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RESUMO

Introduc¢do: As plantas medicinais sdo importantes fontes de metabdlitos bioativos e
apresentam diversas propriedades terapéuticas. Objetivo: Este estudo teve como objetivo
identificar os compostos presentes nas folhas de Anacardium occidentale L. e avaliar suas
atividades antimicrobiana, antioxidante e hemolitica. Material e métodos: As folhas foram
coletadas, higienizadas, secas a 50 °C por 48 horas, trituradas e submetidas a extragdo
hidroetanolica nas propor¢des de 20%, 50% e 80%, sendo os extratos agitados, centrifugados,
filtrados, rotaevaporados e liofilizados. Foi realizado triagem fitoquimica para taninos,
flavonoides, saponinas, esteroides, triterpenos e alcaloides. A varredura espectral foi realizada
para determinagdo do comprimento de onda de maxima absor¢do (Améx) e posteriormente
realizado a quantificagdo de compostos fendlicos com método Folin—Ciocalteu com curva de
acido galico e flavonoides utilizando cloreto de aluminio e curva de quercetina. A atividade
antimicrobiana foi avaliada por difusdo em poco frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli NCTC 12923, em concentragdes de
16.000 a 250 pg/mL, A atividade antioxidante, avaliada frente ao radical DPPH e atividade
citotoxica analisada com hemacias de carneiro entre 50 e 400 pg/mL. Resultados e discussao:
Testes fitoquimicos permitiram identificar taninos, flavonoides, alcaloides, esteroides,
triterpenos e saponinas, enquanto a varredura espectral apresentou maior absor¢ao em 296 nm.
As placas de atividade antimicrobiana apresentaram halos inibitérios para S. aureus e P.
aeruginosa, porém sem efeito para E. coli. Para atividade antioxidante, o extrato 50:50
apresentou melhor % de redu¢do de DPPH e menores ICso e ECso. A atividade citotoxica foi
analisada com hemaécias de carneiro entre 50 e 400 pg/mL, revelando baixa hemolise nos
extratos 20:80 e 50:50 e maior percentual no 80:20. Conclusdes: Dessa forma, os resultados
comprovam o potencial biologico das folhas de 4. occidentale L., destacando o extrato 50:50
v/v 0 mais promissor para futuras aplica¢des cientificas.
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ABSTRACT

Introduction: Medicinal plants are important sources of bioactive metabolites and have various
therapeutic properties. Objective: This study aimed to identify the compounds present in the
leaves of Anacardium occidentale L. and evaluate their antimicrobial, antioxidant, and
hemolytic activities. Materials and methods: The leaves were collected, cleaned, dried at 50
°C for 48 hours, crushed, and subjected to hydroethanolic extraction at proportions of 20%,



50%, and 80%. The extracts were stirred, centrifuged, filtered, rotary evaporated, and freeze-
dried. Phytochemical screening was performed for tannins, flavonoids, saponins, steroids,
triterpenes, and alkaloids. Spectral scanning was performed to determine the wavelength of
maximum absorption (Amax), followed by quantification of phenolic compounds using the
Folin—Ciocalteu method with a gallic acid curve and flavonoids using aluminum chloride and
a quercetin curve. Antimicrobial activity was evaluated by well diffusion against
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, and Escherichia
coli NCTC 12923, at concentrations ranging from 16,000 to 250 pg/mL. Antioxidant activity
was evaluated against the DPPH radical and cytotoxic activity was analyzed with sheep red
blood cells between 50 and 400 pg/mL. Results and discussion: Phytochemical tests identified
tannins, flavonoids, alkaloids, steroids, triterpenes, and saponins, while spectral scanning
showed greater absorption at 296 nm. The antimicrobial activity plates showed inhibitory halos
for S. aureus and P. aeruginosa, but no effect on E. coli. For antioxidant activity, the 50:50
extract showed the best % reduction in DPPH and lower IC50 and EC50 values. Cytotoxic
activity was analyzed with sheep red blood cells between 50 and 400 pg/mL, revealing low
hemolysis in the 20:80 and 50:50 extracts and a higher percentage in the 80:20 extract.
Conclusions: Thus, the results prove the biological potential of A. occidentale L. leaves,
highlighting the 50:50 v/v extract as the most promising for future scientific applications.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo importantes fontes de substancias quimicas bioativas, o que
lhes confere diversas propriedades terapéuticas. Em virtude dessas substancias, a utilizagao de
espécies vegetais ¢ empregada na prevengdo e tratamento de inimeras enfermidades, assim
como em terapias adjuvantes (Pedroso, Andrade, Pires; 2021).

As propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais possuem um papel fundamental
na medicina popular e por esse motivo sdo frequentemente realizados estudos de prospeccao de
principios ativos e o desenvolvimento de pesquisas voltadas a comprovagdo de sua eficécia e
seguranca (Vendrapati ef al., 2024). Nesse contexto, os avangos cientificos e tecnologicos tém
possibilitado a utilizagao de tais recursos naturais para a descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, bem como sua aplicacdo em formulagdes fitoterapicas, cosméticas e nutracéuticas
(Rodrigues, 2024).

Dessa forma, considerando a grande importancia dos estudos relacionados aos
metabolitos de origem vegetal, pode-se destacar o Anacardium occidentale L., conhecido
popularmente como cajueiro (Lopes, 2020). O A. occidentale L. faz parte da familia
Anacardiaceae, sendo esta constituida de 70 géneros e 600 espécies que sdo abundantemente
de clima tropical. E uma arvore perene de porte médio, variando entre 8 e 15 metros de altura,
com copa baixa e ampla. Tem como pseudofruto o caju e como fruto a castanha. Sua casca

apresenta coloragdo marrom ou acinzentada, podendo ser lisa ou levemente aspera, com



diametro entre 25 e 40 cm. As folhas sdo simples e alternadas, com formas que podem ser tanto
oboval como oval (Silva, 2023).

Os compostos bioativos podem ser extraidos através de Oleos essenciais, extratos
vegetais e outras fracdes, a depender da metodologia de extracdo (Messaoudi ef al., 2021). Os
extratos produzidos a partir das cascas, do pseudofruto, do caule e da folha da A. occidentale
L. tem seu uso aplicado para o tratamento de diferentes tipos de disturbios, como doengas
respiratorias, disfungdes no trato gastrointestinal e utilizadas para o auxilio na cicatrizagdo de
feridas (Aratjo et al., 2020). Tais beneficios estdo atrelados a atividade farmacologica da planta
e de seus componentes, podendo apresentar atividade antioxidante, anti-inflamatoérias,
cicatrizante, antibacteriana, antifungica, antidiabéticas e antiulcerogénica (Aquino; Abreu;
Hott, 2024).

Nesse viés, um dos principais extratos advindos do cajueiro, sdo os produzidos a partir
de suas folhas (Silva, 2023). De maneira geral, as folhas de cajueiro e seus extratos contém
alcaloides, saponinas, glicosideos cardiotonicos, triterpenos, taninos, antocianinas, catequinas
e compostos fenolicos, como flavonoides e flavonas (Silva; Lopes, 2021; Costa et al., 2021) e
acidos anacardicos (Silva, 2023).

Outrossim, a produ¢dao de metabdlitos secundérios das plantas estd intimamente
relacionada a fatores biologicos e ambientais, como a sazonalidade, o estagio de
desenvolvimento da planta, o ritmo circadiano, a disponibilidade de 4gua no local onde a planta
estd inserida e a temperatura (Lages, 2022). Assim como os rendimentos dos extratos também
estdo atrelados ao solvente utilizado no estudo (Bitwell ef al., 2023).

Dessa forma, o presente trabalho visou analisar os metabolicos secundarios presentes
nas folhas de 4. occidentale L. e suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e

hemoliticas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Coleta das amostras

As folhas de Anacardium occidentale L. foram coletadas da 4arvore na Fazenda
Experimental Pirods (FEP), pertencente 8 UNILAB, localizada na cidade de Redencao-CE, no
distrito de Barra Nova e na localidade de Piroas, nas coordenadas - 4°09'18.6"S 38°47'40.8"W.
As amostras mediam de 10 a 20 cm de comprimento, livres de doengas, pragas ou danos
mecanicos que interferissem em sua qualidade. Apds a coleta, o material vegetal foi
encaminhado para o laboratorio de Fitopatologia da UNILAB, no Campus das Auroras, onde

as amostras foram higienizadas e foram removidas impurezas. Em seguida, as folhas foram



submetidas a desidratagdo em estufa de secagem, com temperatura controlada de 50 °C por 48
horas (Figura 1a). Em seguida, as folhas secas (Figura 1b) foram trituradas com gral e pistilo
com intuito de obter um po fino e homogéneo (Figura 1c), com o objetivo de favorecer uma

melhor extracdo do solvente.

Figura 1 — Folhas de Anacardium occidentale (L.) durante secagem e trituragao.
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2.2. Preparacio dos extratos
Ap0s triturar as folhas e obter o po, o material foi submetido ao processo de extragao
através de misturas hidroetandlicas nas proporgdes etanol:dgua 20% v/v, 50% v/v e 80% v/v

em tubos Falcon (Tabela 1).

Tabela 1 — Condigdes para preparagdo dos extratos.

Proporc¢ao Massa de ‘ . Volume total do
(etanol:agua, v/v) folhas (g) Eeael ) ALURCE RGBT E) solvente (mL)

20:80 (20%) 5 7,0 28,0 35

50:50 (50%) 5 17,5 17,5 35

80:20 (80%) 5 28,0 7,0 35

Fonte: Autor, 2025.

Posteriormente, os extratos foram aquecidos e homogeneizados no agitador orbital a 70
°C e a 200 rpm durante 60 min, seguido de centrifugacdo em centrifuga Heraeus Megafuge 16R
a 5000 rpm por 10 min (Figura 2a). O sobrenadante foi transferido para outro Falcon e o
precipitado ressuspendido em mais 35 mL de solvente e levado novamente ao agitador e, em
seguida, centrifugado (Figura 2b). Prontamente, os sobrenadantes dos dois processos de
centrifugacdo foram filtrados em papel-filtro para remocgao de residuos.

O filtrado foi levado ao rotaevaporador (Evaporador Rotativo RV 10 Digital) por 1 hora
(Figura 2c), congelado e posteriormente levado para liofilizagdo em liofilizador de bancada
modelo SL-404 durante 96 horas de secagem com temperatura de -40 °C, pressao a vacuo
inferior a 500 um Hg e velocidade de liofilizagdo de 1m/h (Figura 2d). Ao final, os extratos

liofilizados foram armazenados sob refrigeracdo até utilizacao nas andlises.



Figura 2 — Agitagéo (a), centrifugacdo (b), rotaevaporagéo (c) e liofilizagdo dos extratos (d).
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2.3. Estudo fitoquimico

A triagem fitoquimica foi realizada conforme metodologia descrita por Harborne
(1998), com modificagdes. O objetivo da triagem fitoquimica foi de evidenciar taninos (reagdo
com gelatina e com cloreto férrico 2%), flavonoides (reacdo com AlCIl3, NaOH e Shinoda),
saponinas (Indice afrossimetrico — formagao de espuma), esteroides e triterpenos (reacdo de

Liebermann-Burchard) alcaloides (teste com reativo de Dragendorff).

2.4. Varredura espectral

Para identificar o comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax) para posterior
determinac¢do do conteudo total de flavonoides e fendlicos totais, foi realizado uma varredura
espectral em espectrofotdmetro UV-Vis dos extratos com concentragdo de 200 mg/L, utilizando
uma faixa de 190 a 400 nm. Além disso, foi realizada a varredura espectral do acido gélico
também em concentracdo de 200 mg/L, que ¢ utilizado como padrao para compostos fenolicos.
Utilizou-se a solugdo diluente como branco. Os valores de absorbancia foram coletados, e os

dados foram tratados no software GraphPad Prism, versdo 9.5 (Reis et al., 2025).

2.5. Determinacao do conteudo fendlicos totais

Para quantifica¢do dos compostos fenolicos totais foi realizada um adaptado do método
Folin—Ciocalteu (Oliveira, 2009). O método ¢ baseado na reag¢ao de oxirreducdo dos compostos
fenolicos com o reagente de Folin—Ciocalteu a 3% em agua destilada. Para a analise foi utilizado
o preparo de uma curva padrdo construida a partir de dilui¢des seriadas produzidas a partir de

uma solucao-mae de acido galico, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Dilui¢des acido galico.

Massa do padrio do acido

gdlico (mg) Dilui¢cio (mL) Conc. Final mae (mg/L)
50,2 25 2008
Diluicao Aliquota Metanol Folin Carl;gg?oto de Vol. Final Conc. Final (mg/L)
1 0,020 0,230 2,75 0,25 3,250 12,4
2 0,040 0,210 2,75 0,25 3,250 24,7
3 0,080 0,170 2,75 0,25 3,250 49,4
4 0,120 0,130 2,75 0,25 3,250 74,1



5 0,200 0,050 2,75 0,25 3,250 123,6

Fonte: Autor, 2025.

Para o ensaio, foram transferidas aliquotas de 0,25 mL da solu¢do-mae para tubos com
2,75 mL de reagente Folin—Ciocalteu 3% e ap6s 3 minutos adicionado 0,25 mL de carbonato
de sodio a 10% em agua destilada obtendo um volume final de 3,25 mL (Tabela 3). Ap0s isso,

as amostras foram mantidas em abrigo de luz para posterior leitura no espectrofotometro UV -

Vis.

Tabela 3 - Diluigdes extratos.

Extrato Massa da Dilui¢io Aliquota Folin Carbonato Vol. Conc. Final
amostra (g) (mL) (mL) de sodio Final (mg/L)
20:80 0,0539 50 0,25 2,75 0,25 3,25 4,146
50:50 0,0606 50 0,25 2,75 0,25 3,25 4,662
80:20 0,0736 50 0,25 2,75 0,25 3,25 5,662

Fonte: Autor, 2025.

A quantificagdo foi realizada através de curva analitica construida por meio da solugao
padrao de acido gélico. Os resultados foram expressos em miligrama de equivalentes de acido
galico por grama de extrato seco (mg EAG/g) e as determinagdes realizadas dos extratos foram
realizadas em triplicata para cada amostra e os resultados expresso como média + desvio-
padrdo. Para calcular o teor de fenolicos expressos por acido galico nas amostras, foi utilizada
a seguinte equagao:

C XV, XV,
Fen = —————x 1000
Vy X M,

Em que:

Fen = Concentragdo de fendlicos em pg/mL, obtido da equagdo da reta
Vt = Volume final da amostra lida no espectro, em mL

Vb = Volume do baldo volumétrico da amostra inicial, em mL

VI = Volume da aliquota da amostra inicial para o tubo de ensaio, em mL
Ma = Massa da amostra, em gramas

1000 = fator de conversdo de pg para g

Os resultados para fenolicos foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade
de variancias pelos testes de Shapiro—Wilk e Brown—Forsythe, respectivamente. Os grupos
foram comparados por One-way ANOVA, seguidas do teste post hoc de Tukey para

identificacao de diferencas significativas (p < 0,05).

2.6. Determinacio do conteudo total de flavonoides
Para a quantificacdo do conteudo total de flavonoides presentes nos extratos, foi
utilizado a espectrofotometria empregando o cloreto de aluminio como reagente complexante
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(Salatino; Woisky, 1998; Marcucci et al., 2001). Para a elaboracdo da curva padrio, foi
utilizado dilui¢des seriadas que foram produzidas a partir de uma solucdo padrao de quercetina,
conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Dilui¢des quercetina.

Massa do padrio do quercetina (mg) Diluicio (mL) Conc. Final mae (ng/mL)
12,4 25 496
Tt 3 Cloreto de aluminio Vol. Final Conc. Final

Diluicio  Aliquota (mL) Metanol (mL) (mL) (mL) (ug/mL)

1 0,020 1,980 0,25 4,000 2,48

2 0,040 1,960 0,25 4,000 4,96

3 0,080 1,920 0,25 4,000 9,92

4 0,120 1,880 0,25 4,000 14,88

5 0,200 1,800 0,25 4,000 24,80

Fonte: Autor, 2025.

Para a determinacdo dos flavonoides nos extratos, os mesmos foram pesados
individualmente e solubilizados em baldes de 50 mL com 2,0 mL da solu¢do-mae ¢ 2,0 mL de
solugdo de cloreto de aluminio a 5% em metanol (Tabela 5). As amostras ficaram ao abrigo de

luz por 30 minutos e posteriormente foram lidas.

Tabela 5 - Diluigdes extratos.

Extratos Massa da Diluicio Aliquota Cloreto de Vol. Final Conc. Final
amostra (g) (mL) (mL) aluminio (mL) (mL) (ng/mL)
20:80 0,0539 50 2 2 4 26,950
50:50 0,0606 50 2 2 4 30,300
80:20 0,0736 50 2 2 4 36,800

Fonte: Autor, 2025.

O teor de flavonoides foi expresso em miligramas de equivalentes de quercetina por
grama de extrato seco (mg EQ/g). Para calcular o teor de flavonoides expressos por quercetina

nas amostras, foi aplicada a seguinte equacao:

Em que:

Fen = Concentragdo de flavonoides em pg/mL, obtido da equagdo da reta
Vt = Volume final da amostra lida no espectro, em mL

Vb = Volume do baldo volumétrico da amostra inicial, em mL

VI = Volume da aliquota da amostra inicial para o tubo de ensaio, em mL
Ma = Massa da amostra, em gramas

1000 = fator de conversdo de pg para g.



Os resultados para fenolicos foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade
de variancias pelos testes de Shapiro—Wilk e Brown—Forsythe, respectivamente. Os grupos
foram comparados por One-way ANOVA, seguidas do teste post hoc de Tukey para

identificacao de diferencas significativas (p < 0,05).

2.7. Atividade antimicrobiana

Para os ensaios microbioldgicos foram utilizadas cepas Staphylococcus aureus ATCC
29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli NCTC 12923, que foram
mantidas em agar caseina de soja inclinado e imersas em glicerol. Para reativar as cepas, um
indculo de cada cepa foi transferido para um tubo contendo caldo nutriente e foi incubado a 32
+ 2,5 °C por 24h. Em continuidade, por meio de uma al¢a de platina, uma algada de cepa foi
retirada do caldo nutriente e semeada em placas contendo agar caseina de soja (TSA) e
incubadas a 32 = 2,5 °C por 24h. Apos a incubagao, para confirmagao das micromorfologias de
cada cepa, foi realizada uma colorag¢ao de gram.

Em seguida, foi preparado uma suspensdo microbiana de 10 UFC/mL, a partir de uma
suspensdo de 1,5 x 107 UFC/mL, obtida a partir de uma suspensio padrio de 1,5 x 103 UFC/mL
(equivalente a 0,5 na escala de McFarland), de cada cepa em tubos com 10 mL de solugdo salina
estéril. Para o ajuste da escala, foi observado a turbidez da suspensdo contra luz e comparada
ao tubo padrdo da escala. Logo ap0s, as suspensdes foram levadas ao fluxo e com o auxilio de
swab estéril, as cepas foram semeadas em placas contendo 4gar Mueller-Hinton. Foram
utilizadas 18 placas, sendo 6 para Staphylococcus aureus ATCC 29213, 6 para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, e 6 para Escherichia coli NCTC 129232.

7.1. Preparagao das diluigdes

Para a obtencao das dilui¢des, foi preparado uma solugcdo-mae dos extratos. Foram
pesados 80 mg de amostra em um baldo volumétrico de SmL e completada com solucdo
hidroetanolica em concentragdo 50:50 v/v (EtOH:salina). Ap6s a homogeneizacao, a solugao
foi filtrada com papel filtro estéril e transferida para um Eppendorf, do qual foi realizado as
dilui¢des (EtOH:salina + extratos 20% v/v, 50% v/v e 80% v/v) nas concentragdes 16.000
pg/mL, 8.000 pg/mL, 4.000 pg/mL, 2.000 pg/mL, 1.000 pg/mL, 500 pg/mL e 250 pg/mL,

conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Dilui¢oes extratos.

Massa da amostra Diluicao Conc. Final mae
80 mg 5mL 16 mg/mL
Conc. Final
Diluicao Aliquota (mL EtOH:salina (mL Vol. Final (mL
¢ quota (mL) (mL) (mL) gL




1 1 0 1 1.600
2 0,5 0,5 1 8.000
3 0,25 0,75 1 4.000
4 0,12 0,84 0,96 2.000
5 0,06 0,9 0,96 1.000
6 0,04 1,24 1,28 500

7 0,02 1,26 1,28 250

Fonte: Autor, 2025.

2.7.2. Método de difusao em pogo-cavidade

Nas placas de agar Mueller-Hinton semeadas foram utilizados pocos com didmetro de
8 mm realizados com o auxilio de ponteiras estéreis. Em cada pogo foi dispensado 100 pL de
cada dilui¢do, totalizando 7 pogos para diluigdes e 1 pogo para o controle negativo
(EtOH:salina). Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 24h e apds esse periodo

foi realizado a leitura dos halos de inibi¢do, expressos em milimetros.

2.8. Atividade antioxidante
2.8.1. Preparo dos extratos

Para o teste de atividade antioxidante foram pesados 2,5 mg de extrato seco em um
baldo volumétrico de 5,0 mL e completada com metanol, dando origem a uma solu¢do mae de

500 pg/mL. A partir dela, foram realizadas dilui¢des seriadas em metanol nas concentracdes

250 pg/mL e 100 pg/mL.

2.8.2. Preparo da solucao de DPPH
A solugao de DPPH foi produzida a partir das metodologias de Silva et al. (2024) e
Szabo et al. (2007). Dessa forma, foram pesados 4,8 mg de DPPH em um baldo de 200 mL e

completado com metanol. A solu¢do foi mantida em abrigo da luz durante todo o experimento.

2.8.3. Curva padrao de DPPH
Para construg¢do da curva padrdo foram preparadas 7 solugdes seriadas a partir da

solugao-mae de DPPH, conforme Tabela 6 e as absorbancias foram medidas a 515 nm.

Tabela 6- Curva DPPH.

Conc. Final (p

Curva DPPH sol. Aliquota (mL) Metanol (mL) Vol. Total (mL) mol. L)
Branco 0,0 10,0 10,0 0,0
2 1,7 83 10,0 10,3
3 33 6,7 10,0 20,1
4 5,0 5,0 10,0 30,4
5 6,7 33 10,0 40,8
6 8,3 1,7 10,0 50,5
7 10,0 0,0 10,0 60,9

Fonte: Autor, 2025.



2.8.4. Ensaio antioxidante

O ensaio foi realizado segundo método de Silva et al. (2024), com adaptacdes. Para cada
concentracdo de extrato (500, 250 e 100 pg/mL), foram preparados trés tubos contendo 0,10
mL de extrato + 3,9 mL de solu¢ao de DPPH, dando um volume final de 4,0 mL. O controle
foi preparado com solu¢cdo de DPPH + metanol, o branco com solu¢do do extrato + metanol
(sem DPPH), para corre¢do de cor. Os tubos foram mantidos em repouso por 30 minutos em
abrigo de luz e posteriormente medida a absorbancia em espectrofotometro a 515 nm.

Para o célculo da porcentagem de atividade antioxidante foi utilizada a formula:

% inibigdo = [1 - (A—l)] x 100
Ag
Em que:
Ao = absorbancia do controle (DPPH sem extrato)
A1 = absorbancia da amostra (extrato + DPPH)

A partir dos valores de % de inibi¢do, foi construida a curva concentracdo X resposta e
0s pontos experimentais foram ajustados por regressao linear gerando a equagdo da reta (y =
ax + b), com y representando % de inibicdo e x a concentragdo do extrato. Para determinagao
do valor de ICso (Inhibitory Concentration 50%), o y foi substituido por 50% que ¢é a
porcentagem a ser avaliada, visto que ICso € definido como a concentragdo necessaria para inibir
50% do radical DPPH. J4 para o célculo de ECso (Effective Concentration 50%), que ¢ a
concentracdo necessaria para produzir 50% do efeito maximo possivel no teste foi realizado
com a divisao do valor de ICso (expresso em mg de extrato por litro) pela concentracdo inicial

de DPPH determinada.

2.9. Atividade citotoxica

A atividade citotoxica dos extratos foi avaliada através da metodologia de Sousa et al.
(2022), com adaptagdes. As hemacias provenientes de sangue de carneiro foram preparadas a
partir de uma suspensado a 2% em NaCl 0,85%, levadas a centrifuga, retirado o sobrenadante e
o precipitado de hemacias ressuspenso em NaCl 0,85%. O processo foi realizado em triplicata
para retirada total de interferentes e utilizado apenas o precipitado para os testes. Em tubos de
ensaio foram adicionados 1.950uL de salina, 50uL de concentrado de hemacias e 500uL de
extrato que foram previamente diluidos em salina etanolica obtendo as concentragdes 50, 100,
200 e 400 pg/mL através da relagdo CiVi = C2Va. Os tubos foram levados ao agitador orbital a
150 rpm por 1 hora e posteriormente levados para centrifugacdo em centrifuga Heraeus

Megafuge 16R a 3.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi avaliado por espectrofotometria
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a 541 nm, para indicacdo de lise celular. O controle positivo foi Triton X-100 (1%) e o controle
negativo salina etandlica. As analises foram realizadas em triplicata e a porcentagem de

hemolise foi determinada por meio da equagdo abaixo:

. ABSE - ABSB
% de hemolise = 1BS 1BS x 100
cp — B

Em que:
ABSE = Absorbancia do extrato
ABSp = Absorbancia do branco
ABScp = Absorbancia do controle positivo
100 = fator de corre¢do para %.

O teor de citotoxicidade dos extratos foi definido com base no percentual de hemdlise
podendo ser baixa (<40%), moderada (41-80%) e alta (>80%) (Sousa et al, 2022). A andlise
estatistica foi realizada por One-way ANOVA, seguida do teste de Tukey, com nivel de

significancia de p< 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estudo fitoquimico

Os testes fitoquimicos apresentaram resultados positivos, conforme apresentado na
Tabela 7. Tais estudos sdo de extrema relevancia para detec¢do dos compostos presentes na
planta e seus resultados apresentam importancia para a avaliagdo do potencial ativo e

farmacoldgico das espécies vegetais, bem como servem para base de estudos subsequentes

(Cunha et al., 2024).

Tabela 7- Resultados da andlise qualitativa do ensaio fitoquimico dos extratos das folhas.

Resultados por extrato

Constituintes quimicos Testes realizados 20:80 50:50 80:20
Alcaloides Dragendorff + + +
Hidréxido de Sodio + + +
Flavonoides Reac¢do de Shinoda + + +
Cloreto de Aluminio + + +
St Agitacdo em tubo " " "

(formagdo de espuma)

Taninos Cloreto Férrico ol + +
Esteroides / Triterpenos Liebermann-Burchard AF A A

Legenda: (+) presenca do constituinte quimico / (-) auséncia do constituinte quimico

Fonte: Autor, 2025.

Os testes revelam a presenca de diferentes tipos de metabolitos secundérios, indicando
um perfil quimicamente rico em compostos biologicamente ativos. Tais resultados sdo de suma
importancia para avaliar o perfil farmacoldgico da planta, tendo em vista os efeitos atrelados a
cada uma das substancias apresentadas (Desoti et. al, 2011). Os testes para Alcaloides
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evidenciaram a formagdo de precipitado de cor alaranjada através do uso do reagente de
Dragendorff, que ¢ formado através da complexacdo dos reagentes com as bases nitrogenadas
presentes no Alcaloides (Costa, 1994).

Os ensaios para flavonoides também apresentaram resultados satisfatorios em todos os
testes, indicando forte presenga de flavonodides nas folhas. A reacdo de hidroxido de sodio
apresentou colorag¢do que variou entre amarela e amarelo escuro. O teste de shinoda teve como
resultado uma coloragdo alaranjada e o teste com cloreto de aluminio apresentou fluorescéncia
sob luz ultravioleta. Esses resultados estdo atrelados ao fato de que os flavonoides possuem
anéis aromaticos conjugados e grupos hidroxila que interagem com agentes complexantes
presentes em cada reagente ou sofrem reagdes de oxidorreducao (Mondal et al., 2019).

A avaliagdo da presenca de saponinas foi constatada através da formagdo de uma
espuma persistente por mais de 30 minutos, que ¢ resultado da caracteristica anfifilica destes
compostos (Rao et al., 2023). O teste de taninos com cloreto férrico apresentou coloragao azul
escuro, sendo positivo para taninos hidrolisaveis. Essa rea¢ao colorimétrica ¢ formada em
decorréncia da formag¢do de um complexo com ions metdlicos caracteristico dos taninos
(Desoti et. al, 2011).

Para esteroides e triterpenos, os resultados apresentaram positividade com coloragao
variando de acastanhada a esverdeada, representando a presenca de nucleo esteroidal e outras
com a presenga de ntcleo triterpenos. Essa reacdo ocorre devido a presenca dos reagentes
causarem uma oxidacao e desidrata¢do dos nucleos esteroidais, apresentando mudanca de cor
pela formacao de cromoforos coloridos (Mondal ef al., 2019).

Portanto, pode-se concluir a partir dos testes fitoquimicos a presenga de alcaloides,
flavonoides, saponinas, taninos, esteroides e triterpenos (Figura 3). Esses por sua vez sio
responsaveis por uma ampla gama de atividades farmacoldgicas e potenciais terapéuticos, tais
como acdes antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifingica, adstringente,

antidiarreica e antibacteriana (Silva; Lopes, 2021).

Figura 3 - Estudo fitoquimico das folhas de Anacardium occidentale (L.).

Flavanoides _ ‘ Saponinas

Fonte: Autor, 2025.
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4.2. Varredura espectral

O resultado da varredura espectral do comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax)
dos extratos e do acido do galico apresentou maior absor¢ado em 296 nm, com a ordem de
maiores picos de absor¢ao o extrato 50:50, seguido do 80:20 e com menor pico a propor¢ao
20:80 (etanol:agua, v/v), como apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Varredura espectral do Amax dos extratos e do acido galico.

2.5

in

Absorbincia

185 205 225 245 265 285 305 325 345 365 385 405

Comprimento de onda

Fonte: Autor, 2025.

A varredura espectral ¢ de suma importancia para determinar o comprimento de onda
de maxima absorbancia (A max) e adequar os parametros do estudo para obter melhor
sensibilidade e assegurar a medi¢ao em um comprimento de onda representativo para testes de
compostos fendlicos (Silva, 2017). Nesse sentido, a varredura usando o acido galico se da pelo
fato de que seu uso ¢ implementado como padrdo para determinacdo de fenois totais por
espectrofotometria (Bastola et al., 2017). Assim, espera-se que os extratos que apresentam

compostos fendlicos também tenham um comprimento de onda na mesma regiao de espectro.

4.3. Determinacido do conteudo fendlicos totais

Com a determinacdo do contetido fendlicos totais, foi construida uma curva de
calibracao utilizando solugdes de concentragdes seriadas de acido galico tendo como equagao
da reta y=0,0019x - 0,023 e indice de determinagio (r*) 0,9954. Os resultados do contetido de
fenolicos estdo na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados de determinagdo do conteudo total de fendlicos.

Amostra Resultado médio + desvio padrao relativo
Extrato A. occidentale 20:80 28,14 + 1,08 mg EAG/g de extrato
Extrato A. occidentale 50:50 48,35 + 0,56 mg EAG/g de extrato
Extrato 4. occidentale 80:20 26,11 £ 1,47 mg EAG/g de extrato

Fonte: Autor, 2025.

O teor de compostos fendlicos totais, expresso em miligramas de equivalentes de acido
galico por grama de extrato (mg EAG/g), variou significativamente entre as proporgoes de
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solventes testadas (20:80, 50:50 e 80:20). O extrato obtido na propor¢ao 50:50 (48,34 mg
EAG/g) apresentou teor de compostos fendlicos significativamente superior aos extratos 20:80
(28,14 mg EAG/g) e 80:20 (26,11 mg EAG/g). Além disso, observou-se diferenga significativa
entre 20:80 e 80:20, embora de menor magnitude (diferenca média de 2,03 mg EAG/g; p =
0,0006). Tais resultados podem ser explicados pelo tipo de solvente utilizado, visto que
solventes como agua e etanol extraem maiores quantidades de flavonoides, saponinas, taninos,
acidos triterpénicos, carboidratos e compostos fenolicos (Silva; Lopes, 2021), bem como os
compostos fenolicos sao melhores solubilizados em misturas hidroetanolicas com
concentragdes 50% (v/v) (Jiménez-Moreno et al., 2019).

Os dados apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro—-Wilk, p > 0,05) e
homogeneidade de variancias (teste de Brown—Forsythe, p > 0,05), o que justificou a aplicacao
da One-way ANOVA. A analise de variancia revelou diferencga significativa entre os grupos (p
< 0,05). O pos-teste de Tukey demonstrou que todas as comparacdes apresentaram diferengas

estatisticas significativas (p < 0,001).

4.4. Determinacao do conteudo total de flavonoides

Com a determinacdo do contetido total de flavonoides, foi construida uma curva de
calibragdo utilizando solugdes de concentragdes seriadas de quercetina tendo como equagdo da
reta y=0,0732x — 0,0303 e indice de determinacio (r*) de 0,9937. Os resultados do contetdo de

flavonoides estdo contidos na Tabela 9.

Tabela 9- Resultados de determinagdo do contetido total de flavonoides.

Amostra Resultado médio + desvio padrao relativo
Extrato A. occidentale 20:80 25,11 £ 0,10 mg EQ/g de extrato
Extrato A. occidentale 50:50 34,48 + 0,06 mg EQ/g de extrato
Extrato 4. occidentale 80:20 17,13 + 0,06 mg EQ/g de extrato

Fonte: Autor, 2025.

O teor de flavonoides, expresso em miligramas de equivalentes de quercetina por grama
de extrato (mg EQ/g), variou significativamente entre as diferentes propor¢des avaliadas
(20:80, 50:50 e 80:20). Especificamente, o extrato na propor¢dao 50:50 (34,48 mg EQ/g)
apresentou o maior teor de flavonoides, diferindo estatisticamente dos extratos 20:80 (25,11 mg
EQ/g) e 80:20 (17,13 mg EQ/g). O grupo 20:80 também apresentou teor significativamente
superior ao observado em 80:20 (p < 0,0001). Assim, como para compostos fendlicos e por ser
uma de suas classes, os flavonoides também sao identificados nos extratos por conta de seus
solventes que permitem sua quantificagao e sao melhores solubilizados nas concentragdes 50%

(v/v) (Silva; Lopes, 2021; Jiménez-Moreno et al., 2019).
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Os dados apresentaram distribui¢do normal (teste de Shapiro—Wilk, p > 0,05) e
homogeneidade de variancias (teste de Brown—Forsythe, p > 0,05), permitindo a aplicagdo da
andlise de variancia (One-way ANOVA). A ANOVA revelou diferenga estatisticamente
significativa entre as médias dos grupos (p < 0,05). O pds-teste de Tukey indicou que todas as

comparagdes foram significativamente diferentes (p < 0,0001).

4.5. Atividade antimicrobiana

Os resultados das atividades antimicrobianas dos extratos encontram-se na Tabela 10.
Foi possivel observar que houve inibi¢do antimicrobiana, ou seja, formagao do halo inibitorio
para Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Figura 5)

mas ndo houve inibigdo para Escherichia coli NCTC 12923 na concentragio de 10° UFC/mL.
Tabela 10 - Resultados atividade antimicrobiana.

Halo de inibi¢io (mm) por dilui¢des (concentracio em mg/L)

Cepa Extrato  1.600  8.000  4.000  2.000  1.000 500 259 Controle
Negativo
80:20 19 17 15 NA NA NA NA
S aureus  50:50 18 13 NA NA NA NA NA NA
20:80 17 13 12 NA NA NA NA
80:20 14 NA NA NA NA NA NA
P. acruginosa  50:50 16 NA NA NA NA NA NA NA
20:80 12 NA NA NA NA NA NA
8020  NA NA NA NA NA NA NA
E. coli 50:50 NA NA NA NA NA NA NA NA
20:80  NA NA NA NA NA NA NA

Legenda: NA — Nao ativo.
Fonte: Autor, 2025.

Pseudomonas

Figura S - Placas de Atividade antimicrobiana das folhas de Anacardium occidentale L.
aeruginosa
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Os resultados de atividade antimicrobiana podem ser atrelados aos resultados dos testes
fitoquimicos do estudo, visto que segundo Silva (2017), essa atividade pode ser atribuida a
presenca de taninos, compostos fendlicos e flavonoides que rompem a parede celular dos
microrganismos € inibem enzimas essenciais para o crescimento destas. Além disso, os
alcaloides, saponinas e triterpenos também alteram a permeabilidade das células, além de
interagir com as proteinas celulares. A auséncia de inibi¢do de Escherichia coli NCTC 12923
pode ser atrelada a resisténcia natural de bactérias gram-negativas, ja que suas membranas
externas sao ricas em lipopolissacarideos, que atuam como uma barreira fisica dificultando a
penetragdo de compostos que sdo hidrofobicos ou fenolicos (Krishnamoorthy et al., 2016).

Além disso, observou-se a atividade frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
limitada apenas a altas concentragdes, ¢ isso esta associado ao fato desta também ser uma
bactéria gram-negativa e por esse motivo possui bombas de efluxo que expulsam substancias
toxicas aos seus organismos, o que reduz a concentragdo dos agentes antimicrobianos em seu
interior e explica a necessidade de maiores concentragdes de extratos para efeito significativo

(Leus et al, 2023)

4.6. Atividade antioxidante

Os extratos apresentaram atividade antioxidante relevante pelo método de DPPH, tendo
como melhor desempenho o extrato na concentracdo 50:50, com percentual de reducdo do
DPPH 74,46% e com os menores valores de ICso (Inhibitory Concentration 50%) e ECso
(Effective Concentration 50%).

Tabela 12 - Resultados atividade antioxidante.

Amostra % Reducio de DPPH IC 50 (mg/L) EC 50 (mg do extrato/mg DPPH)
20:80 56,89 12,35 0,65
50:50 74,46 7,27 0,39
80:20 71,87 8,43 0,45

Fonte: Autor, 2025.

Esses resultados podem ser atribuidos a presenca de compostos fenolicos nas folhas
comprovada em testes anteriores, visto que estes apresentam atividade antioxidantes (Silva;
Lopes, 2021) e sdo melhores solubilizados em misturas hidroetanolicas com concentragdes 50%
e tais compostos, em especifico os flavonoides apresentam potencial acdo antioxidante
(Jiménez-Moreno et al., 2019). Tais resultados podem ser comparados com os de Sassi et al.
(2021), que comprovou a atividade antioxidante das folhas de A. occidentale L. também através
de métodos de DPPH e associou tais resultados as quantidades significativas de fendlicos totais

e flavonoides presentes nas folhas.
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Outrossim, de acordo com Duangjan et al. (2019) os extratos de folhas de A. occidentale
L. podem ativar as vias de sinalizagdo DAF-16/FoxO e SKN-1/Nrf-2, que sdo fatores de
transcricdo que controlam genes antioxidantes dando as folhas propriedades contra o estresse

oxidativo.

4.7. Atividade citotoxica

Os resultados da atividade citotoxica dos extratos estdo expressos na Tabela 11 e
apresentaram perfis distintos de citotoxicidade a depender da concentracao do extrato e de sua
diluicdo. Os extratos nas concentragdes 20:80 ¢ 50:50 mostraram baixa hemolise, com
porcentagem <40%, o que indica baixa toxicidade as hemacias. J4 os extratos 80:20 obtiveram
porcentagem maiores, como 95,56% e 77,30% nas diluigdes 200 e 100 pg/mL, sugerindo o

efeito citotoxico (Sousa et al. 2022).

Figura 6 - Resultados de teste de citotoxicidade.

R 9386 e Alta

b citotoxicidade
o 90,00
% 77,30 Moderad
: § 80.00 cit?)t();ciadade
= 70,00
S 60,00
Q, 60.
_% 50,00
2 o0 e . Baixa
E 40,00 29,52 citotoxicidade
< 30,00 2260 21,16
S 20,00 f 1536 1075
B 10,00 6,83 3

) L71 1,54 068
0,00 P
200 pg/mL 100 ;.Lg/mL 50 j.Lg/mL 25 pg/mL
Concentracdo

m20% m50% m80%

Fonte: Autor, 2025.

O perfil apresentado pode ser explicado pelo fato de que o extrato 80:20 tem maior
proporcao de etanol e segundo Trevisan et al (2006), tal fato favorece a solubilidade de
compostos lipofilicos, em especial os acidos anacardicos, cardois e cardanois. Esses compostos
possuem atividade citotoxica conhecida e podem desestabilizar membranas celulares (Kubo et
al., 2010), o que pode explicar a hemolise registrada. Assim, o ensaio se mostrou como

ferramenta eficaz para triagem inicial do potencial de citotoxicidade dos extratos.
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5. CONCLUSOES

O estudo permitiu identificar os compostos bioativos nas folhas de Anacardium
occidentale L., evidenciando a presenca de taninos, flavonoides, saponinas, alcaloides,
esteroides e triterpenos. A varredura espectral € os ensaios quantitativos para determinagao de
compostos fendlicos e flavonoides demonstraram que os extratos nas suas diferentes propor¢des
possuem teores tanto de fenodlicos totais como de flavonoides, com maior quantitativo nos
extratos 50:50. Quanto a atividade antimicrobiana, nas diferentes concentragdes de extrato
houve formagao do halo inibitorio para Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, mas nao houve inibi¢do para Escherichia coli NCTC 12923, em uma
concentragio estimada de 10 UFC/mL. Para atividade citotoxica, os extratos nas concentragdes
20:80 e 50:50 mostraram baixa hemdlise, enquanto que o extrato 80:20 obteve porcentagem
maior. Ja a atividade antioxidante da folha foi comprovada, apresentando melhor desempenho
o extrato na concentragdo 50:50. Tais dados evidenciam o potencial biologico das folhas e de
seus extratos, além de enfatizar o extrato na concentragdo 50:50 como mais promissor. Os
achados fornecem subsidio para hipdteses de aplicagdo e desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas, alimenticias e cosméticas, tendo em vista seus potenciais antimicrobianos e
antioxidantes comprovados, somados aos resultados do perfil citotoxico favoravel em
determinadas concentracdes. Por fim, o estudo revelou o arsenal de moléculas e atividades
farmacologicas das folhas, bem como um caminho solido para sua aplicacao em diferentes areas

da ciéncia.
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