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RESUMO. A busca de novos medicamentos tem levado ao desenvolvimento de novos
firmacos que sejam eficientes e destituidos de toxicidade. Uma das fronteiras nessas
pesquisas sio os medicamentos fitoterdpicos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilincia
Sanitiria (ANVISA) regulariza essas pesquisas ¢ padroniza os procedimentos. A Resolugio
da Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, por exemplo, regulariza o registro de fitoterdpicos.
O Anacardium occidentale Linn estd entre as plantas mais estudadas, devido as agdes antibidtica
¢ antiinflamatéria de seus metabdlitos secundirios, principalmente taninos. Esta planta
também possui a capacidade de impedir a formagio da placa bacteriana bucal.  Diante
dessas ag¢des, formas farmacéuticas acabadas (cremes e géis) foram desenvolvidas a partir do
extrato bruto seco (EBS) das cascas do caule do A. occidentale Linn para registro de um novo
fitomedicamento. Entretanto, testes pré-clinicos e clinicos devem ser feitos de acordo com
a lei vigente. O presente trabalho avaliou a toxicidade subcronica do EBS em cies sem raga
definida (SRD). Os testes revelaram apenas hepatotoxicidade transitéria demonstrada pela
elevagio dos niveis da alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST).

Palavras-chave: Anacardium occidentale Linn, cajueiro, toxicidade, subcronica, produtos naturais,

atividade bioldgica.

ABSTRACT. Evaluation of the subchronic toxicity of the crude dry extract of
Anacardium occidentale Linn in dogs. Research on new medicaments has led to the
development of efficient and non-toxic drugs. In Brazil, the Agéncia Nacional de Vigilincia
Sanitiria (National Department of Sanitary Supervision — ANVISA) regularizes and
standardizes the procedure. Anacardium occidentale is amongst the most researched plants,
due to the antibiotics and antinflammatory properties of its secondary metabolites, mainly
tannins and flavonoids. Furthermore, it prevents the dental plaque formation. On account
of these actions, finished pharmaceutical forms (creams and gels) were developed from the
crude dry extract (CDE) of A. occidentale Linn stem rinds, in order to register a new form.
However, pre-clinical and clinical assays can be made in accordance with the effective law.
The present work evaluated the subchronic toxicity of the CDE in dogs of indefinite
pedigree. Data showed an increase of alanine transaminase (ALT) and aspartate
transaminase (AST) levels, which may indicate transitory hepatotoxicity.

Key words: Anacardium occidentale Linn, cashew-tree, toxicity, sub chronic, natural products, biological

activity.

Introducao

A primeira informagio sobre o uso sistemético de
plantas como medicamentos surgiu na India, por
meio do sistema medicinal vigente naquela época,
possivelmente o “Ayuveda” (Ciéncia da Vida)
(Oliveira, 1986). No entanto, seu uso com fins
terapéuticos teve inicio em 460 a.C. (Conserva,
1985).

No Brasil, a fitoterapia é amplamente difundida,
e no nordeste brasileiro, talvez nenhuma outra

drvore tenha tanta importincia para uso medicinal
como o cajueiro (Anacardium occidentale Linn.). Seu
uso abrange desde a preparagio do “cauim” ou
“mocororé”, com o suco da fruta, 3 preparagio da
farinha, com o bagago seco e a améndoa da castanha
assada, utilizada para alimentacio e preparo de
remédios. Os decocto ¢ infuso sio empregados na
medicina popular como antiinflamatérios (Olajidem
et al., 2004; Mota et al, 1985), antimicrobianos
(Akinpelu, 2001) e antidiarréicos (Gongalves et al.,
2005), antidiabéticos (Teodosio et al, 1960;
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Swanston-Faltt et al., 1989; Kamtchouing et al.,
1998), sendo utilizados ainda como antissépticos e
adstringentes vaginais.

O A. ocidentale Linn pertence 2 familia
Anacardiaceae, que possui aproximadamente 76
géneros e 6000 espécies de distribui¢io pan-tropical
(Mitchell, 1990). Esta drvore possui taninos
condensados e hidrolisdveis em abundincia na casca,
nas folhas, no peddnculo frutifero e no tegumento
da castanha (Subramanian et al., 1969; Mota, 1982;
Young e Aist, 1987). Em levantamento feito na base
de dados NAPRALERT (Natural Product Alert) da
Universidade de Ilinois, Estados Unidos, sobre a
espécie A. occidentale Linn., mostrou a presenga de
onze classes de metabdlitos secundirios diferentes,
totalizando 101 compostos isolados nesta espécie
(De Melo, 2002). Porém, sio os taninos os
principais responsiveis pelas agdes farmacoldgicas do
cajueiro (De Melo, 2002), que compde o elenco de
plantas que estdo validadas como medicinais
(Haslam, 1966; Aguiar e Lins, 1998).

O extrato bruto da casca do caule de A. occidentale
Linn., demonstrou excelente inibi¢io contra
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e Streptococcus
sanguis, que sio microorganismos responsaveis pela
formacio da placa bacteriana, que é o maior causador
dos problemas de periodontite (Xavier, 1995; De
Melo 2002). Também tem sido descrita a sua agio
antiparasitiria sobre a infec¢io por Leishmania
(Viannia) braziliensis (Moreira et al., 1993).

Formas farmacéuticas acabadas, do tipo géis e
cremes, foram desenvolvidas utilizando o extrato
bruto seco (EBS), com a casca do caule de A.
occidentale Linn. Estudos anteriores demonstraram a
viabilidade do gel a partir do EBS. (De Melo, 2002).

O presente artigo propds a realizagio de ensaios
toxicoldgicos subcronico com o extrato bruto seco
(EBS) de Anacardium occidentale Linn., com base nas
determinacées da RDC  n® 48/2004 ¢ da RE
(Resolugio Especifica) n® 90/2004, contribuindo
com estudo da atividade de Anacardium occidentale
Linn.

Material e métodos

Obtengao do EBS

O material botinico (casca do caule) foi coletado
de um individuo adulto identificado por J. R. Lima,
do Herbirio Prof. Lauro Pires Xavier da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e as
amostras representativas encontram-se depositadas
no referido herbirio, sob o ndmero 31500 JPB,
cultivado no NUPA (Ndcleo de Pesquisa ¢
Processamento de Alimentos/UFPB). O material foi
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seco A sombra em temperatura ambiente durante 24
h Em seguida, este material foi colocado na estufa a
33°C durante uma semana, sendo posteriormente
triturado a p6. Deste material, foram utilizados 3 kg
para a extragio com solugio hidroalcodlica a 70%
(v/v). Apbés uma semana de maceragio foi obtido o
extrato bruto por filtragio. O filtrado foi colocado
em evaporador rotativo 40°C para obtengio do
extrato seco, porém, o extrato nio chegou 2 secura
total, sendo necessirio um procedimento adicional,
que foi levar o extrato para o dessecador. Apés 15
dias no dessecador, obteve-se o extrato bruto seco
(EBS), o qual foi reduzido a p6 e utilizado para o teste de
toxicidade subcrdnica. O rendimento foi de 18%.

Animais

Como parte do protocolo experimental foi
utilizada espécie de mamifero nio roedor, sendo 6
cies sem raga definida (SRD), sadios, 3 machos e 3
fémeas, com idade entre 2 e 3 anos, pesando entre 8
e 10 Kg, provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses do municipio de Jodo Pessoa, Estado da
Paraiba.

Antecedendo o trabalho experimental, os cies
SRD, mantidos no Centro de Controle de Zoonoses
do municipio de Jodo Pessoa, Estado da Paraiba,
foram submetidos a exames parasitolégicos de fezes;

também foram realizadas determinacdes
hematolégicas e bioquimicas do sangue, ao
chegarem no Centro de Zoonoses e apds

quarentena, capazes de refletirem o estado de
higidez dos animais.

Os animais foram mantidos em canil individual,
sem uso de qualquer medicagio, tendo livre acesso 2
comida (ragio marca purina Bonzo — mix carnes) e
dgua potivel.

Foram considerados critérios de exclusio:
gravidez ou patologia detectada no processo de
triagem (exame clinico e andlises laboratoriais do
sangue, incluindo testes para investigagio de
calazar). Ao fim de um periodo de observagio de 40
dias, foram coletadas amostras de sangue da veia
safena  para  determinagio dos  parimetros
bioquimicos e hematolégicos. Nesse intervalo de
tempo foi também observado o consumo de dgua e
ragdo. Esses valores foram utilizados como padrio de
normalidade.

O trabalho foi desenvolvido segundo as normas
éticas.

Determinagao de parametros hematologicos e
bioquimicos do sangue

A coleta de sangue foi realizada da veia safena,
observando jejum de doze horas anterior a coleta de
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sangue; sendo coletado em  tubos com
anticoagulante EDTA (para determinagio de
parimetros hematoldgicos - hemograma completo e
dosagem de plaquetas) e em tubos com gel separador
— Microtainer Becton Dickson — para obtencio do
soro para determinagio de parimetros bioquimicos
(glicose, uréia, 4cido drico, creatinina, transaminases
AST e ALT, fosfatase alcalina, GGT, colesterol,
trigliceridios, proteinas totais, sédio, potissio, cilcio
e magnésio).

Ensaios toxicolégicos subcronico em caes

Os caes receberam diariamente, durante 4
semanas por via intragistrica (i.g.), dose de 126 mg
kg (9 x a dose de uso popular (Diniz et al., 1997),
do EBS da casca de A. occidentale Linn. Diariamente,
era efetuada a avaliagio do consumo de dgua e
alimentos, andlise do estado geral dos animais e
semanalmente registrado o peso corporal. No final
do experimento foram coletadas amostras de sangue
de todos os animais, por meio de puncio da veia
safena  para  determinagio de  parimetros
hematolégicos e bioquimicos. A anestesia dos
animais foi feita com mistura anestésica composta
por: ketamina 5%, sulfato de atropina 1% e xilazina
2%, via endovenosa em dose de respectivamente 2 a
5,0.1205mLe 1 mgkg'.

Os resultados dos exames laboratoriais do sangue
dos cies foram comparados com os dados obtidos
aos valores basais antes do inicio do experimento nos
mesmos animais.

Andlise estatistica

Para andlise das médias foi utilizado o teste ét” d
Student, mediante emprego dos métodos de pequenascose (mgdL™)
amostras (N<30). Para avaliar o nivel de significn

estatistica dos resultados, foi utilizado intervdl®
confianca de 99% por

Distribuicio Normal. (Spigel, 1975; Snedecor e Acido drico (mgdL")
utilizado o

Cochran, 1967). Nas andlises, foi
Programa Statistical Analysis System
desenvolvido pelo SAS Institute — USA 1989.

Resultados e discussao

Ensaios toxicologicos subagudos em caes

O tratamento de cies SRD, com EBS de
Anacardium occidentale Linn. na dose de 126 mg kg™
dia™' (9 x a dose de uso popular), via oral, durante 30
dias, nio afetou o consumo de dgua e alimentos,
nem o comportamento dos animais. As médias do
peso corporal dos animais estio apresentadas na
Tabela 1. Nio houve aumento significativo no peso
corporal dos animais no periodo observado de
quarentena. Reacdes clinicas significativas, como

diarréia, vOmitos, tremores, distensdes abdominais,
sonorizagio ¢ mudangas de comportamento, ou

mortes nio ocorreram durante o tratamento.
Comportamento agressivo ou depressivo nio
ocorrem.

Tabela 1. Evolugio ponderal de cies tratados com EBS de A.
occidentale Linn. na dose 126 mg kg™ dia™, v.o. durante 4 semanas.

Peso em kg (Média + EPM) por semana

Animais 0 1 2 3 4
Machos 9,6£0,6 9,6+0,5 96+£03 97+03 1004
Fémeas 109+12 103+0,8 104+05 10,7+0,8 10,7+0,9

A excegio dos valores de ALT (alanina
transaminase) e AST (aspartato transaminase), 0s
parimetros bioquimicos (Tabela 2) do sangue nio
variaram. Estas taxas voltaram aos niveis normais 21
dias apds a suspensio do tratamento. Em relagio aos
parimetros hematoldgicos (Tabela 3), também nio
houve diferenga  estatisticamente  significativa
comparados ao inicio do tratamento. Foi utilizado
modelo estatistico do Statistical Analysis System
(SAS Institute, 1989), que avaliou os efeitos do
tratamento, variagdes dos parimetros entre os sexos
e possiveis interagOes tratamento X sexo, dos cies
investigados. Os resultados demonstram que nio
houve variagdes significativas dos parimetros entre
os animais machos e fémeas em decorréncia do
tratamento.

Tabela 2. Parimetros bioquimicos séricos obtidos de cies SRD,
antes ¢ ap6s tratamento com EBS de A. occidentale Linn., (126 mg
kg™, 30 dias, i.g.).

Parimetros Machos Fémeas
Antes Apds Antes Apds
73,7+ 55 767+ 32 827+25 837%45
Uréia (mg dL™) 293+ 15 30%17 31,7+15 28%x10
Creatinina(mg dL™") 0,701 0801 0,7 =0, 0,8+0,1

. L Colesterol(mg dL™) 130+ 5,1 1273 £ 1,5 131+ 80 1243147
meio do Método de Trigliceridios(mg dL) 567 + 40 573 + 23 463 + 3,1 47+27
08+01 09+01 10£01 09201
AST (U/1) 313+ 15 463+1,5% 30+ 27 443 +35%
ALT (U/) 217+ 15 35 % 17%  23#21 353£32%
(SAS), Gama GT (UN) 31+03 3001 27+02 28+02
Fosfatase alcalina(U/I) 44,7+31 453+ 21 547+ 47 573145
Protefnas totais(gdL™") 02 + 0,0 02 + 0,0 0,2% 0,0 0,2+0,0
Albumina (g dL) 0100 0100 01£00 01£00
Globulina (g dL™) 0,100 01+00 01£00 01£00
S6dio (mEq L) 150 £ 20 150+ 1,7 1517+ 21 15110
Potissio (mEqQL") 4,6+ 015 4,6+ 0,1 44%02  43£02
Cilcio (mEq L") 10 £03 98+02 99+05 970,
Magnésio mEqL™") 22+ 01 227401 21%00 210,
Cloretos (mEq L) 110£15 1107+15 11220 1117%12

Os valores estio expressos em média = EPM, N = 3 animais por sexo. Teste “t” de
Student p<0,05 de probabilidade.

A escolha de cies para o nosso estudo estd
baseada na semelhanga genética que esta espécie tem
com a espécic humana, mais de 90% do DNA
humano é semelhante ao de caes. Desta forma, a
probabilidade das respostas orginicas em cies ser
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muito semelhante em humanos é grande.

Tabela 3. Parimetros hematolégicos séricos obtidos de cies
SRD, antes e apds o tratamento com EBS de A. occidentale Linn.,
(126 mg kg™, 30 dias, v.0).

Parimetros Machos Fémeas
Antes Apds Antes Apds

Hemicias (10°mm™) 62+0,0 63+0,1 64%06 6,6%02
Hemoglobina (g dL™) 128+1,7 12,6+12 135+13 139+07
Hematécrito (%) 42+3,6 42729 43+£3,6 42315
VCM (W) 673£51 6620 6727 6727
HCM (ppg) 20£27 21,7+£0,6 21x0,0 213+0,6
CHCM (%) 30£2,0 30,7%£0,6 30,715 29,7+0,6

Leucéceitos(10° mm™) 20016 20,103 19613 194+12

Neutréfilos (%) 717+15 70315 73£20 71,7+06
Eosinéfilos (%) 37412 37+06 37+06 33%06
Linfécitos (%) 217+25 207+15 21,721 203+06
Monécitos (%) 90+1,0 8010 73%12 7711

Plaquetas (10’ mm™) 187,7+55 188+7,0 1853+5,0 185+44
Os valores estio expressos em Média = EPM, N = 3 animais por sexo. Teste “t” de
Student p* < 0,05 de probabilidade.

A RE (Resolugio Especifica) 90/2004 ANVISA,
preconiza que a investigacio da toxicidade pré-
clinica de doses repetidas estd diretamente
relacionada a duragio pretendida para administragio
do fitoterdpico a0 homem. Assim, a administragio
por alguns dias, exige um periodo de observagio por
4 semanas (toxicidade subcronica). Considerando
que o uso popular do cajueiro na terapéutica de
infecgdes e inflamagdes ¢ feito, em média de 7 a 10
dias (Diniz ef al., 1997), a exigéncia da RE 90/2004
seria, portanto, de realizacio de ensaios toxicoldgicos
pré-clinicos subagudos para doses repetidas.

Os resultados obtidos demonstraram que o EBS
alterou os parimetros hematolégicos ¢ bioquimicos
observados para a elevagio das enzimas hepiticas
AST e ALT, indicando anormalidade na funcio
hepitica. Os demais parAimetros apresentaram niveis
normais. Porém, aos 21 dias apds o tratamento, scus
niveis retornaram aos valores normais (Grificos 1 ¢
2). Assim, o EBS da A. occidentales Linn apresentou
alguma toxicidade hepitica, quando administrado da
dose de 126 mg kg dia AL (9 vezes a dose de uso
popular), por via oral, durante 30 dias em cides SRD,
que é reversivel com a suspensio do tratamento.

Os ensaios microbioldgicos e farmacolégicos
realizados  corroboram a indicagio  popular,
demonstrando que A. occidentale Linn. possui um
grande potencial para ser usada como agente
antiinflamatério e antimicrobiano (Mota, 1982; De
Melo, 2002).

Considerando  a  existéncia de  formas
farmacéuticas acabadas com o extrato bruto da casca
do caule de A. occidentale Linn. (De Melo, 2002), foi
realizado ensaio toxicolégico subcrénico para avaliar
a toxicidade do medicamento a base desta substincia,
respaldado na legislagio vigente no pais, com a casca
do caule do referido vegetal.
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Figura 1. Dosagem de AST no soro de cies SRD tratados com
EBS de A. occidentale Linn., (126 mg kg™, 30 dias, v.0).

Os valores estio expressos em média + EPM N
= 3 animais por sexo. Teste “t” de Student p< 0,05
de probabilidade.

50,00
40,004 * 35,0+1,73
30,001
20,00
10,00
0,00
Machos Fémeas
O Antes O Depois [ Satélite

Figura 2. Dosagem de ALT no soro de cies SRD tratados com
EBS de A. occiidentale Linn., (126 mg kg™, 30 dias, v.0).

Os valores estio expressos em média + EPM N
= 3 animais por sexo. Teste “t” de Student p< 0,05
de probabilidade.

Conclusao

2

O cajueiro é uma das plantas mais usadas na
fitoterapia da Regido Nordeste (Anacardium occidentale
Linn.), devido as suas acOes farmacoldgicas, como
antiinflamatoéria e antibidtica, formas farmacéuticas
foram desenvolvidas a partir do extrato bruto seco
(EBS) da casca do caule da A. occidentales Linn.
Porém, para o registro do fitomedicamento ¢é
necessiria a comprovagio de sua eficicia e auséncia
de toxicidade frente a ensaios pré-clinicos e clinicos.
Este trabalho avaliou a toxicidade subcrénica por via
oral do EBS, que apresentou provivel toxicidade
hepitica, demonstrada pela elevagio dos niveis de
ALT e AST, quando administrado da dose de 126
mg kg dia”!, por via intragdstrica, durante 30 dias
em cies sem raga definida.
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