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System Aiming the Bioavailability of
Anacardium occidentale and its
Antioxidant Effectiveness

Resumo

Dois diferentes tipos de sistemas microemulsionados (SME) foram
obtidos utilizando-se uma mistura dos tensoativos Tween 80 e Span
20 (3:1), miristato de isopropila (IPM) como fase orgénica e dgua
bidestilada (sistema SME-4) e com adigdo de etanol como
cotensoativo obteve-se o outro sistema (SME-1). Estes sistemas
foram obtidos objetivando-se otimizar a avaliagdo do potencial
antioxidante de Anacardium occidentale. A agdo antioxidante do
extrato metandlico (MeOH) obtido das cascas do caule desta planta,
bem como do dleo fixo (FO) e de uma fragéo rica em taninos (FT)
provenientes deste extrato, foi avaliada utilizando-se como fonte de
radical livre o 2,2-difenil-picril-hidrazila (DPPH). Em fungéo da dificil
solubilizagdo de FT, a atividade antioxidante desta fragédo sé foi
avaliada apds solubilizacdo nos sistemas SME-1 e SME-4. Os
resultados obtidos mostraram uma forte atividade antioxidante para
o extrato MeOH (CE, = 42,47 + 0,14 ug/mlL) e para a fragdo FT
solubilizada nos dois sistemas microemulsionados (CE, = 39,27 *
1,07 ug/mL e CE, = 42,20 + 5,20 ug/mL para FT-SME-1 e FT-
SME-4, respectivamente). O dleo fixo ndo apresentou atividade até
a dose de 710 ug/mL. Estes resultados indicam que a atividade
antioxidante do extrato metandlico de Anacardium occidentale esta
correlacionada com a presenga de taninos. Em relagéo aos sistemas
encapsuladores SME-1 (contendo o cotensoativo etanol) e SME-4
(auséncia de cotensoativo), ndo foi observada interferéncia
significativa destes sistemas, nos resultados observados para a
atividade antioxidante de FT-SME-1 e FT-SME-4.

Abstract

Two different microemulsions systems (SME) were performed using a mixture
of Tween 80 and Span 20 (3:1) as surfactant, isopropyl myristate as oil phase,
and bidistilled water consisting on two different compositions (SME-1 AND
SME-4). In one of these systems ethanol was included as cosurfactant (SME-
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1) and for SME-4 ethanol-free, which were used as
solubilizing agent on evaluation of the antioxidant potential
of Anacardium occidentale. The antioxidant activity of a
methanolic extract (MeOH, obtained from stem bark of
this plant), as well as its two fractions FO (fixed oil) and
FT (a polar fraction rich in tannin) were evaluated in DPPH.-
method. Due to the poor solubility of the tannin fraction, it
was evaluated after its solubilization in SME-1 and SME-
4 systems. The obtained results showed high antioxidant
activity for MeOH extract (CE5S0 = 42,47 0,14 g/mL)
and FT (CE50 = 39,27 1,07 g/mL for FFSME-1, and
CE50 = 42,20 5,20 g/mL for F-SME-4), but no activity
for the FO fraction at 710 g/mL was confirmed. These
results indicated that the antioxidant activity of the MeOH
extract corresponded to the presence of tannins
constituents. The tested microemulsions systems do not
caused any significant interference in the antioxidant
activity results evidenced on the FT-SME-1 and FT-SME-
4 fractions.

Introdugéao

A espécie Anacardium occidentale (Anacardiaceae)
popularmente conhecida como caju, € nativa das
regides norte e nordeste do Brasil. A Amazonia
parece ter sido o berco de diferentes espécies do
género Anacardium que se irradiou para o resto
do mundo. E o cajueiro, seu representante mais
conhecido, é uma arvore rustica; esponténea,
nativa da zona arenosa litoranea de campos e
dunas, que vai do nordeste do Pais até o baixo
Amazonas (SILVA; TASSARA, 1996). Os indigenas
de fala tupi, habitantes autéctones do nordeste
do Brasil, j& conheciam muito bem o caju e faziam
dele um de seus mais completos e importantes
alimentos (SILVA; TASSARA, 1996).

Muitos sédo os usos etnofamacoldgicos associados
ao caju, dentre eles encontram-se: adstringente,
antidiabético, antidiarréico, anti-hemorrégico,
antiinflamatério, antireumatico, antitérmico,
antiulcerogénico, diurético e vermifugo, onde séo
utilizados cascas do caule, casca da castanha,
ramos, penduculos, raiz, folhas, frutos, semente e
6leo (GONCALVES et al., 2005). Metabdlitos
especiais (acidos anacéardicos, cardandis, cardois
e fendis alquilicos) extraidos do liquido da castanha
de caju de Anacardium occidentale apresentaram
atividade antioxidante (TREVISAN et al., 2006).
Diversos metabdlitos presentes nas plantas tém
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apresentado atividade antioxidante, sendo cada vez
mais reconhecidos como importantes agentes na
captura de radicais livres (cuja formagédo ocorre
espontaneamente em diferentes etapas do
metabolismo, onde processos oxidativos estao
envolvidos) que estdo diretamente relacionados ao
processo de envelhecimento e as doencas dege-
nerativas, dentre elas o cadncer. Um dos objetivos
deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante
do extrato metandlico (MeOH), do éleo fixo (FO;
fragdo apolar) e de uma fragédo polar rica em taninos
(FT) obtidos das cascas de Anacardium occidentale.
Devido a grande insolubilidade de FT, dois sistemas
microemulsionados (SME1 e SME-4) foram obtidos
e testados no estudo de solubilidade desta fracao,
para ampliar sua biodisponibilidade.

Sistemas Microemulsionados:
consideragoes gerais e aspectos
relevantes

Nanoformulagdes do tipo microemulsdes sao sistemas
coloidais termodinamicamente estéveis e opticamente
isotropicos contendo &gua, éleo, tensoativo e,
freqiientemente, um cotensoativo (FLORENCE,
2005). Estas formulacdes vém sendo utilizadas como
sistemas de liberagdo de farmacos devido a inimeras
vantagens, podendo-se destacar: o aumento da
capacidade de solubilizagédo de farmacos e a
diminuicao de efeitos adversos (FORMARIZ et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2004; LAWRENCE; REES,
2000). O aumento da biodisponibilidade de farmacos
estd correlacionado com a solubilizagédo de
substéancias pouco sollveis, bem como com a
diminuicdo da dose administrada, garantindo além
de vantagens econdmicas, a diminuicdo de efeitos
adversos (KAWAKAMI et al., 2002). Como exemplos,
aveiculacéo da camptotecina (com comprovado efeito
téxico) e do metotrexato que vém sendo
encapsulados em sistemas microemulsionados e sao
administrados para o tratamento de alguns tipos de
cancer (CORTESI et al., 1997; ALVAREZ-FIGUEROA,;
BLANCO-MENDEZ, 2001).

Adicionalmente, as microemulsoes podem atuar ainda
como um sistema reservatoério para o farmaco,
garantindo a sua liberacéo lenta e a prolongacéo do
seu efeito farmacoldgico (DALMORA et al., 2001),
bem como atuar como protetores contra a hidrélise
enziméatica (LYONS et al., 2000). Recentemente foi
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comprovado que microemulsdes ricas em colesterol
tendem a se concentrar em certos tumores sélidos,
garantindo, assim, a liberacdo de agentes antineo-
plasticos no seu sitio de agédo farmacoldgica (AZEVEDO
et al., 2005). Quando um farmaco é administrado a um
individuo, ele é absorvido e distribuido por todo o seu
corpo. Porém, apenas uma pequena parte da dose
administrada alcanga o seu sitio de agao farma-
colégica. A fracao restante pode agir em outras
partes do organismo e provocar efeitos adversos (LEE
et al., 2003). A utilizagao dos sistemas de liberagéo
de farmacos visa exatamente diminuir a incidéncia
desses efeitos adversos e aumentar o indice
terapéutico dos farmacos, através da sua liberacdo
controlada em sitios especificos e/ou a taxas
constantes. Nesse aspecto, as microemulsbes
apresentam propriedades e vantagens peculiares,
como por exemplo, podemos destacar a existéncia
de microdominios de diferentes polaridades no seio
de uma solugao uniféasica que permite a solubilizacéo
de farmacos hidrossollveis e lipossoliveis, sepa-
radamente ou ao mesmo tempo (LEE et al., 2003).
Em geral, farmacos lipofilicos tendem a se localizar
no interior de microemulsées do tipo O/A (ou seja,
na regido hidrofébica das moléculas do tensoativo
que formam a camada interfacial) ou na fase continua
oleosa no caso de microemulsdes do tipo A/O (rica
em 6leo).

A mistura entre agua, éleo e tensoativo(s) é capaz
de gerar uma vasta variedade de estruturas e fases
(Figura 1). Além das microemulsoes, investigacoes
estruturais podem revelar a existéncia de emulsoes,
fases cubicas ou hexagonais cristalinas e estruturas
lamelares, dependendo da razao e natureza dos
componentes. A relacao entre a formagao de diversas
fases e estrutura de uma mistura e sua composicao
pode ser visualizada com o auxilio de um diagrama
de fases, que sao sistemas ternarios onde cada
vértice do diagrama representa 100% de um
determinado componente. No entanto, as
microemulsées podem eventualmente conter
componentes adicionais como cotensoativos, aditivos
e farmacos, que podem influenciar na formagéo das
microestruturas. Neste caso, quando quatro ou mais
componentes sdo estudados, diagramas de fase
pseudoternarios sao utilizados, onde um dos vértices
do diagrama estara representando uma mistura
binaria de razéo fixa como tensoativo/cotensoativo,
&gua/farmaco ou fase oleosa/farmaco (Figura 2a).
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Figura 1 - Representagdo esquemética das trés
microestruturas mais comumente encontradas em
sistemas microemulsionados: (a) microemulséo
agua em Oleo; (b) microemulsédo éleo em &gua; (c)
microemulsdo bicontinua

a b

Agua
Oleo o

Microemulsao O/A

=]

Microemulsao A/O
c

(D

Oleo

Agua

Microemuls&o bicontinua

A construgao de diagramas de fase pode requerer um
gasto dispendioso de tempo, principalmente quando um
dos objetivos é delinear com preciséo, os limites de cada
fase. Geralmente, quando s&o utilizados tensoativos
ndo-ibnicos, fatores como sonicagado e aquecimento
podem contribuir para se alcangar rapidamente o
equilibrio do sistema (WARISNOICHAROEN et al.,
2000). A metodologia mais pratica para a construgao
de diagramas de fase envolve a preparagéo de uma
série de misturas bindrias e a sua posterior titulagdo
com um terceiro componente, avaliando-se a mistura
apbs cada adicéo do titulante (DJORDJEVIC et al.,
2004). No entanto, alguns cuidados sdo necessarios,
no sentido de evitar discrepéncias no diagrama de fases,
com relagéo ao controle da temperatura e ao tempo de
espera, para que o sistema atinja o equilibrio. Estes
cuidados sao aplicados, principalmente, quando se
utilizam tensoativos néo-iénicos, por serem muito
susceptiveis a temperatura, podendo ocorrer, em
temperaturas mais elevadas, diminuicdo de sua
solubilidade (WARISNOICHAROEN et al., 2000;
DJORDJEVIC et al., 2004).

A analise de um diagrama de fases pode revelar
regides em que s&o encontradas predominantemente
certas fases e microestruturas (Figura 2b). Estas
regides podem ser maiores ou menores dependendo
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da natureza dos componentes, da razao tensoativo/
cotensoativo e da temperatura. Em misturas muito
ricas em tensoativo ha a tendéncia da formacéo de
cristais liquidos (regido A) e estruturas lamelares,
nas quais o tensoativo e o cotensoativo organizam-
se sob a forma de bicamadas na interface agua/éleo
separando ambas as fases (ALANY et al., 2001). Esta
regido é caracterizada por misturas viscosas, e em
alguns casos, pode ser observada a formagéo de géis
(ALVAREZ-FIGUEROA; BLANCO-MENDEZ, 2001).
Na regido proxima ao vértice da agua (regido B),
podem ser observadas microgoticulas de 6leo,
dispersas no meio aquoso (microemulsbes do tipo O/
A), desde que a concentracdo de tensoativos seja
suficiente para formar fluidos filmes interfaciais. A
diluigéo infinita com a fase aquosa tende a formar
micelas diretas. O outro extremo do diagrama,
proximo ao vértice da fase oleosa (regido D), é
caracterizado pela presencga de microgoticulas de dgua
dispersas na fase oleosa (microemulsdes do tipo A/
0), sendo o volume da fase interna pequeno. A diluicdo
infinita com a fase oleosa tende a formar micelas
inversas, com a fase aquosa dissolvida em seu interior.
Entre estas duas regides pode existir uma outra
intermediéria (regiao C), onde podem ser observadas
fases bicontinuas, caracterizadas por extensas fases
de agua e 6leo separadas por um filme interfacial
composto por tensoativo e cotensoativo. Nas
composicoes proximas ao eixo binario dgua-oleo
(regido E), a quantidade do tensoativo ¢ insuficiente
para facilitar a formagao de microemulsoes. Nesta
regido, fases multiplas podem existir, tais como
emulsoes, emulsdes em equilibrio com a fase aquosa
ou oleosa, microemulsdes em equilibrio com a fase
aquosa ou oleosa e até mesmo, sistemas trifasicos
(LAWREENCE; RESS, 2000; OLIVEIRA et al., 2004).

Finalmente, pode-se concluir que as microemulsoes
apresentam microestruturas que podem ser constituidas
de microgoticulas de 6leo em agua (microemulsdes do
tipo O/A) ou de dgua em éleo (microemulsdes do tipo
A/Q) (Figura 1). As primeiras sao observadas quando
a fragéo de volume do 6leo é baixa em comparagéo a
agua, e as Ultimas quando a fracao de volume da agua
¢ pequena. Quando as quantidades de dgua e dleo em
um sistema microemulsionado forem similares, podem
ser observadas estruturas bicontinuas, onde a dgua e
o 6leo coexistem como fase continua na presenca de
uma dindmica interface estabilizada por moléculas do
tensoativo.

Revista Fitosv* Vol.2 N°03 dezembro 2006

occidentale e sua Eficiéncia como
Agente Antioxidante

Figura 2 — (a) Representacdo esquemética de
um diagrama de fase pseudo-ternario. (b)
Diagrama de fase pseudo-ternério hipotético
onde estdo representadas as regides de
microemulsdo (16), de emulsdo ou duas fases
(206) e cristais liquidos (CL).

Tensoativo
a (Tensoativo/Cotensoativo)
 Agua ~ Oleo
(Agua/Farmaco) (Oleo/Farmaco)
b

Tensoativo

Agua Oleo

Materiais e Métodos

As cascas do caule de Anacardium occidentale
foram coletadas em Natal (RN) e a identificacao
botanica da espécie foi realizada pela botanica
Maria lracema Bezerra Loiola. Uma exsicata
elaborada foi depositada no herbéario da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. O
material vegetal (1,3 Kg) foi fragmentado em
pequenos pedacos e submetido a extracao via
percolacédo, com MeOH. O extrato metandlico
obtido (62,3 g) foi submetido a um procedimento
cromatogréfico em gel de silica, e forneceu uma
fracéo apolar (eluida em hexano) correspondente
ao oleo fixo (FO), uma fracdo de polaridade
mediana (FM, eluida em CHCIs), uma fracéo polar
(FP, eluida em MeOH) e uma fragdo muito polar
[eluida em MeOH /H-0 (8:2)] rica em taninos (FT),
que apos liofilizagdo foi solubilizada nos sistemas
microemulsionados SME-1 e SME-4, obtendo-se
FT-SME-1 E FT-MSE-4. O extrato MeOH, bem
como as fragoes FO e FT-SME-1 e FT-SME-4, foram
submetidos a andlises que avaliaram a acéo
antioxidante de Anacardium occidentale. As
microemulsbes testadas foram preparadas
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utilizando a mistura Tween 80 e Span 20 (3:1) como
tensoativo, miristato de isopropila (IPM) como éleo
(fase orgénica) e dgua bidestilada. Em apenas um
dos sistemas testados (SME-1) foi utilizado etanol
como cotensoativo na razdo C/T = 1 (Tabela 1).
Os diagramas de fase foram obtidos a partir da
titulagdo com agua bidestilada e fase oleosa
(quando necessério) de misturas pré-determinadas
contendo tensoativo/cotensoativo (Figura 3).

Avaliagdo da capacidade antioxidante

Na metodologia empregada para a avaliacao da
atividade antioxidante utilizou-se como fonte de
radical livre o DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazila)
(MENSOR et al., 2001). As solucbes-estoque
foram preparadas em metanol na concentragéo de
1 mg/mL. O ensaio foi realizado em microplacas
de 96 pogos, no volume total de 100 uL. Foram
feitas diluigoes do extrato metandlico (MeOH) e
das fragoes FO e FT para as concentragdes de 710,
71, 7,1 e 0,71 ug/mL, que foram adicionadas as
microplacas, juntamente com uma solucéo 0,3 mM
de DPPH (em metanol). Apds o tempo de 30
minutos de repouso no escuro, foi feita a leitura
das microplacas em leitora Elisa a 490 nm. Foram
realizados 3 ensaios independentes, todos em
triplicata. O percentual antioxidante foi calculado
a partir da seguinte equacao:

%AA = 100 - (A amostra -
Onde:

A amosta = absorbancia da amostra
correspondente ao extrato com DPPH;

A brance = @bsorbéncia do branco correspondente
ao extrato sem DPPH;

A controle = absorbancia da solugao pura de DPPH
0,3mM.

A branco) X 100 / A controle

A atividade antioxidante foi expressa em valores
de CEso = dp (concentragéo efetiva na captura de
50% do radical livre DPPH e desvio padréo,
respectivamente), obtidos através do grafico que
relaciona o percentual de atividade com a concen-
tracédo da substéancia ensaiada.

Resultados e Discusséao

De maneira geral, o uso de cotensoativo em um
sistema microemulsionado favorece a formagao de
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microemulsdes através da estabilizagao do sistema
e do aumento da fluidez do filme interfacial de
tensoativo formado (LAWRENCE; REES, 2000). O
tipo de cotensoativo que se utiliza e a razdo C/T
(cotensoativo/tensoativo) auxiliam na formagao da
microemulsdo (ME), podendo acarretar em um
aumento da regido de ME no diagrama de fase,
especificamente préoximo ao vértice da agua (ME
do tipo O/A).

Neste trabalho utilizou-se uma mistura dos
tensoativos Tween 80 e Span 20 objetivando-se a
obtencéo de extensas regides de microemulsao (LI
et al.; 2005), bem como a utilizagdo de um
cotensoativo que pudesse ampliar ainda mais, regido
de ME, e ao mesmo tempo pudesse elevar o poder
de solubilizacdo deste sistema. Para tanto, foram
testadas varias misturas dos tensoativos (Tween 80
e Span 20) em diferentes concentragoes. Dentre
as varias formulacbes obtidas, duas delas (SME-1
e SME-4) (Tabela 1) foram as que apresentaram
melhores resultados, j&4 que no diagrama de fase
mostrou uma maior regido de ME. Compara-
tivamente, a formulagdo SME-4 [composta pela
mistura de Tween 80:Span 20 (3:1), IPM (como fase
organica) e agua bidestiladal apresentou no
diagrama de fase, uma maior regido de ME ao longo
do eixo binéario tensoativo-6leo (ME do tipo A/O)
(Figura 3). De acordo com o esperado, a utilizagao
do etanol (cotensoativo) na formulagdo SME-1
(Tabela 1) aumentou de forma consideravel, a regido
de microemulséo do tipo O/A (rica em &gua) (Figura
3), ideal para a solubilizagao de substéncias polares.
No entanto, apesar do carater polar da fracdo FT
(rica em taninos), ambos os sistemas testados SME-
1 (com microestrutura do tipo O/A, Figura 2b) e
SME-4 (com microestrutura do tipo A/O, Figura 2a)
solubilizaram parcialmente esta fragéo.

Tabela 1 - Composicdo dos sistemas
microemulsionados (SME) testados (% em massa)

Componente SME-1 SME-4
Tween 80 13,12% 22,50%
Span 20 4,38% 7,50%

Etanol 17.50% | = -
IPM 5,00% 65,00%
Agua bidestilada 60,00% 5,00%
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Figura 3 - Diagrama de fase pseudoternério da
mistura Tween 80 - Span 20 - IPM - Agua bidestilada.
a. Com etanol (razéo C/T = 1). b. Sem etanol.

T80:S20:EtOH (3:1:4)

100 *
40 50 60 70 80 90 100
Agua 1PM
b
T80:520 (3:1)
0,100
® 30
2 fases 20
90 ‘ \\10
100 ' T v T T T v T T T > 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Agua IPM

Os resultados da avaliagdo da agdo antioxidante
mostraram-se muito positivos, particularmente para o
extrato MeOH bruto e para fracéo FT, tendo sido
obtidos os valores de CE_ = 42,47 + 0,14 ug/mL para
o extrato MeOH, CE_ = 39,27 + 1,07 pug/mL para o
sistema FT-SME-1 e CE_ = 42,20 + 5,20 ug/mL para
FT-SMET-4. No entanto, a fragdo FO n&o apresentou
atividade até a dose de 710 ug/mL. De acordo com o
esperado, estes resultados indicam que a atividade
antioxidante do extrato MeOH decorre, provavelmente,
da fracao FT rica em taninos (CHANWITHEESUK et
al., 2005). Em relagéo aos sistemas testados SME-1 e
SME-4; nao se observou interferéncia significativa na
atividade avaliada.

A utilizagdo do &lcool de cadeia média (EtOH) como
cotensoativo no sistema SME-1, pode ser consi-
derado como um componente adicional ndo téxico
em funcédo da baixa concentragao (17,5%) que foi
utilizada. Adicionalmente, a presenca deste alcool
no sistema SME-1 favorece o uso desta formulacéo
para solubilizagédo (e encapsulamento) de substén-
cias hidrofilicas, ja que consiste em um sistema com
regiao rica em agua. No entanto, neste trabalho,
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apesar do carater polar da fragdo FT, ambas as
formulagbes testadas (SME-1 e SME-4) solubilizaram
parcialmente esta fracdo. Apesar disso, foram
significantemente eficazes na avaliacdo da agao
antioxidante de Anacardium occidentale, ja que
possibilitaram a biodisponibilizagéo de FT. Desta forma,
o poder antioxidante de Anacardium occidentale foi
atribuido a presenga de taninos, contidos nesta fragéo.
Os sistemas SME-2 e SME-3 néo foram selecionados
como prioridade de estudos porque continham o
cotensoativo (etanol) em percentuais mais elevados,
e também, porque nao foram mais eficazes na
solubilizagao de FT.

Em um contexto mais abrangente, os sistemas
microemulsionados obtidos neste trabalho, podem vir
a ser utilizados para a solubilizagdo, e consequente
biodisponibilizagdo, de farmacos de carater lipofilico
(SME-4) e/ou hidrofilico (SME-1), com contribui¢do
adicional para a reducdo da dose administrada,
favorecendo a relagao dose/resposta e diminuicédo de
efeitos adversos.
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