti-inflamatérias, imunomoduladoras e microbiologica de relevancia (Choi et
al. 2015; Oksinska et al. 2013; Prasad et al. 2011). Ambos sempre sdo citados em analises
fitoquimicas de 4. occidentale.

O 4cido clorogénico ¢ descrito como o éster do acido cafeico e 4cido quimico e a
absor¢ao desses acidos podem levar a efeitos biologicos na circulagdo sanguinea (Sato ef al.
2011). J& a quercetina e 4acido galico apresentam consideraveis relatos quanto ao seu
potencial farmacologico.

Os principais componentes majoritarios do caju sdo acido anacardico (60 a 70%),
cardol (20 a 25%), cardanol (10%) e pequenas quantidades de 2-metilcardol (Lopez ef al.
2012; Paramshivappa et al. 2001). Estes compostos além da 4. occidentale sdo relatados
em amostras de diferentes espécies do género Anacardium, em diferentes partes dos
vegetais (Bastos et al. 2016).

O acido anacardico, classificado como um acido fenolico ¢ citado na literatura como
composto majoritario da castanha de A. occidentale, isso porque em muitas analises sempre
se apresenta em maiores porcentagens, geralmente com mais de 80% deste acido (Tedong
et al. 2010; Agostini-Costa et al. 2003), apresentando um grau de instauracdo de mais de
90% em sua cadeia lateral C15, ainda que em menor propor¢do pode conferir irritabilidade
em contato com a pele e mucosas. E importante ressaltar que mondmeros deste acido é

percursor acrilato, anacardanil e macrilado de anacardanil (Philip et al. 2007). A
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descarboxilagdo através do aquecimento do acido anacardico dd origem ao cardanol e
cardol.

Estes sdo os principais componentes depois do acido anacardico. Apresentando uma
estrutura semelhante a do 4acido anacardico, por ter uma segunda hidroxila no anel
aromatico e sao separados por destilacao sob pressao reduzida (ca. 10 mmHg), (Lopez et al.
2012). Esses dois compostos possuem diversas aplicacdes na ciéncia farmacéutica e
bioldgica, tais como atividade antioxidante, larvicida e antibacteriana (Osmari et al. 2015;
Andrade et al. 2011).

A maioria dos estudos foi publicada em periddicos internacionais de grande valor
académico, com IF> 2 e SJIR> 1, podendo afirmar que os documentos desse campo sdo
publicados em periddicos de alta qualidade. Esses achados mostram a importancia mundial
dessa espécie vegetal para a pesquisa cientifica. Quanto a filiagdo a maioria dos artigos era
do Brasil (677 artigos). Os outros trés principais paises foram India (460 artigos), Estados
Unidos (180 artigos) e Nigeria (159 artigos). Esses nimeros mostraram a tendéncia
crescente dos estudos publicados nesse campo, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
em desenvolvimento. A principal colaboracao e poténcia mundial em termos de publica¢des
internacional no campo pertencem aos Estados Unidos, apesar de o Brasil liderar com esta
planta. Além disso, apenas uma pequena porcentagem dos documentos nado foi publicada no
idioma inglés.

Quanto a densidade, aborda a importancia dos trabalhos e colaboracdo entre
pesquisadores, ilustrando a importancia do ndé na rede de coautoria de autores. Sabendo-se
que as coautorias sdo as formas mais tangiveis de colaboracao em pesquisa (Giuliani et al.,
2010). A parceria e diversidade mundial de autores que escrevem em uma determinada area
e assunto sdo importantes para formar o sistema global de produgdo de conhecimento,
destacando a importancia as redes de coautoria (Giuliani, ef al. 2010; Zare-Farashbandi, et
al. 2014). Assim a producdo cientifica, em termos gerais de nimeros, tanto de trabalhos
quanto os aspectos de citagdes sdao afetados positivamente por filiagdes, centros,

universidades e outros.
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CONCLUSOES

Essa analise cientométrica indicou um crescimento significativo das pesquisas com
a espécie A. occidentale ao longo destes 78 anos, cujos resultados demonstraram que o
Brasil obteve o maior numero de publicacdes. O Software de visualizacdo de semelhancas
(VOSviewer) revelou uma forte colaboracdo entre os autores mais produtivos e citados,
assim como 0s temas mais recorrentes. Pesquisas na area de fitoquimica sobressairam-se
como o principal assunto abordado, abrangendo os compostos majoritarios da espécie
(&cido anacardico, cardol e cardanol), e as areas (agricolas, farmacoldgicas e toxicoldgicas).

Os resultados desta andlise cientométrica mostraram produtividade promissora de
publicacdes cientificas sobre A. occidentale. Dada a importancia de contribuir com o
conhecimento cientifico, dados como estes podem subsidiar novas pesquisas € incentivar o

desenvolvimento de estudos com este vegetal.
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Tabelas

Tabela 1. Autores mais produtivos e influentes que trabalharam com Anacardium

occidentale entre 1941 e 2020.

Autores TP TC indice h
Cardoso J. 28 270 10
Rodrigues S 24 3942 34
Tyman J.H.P. 22 2086 23
Maia G.A 21 880 13
Cavalcanti J.J.V 19 175 7
Sathe S.K. 19 7402 47
Kubo L 16 11721 60
Raux K.H 16 8082 45
Aliyu O.M. 15 276 9
Viana F.M.P. 15 176 8
Silveira J.A.G. 14 3161 31
Alves R.E. 13 1623 16
Gongalves L.R.B. 13 2925 33
Feitosa J.P.A 12 2894 32
Ferreira-Silva S.L. 12 987 16

O indice h e a citacdo aqui sdo aplicados a publicacdo geral do autor. TP: Total de

publicacdes com a espécie; TC: Total de citacOes.
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