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RESUMO 

 
O aumento da população idosa tem levado a uma crescente incidência de 

doenças neurodegenerativas em todo o mundo. O consumo de alimentos de origem 
vegetal e o uso das propriedades terapêuticas de muitas plantas destacam-se desde 
os primórdios da humanidade. Anacardium occidentale Linn, conhecido 
popularmente como cajueiro, é uma árvore nativa do Norte e Nordeste do Brasil. Seu 
pseudofruto possui elevado teor de vitamina A, do complexo B, C e compostos 
fenólicos. O ácido anacárdico, composto fenólico obtido a partir do Anacardium 
occidentale, possui propriedades terapêuticas tais como: antimicrobiana, 
gastroprotetora, anticarcinogênica e anti-inflamatória. Evidências in vitro e in vivo 
mostraram que tanto o Anacardium occidentale quanto o ácido anacárdico possuem 
baixa toxicidade e efeitos antioxidantes, sugerindo potencial uso terapêutico. 
Entretanto, nenhum desses estudos foi realizado para testar o efeito antioxidante da 
administração sistêmica do Anacardium occidentale e ácido anacárdico no sistema 
nervoso central em modelo experimental de doença de Parkinson. Neste estudo 
hipotetizamos que Anacardium occidentale e ácido anacárdico podem exercer 
neuroproteção no córtex cerebral e no sistema nigroestriatal contra o estresse 
oxidativo induzido pela rotenona. Ratos adultos foram tratados por via oral com 
extrato hidroetanólico de Anacardium occidentale (150 e 600 mg/kg), ácido 
anacárdico (1-100 mg/kg) ou veículo, 1 hora antes da administração de rotenona (3 
mg/kg) por via subcutânea durante 5 dias consecutivos. O comportamento dos 
animais foi avaliado nos testes do campo aberto, rotarod, catatonia e labirinto em T. 
Os sinais de neurodegeneração na substância negra, lipoperoxidação no sistema 
nigroestriatal e córtex cerebral e dosagem da enzima superóxido dismutase total 
também foram avaliados. Os grupos tratados com Anacardium occidentale e ácido 
anacárdico melhoraram a neuromotricidade nos testes comportamentais e, nas 
doses de 150 e 600 mg/kg de Anacardium occidentale no córtex, diminuíram a 
lipoperoxidação, provocados pela rotenona, em 47 e 62%, respectivamente; no 
estriado, em 32 e 56%, respectivamente; e na substância negra, na dose de 600 
mg/kg, em 76%. O aumento da atividade da enzima superóxido dismutase total foi 
detectada usando ácido anacárdico 25-100 mg/kg em todas as regiões analisadas. 
Este aumento variou de acordo com a região, correspondendo a cerca de 80% na 
substância negra, 53% no córtex cerebral e de 230% no corpo estriado. O ácido 
anacárdico também diminuiu sinais de neurodegeneração provocados pela rotenona 
na substância negra. A administração oral de Anacardium occidentale e ácido 
anacárdico impediram a neurotoxicidade induzida pela rotenona em ratos, em parte, 
devido à sua ação moduladora sobre a enzima superóxido dismutase total, 
reduzindo neurodegeneração no sistema nigroestriatal e no córtex cerebral. 

 

Palavras chaves: Anacardium occidentale. Estresse oxidativo. Rotenona. 
Compostos fenólicos. Superóxido dismutase 
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ABSTRACT 

 

The increase in the elderly population has led to an increasing incidence of 
neurodegenerative diseases worldwide. The consume of vegetable source foods and 
the use of the therapeutic properties of many plants excel from the dawn of humanity. 
Anacardium occidentale Linn, popularly known as cashew tree is a tree native of the 
North and Northeast region of Brazil. Its pseudofruit has high level of vitamin A, B, C 
and phenolics compounds. The anacardic acid, a phenolic compound obtained from 
Anacardium occidentale, possesses therapeutic properties such as antimicrobial, 
gastroprotective, anticarcinogenic and anti-inflammatory. Evidences in vitro and in 
vivo showed that both Anacardium occidentale as anacardic acid have low toxicity 
and antioxidant effects, suggesting potential therapeutic use. However, none of these 
studies was accomplished to test the antioxidant effect of the systemic administration 
of Anacardium occidentale and anacardic acid in the central nervous system in 
experimental model of Parkinson's disease. At this study we hypothesized that 
Anacardium occidentale and anacardic acid may exert neuroprotection in the 
cerebral cortex and in the nigrostriatal system against oxidative stress induced by 
rotenone. Adult rats were treated orally with Anacardium occidentale hydroethanolic 
extract (150 and 600 mg/kg), anacardic acid (1-100 mg/kg) or vehicle, 1 hour before 
administration of rotenone (3 mg/kg) subcutaneously for 5 consecutive days. The 
animals behavior was assessed in the open field test, rotarod, catatonia and maze T. 
The neurodegeneration signs in the nigra substance, lipid peroxidation in the 
nigrostriatal system and cerebral cortex and superoxide dismutase total enzyme 
dosage were also evaluated. The groups treated with Anacardium occidentale and 
anacardic acid improved their neuromotricity in the behavioral tests and, when using 
doses of  150 and 600 mg/kg of Anacardium occidentale in the cortex, reduced the 
lipid peroxidation, caused by rotenone, by 47 and 62%, respectively; in the striatum, 
by 32 and 56%, respectively; and in the nigra substance, when using doses of 600 
mg/kg, by 76%. The increase in the superoxide dismutase total enzyme activity was 
detected using anacardic acid 25-100 mg/kg in all regions analised. This increase 
varied according to the region, corresponding to approximately 80% in the nigra 
substance, 53% in the cerebral cortex and 230% in striatum. Anacardic acid also 
decreases neurodegeneration signs caused by rotenone in the nigra substance. The 
oral administration of Anacardium occidentale and anacardic acid prevented the 
neurotoxicity induced by rotenone in rats, part due to their modulating action on the 
superoxide dismutase total enzyme, reducing neurodegeneration in the nigrostriatal 
system and cerebral cortex. 

 
Key words: Anacardium occidentale. Oxidative stress. Rotenone. Phenolic 

compound. Superoxide dismutase.
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1 INTRODUÇÃO 

 

O aumento da população idosa tem levado a uma crescente incidência de 

doenças neurodegenerativas em todo o mundo. Com isso, o interesse por estudos 

que visem a prevenção e cura destas enfermidades é de grande valia. Várias 

evidências têm demonstrado que muitas destas afecções estão relacionadas com a 

produção excessiva de radicais livres e de substâncias pro-inflamatórias. Assim, 

constituintes naturais derivados de plantas medicinais possuem grande importância, 

uma vez que esses compostos apresentam uma gama de atividades biológicas, 

dentre elas, atividade antioxidante e/ou anti-inflamatória com potencialidades 

terapêuticas (MANDEL e YOUDIM, 2004).  

A utilização de alimentos de origem vegetal e o uso das propriedades 

terapêuticas de muitas plantas se destacam desde os primórdios da humanidade. No 

Brasil, encontra-se uma flora muito extensa e com potencial terapêutico a ser 

investigado. O Anacardium occidentale, conhecido popularmente como cajueiro, é 

uma árvore originária do Norte e Nordeste do Brasil. Seu pseudofruto ou polpa do 

caju (pedúnculo) é consumido pelo seu sabor e seu alto valor nutritivo, 

principalmente pelo teor elevado de vitaminas A, B e C, sais minerais como cálcio, 

fósforo e ferro e por compostos fenólicos, dentre eles destaca-se o ácido anacárdico. 

Este ácido é obtido, em maior quantidade, a partir da casca da castanha do caju. 

Aos compostos fenólicos são atribuídas propriedades antioxidantes (BROINIZI et al., 

2007, 2008), as quais estão associadas à prevenção de doenças crônicas não 

transmissíveis, principalmente: câncer, diabetes, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas (ROMANO et al., 2013). Pesquisas constataram que o 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas como Alzheimer (BEHL, 1998), 

Huntington (ALEXI et al., 2000; ROSENSTOCK et al., 2004) e Parkinson (ZHANG et 

al., 2000) estão vinculadas a níveis elevados de estresse oxidativo, alterações 

mitocondriais e apoptose. O estresse oxidativo pode ser definido como um evento 

resultante do desequilíbrio o sistema de defesa antioxidante e a geração de 

substâncias oxidantes como as espécies reativas de oxigênio, onde os oxidantes 

são favorecidos podendo levar a danos celulares (NORAZIT et al., 2012). 

A doença de Parkinson é um distúrbio neurológico progressivo, caracterizado 

histopatologicamente pela degeneração dopaminérgica nigroestriatal, via 



19 
 

responsável pela produção de dopamina (SHERER et al., 2003; OBESO et al., 

2000). A dopamina é um neurotransmissor que está relacionado principalmente com 

a função de coordenação dos movimentos, atividade cognitiva e límbica (WATTS et 

al., 1997; LANG e LOZANO, 1998). Sabe-se que a própria degradação espontânea 

da dopamina resulta em estresse oxidativo, com produção de ânions superóxido (O2
-

), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH-) e quinonas reativas, que são 

potencialmente tóxicos para os neurônios (HAUSER and HASTINGS, 2013). Ocorre 

ainda um processo neuroinflamatório com ativação de células da glia e liberação de 

óxido nítrico (RODRÍGUEZ et al., 2013). A presença de estresse oxidativo na doença 

de Parkinson está associada ao aumento da oxidação de lipídios, de ácido 

desoxirribonucleico e de proteínas e com a geração de espécies reativas de 

oxigênio, que são espécies químicas instáveis (ZHANG et al., 1999; 

SUBRAMANIAM e ELLIS, 2013 a).   

A doença de Parkinson continua a ser umas das principais causas de 

deficiência neurológica e sua prevalência ocorre em todo o mundo, em todos os 

grupos raciais e étnicos, o que justifica os esforços destinados a melhorar o seu 

tratamento. Entretanto, até o momento não foi encontrado uma terapêutica definitiva 

que cure ou impeça, de forma efetiva, a progressão desta doença, sendo que, as 

drogas utilizadas atualmente no tratamento da doença de Parkinson são apenas 

sintomáticas, uma vez que nenhuma delas faz desaparecer a degeneração neuronal 

(HALLIWELL, 2006). Desta forma, sustâncias naturais e de baixo custo que possam 

atuar protegendo as células do estresse oxidativo, minimizando as alterações 

mitocondriais, da inflamação e apoptose, são fortes candidatas ao desenvolvimento 

de novas abordagens terapêuticas de neuroproteção, em busca da cura e da 

prevenção. O Anacardium occidentale e o ácido anacárdico possuem várias 

atividades farmacológicas, mas não é conhecido ainda os efeitos destes compostos 

em um modelo experimental da doença de Parkinson. Com isso, este trabalho 

hipotetiza que o Anacardium occidentale e o ácido anacárdico possam exercer 

atividade neuroprotetora no córtex cerebral e no sistema nigroestriatal contra 

estresse oxidativo induzido pela rotenona, um modelo animal de doença de 

Parkinson.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A utilização de espécies vegetais com atividades biológicas antecede a 

história humana escrita. As primeiras civilizações perceberam que algumas plantas 

continham princípios ativos, os quais, ao serem experimentados no combate às 

doenças, revelaram empiricamente seu poder curativo. Sua utilização, portanto, 

pode ser uma estratégia terapêutica na prevenção e cura de doenças 

neurodegenerativas. 

 

2.1 Anacardium occidentale Linn 

 

A família das Anacardiaceae, à qual pertence o cajueiro, envolve o gênero 

Anacardium com várias espécies  diferentes. A variedade mais comum, o 

Anacardium occidentale L., é uma árvore originária do norte e nordeste do Brasil, 

sendo particularmente bem conhecida pelo comércio de sua castanha. O cajueiro é 

a cultura de maior importância socioeconômica para a região Nordeste do Brasil. 

(CORRÊA, 1984).  

A casca do caule é utilizada na medicina popular africana no tratamento de 

artrite, febre, dores e em inflamações de extremidades. Possui propriedades 

antiinflamatórias por meio da diminuição da produção de citocinas bem como 

bloqueando a expressão gênica da óxido nítrico sintase e da ciclooxigenase 2 pelo 

bloqueio de proteínas quinases ativadas por mitógenos (OLAJIDE et al., 2013). O 

pseudofruto ou polpa do caju (pedúnculo) é consumido pelo sabor especial e pelo 

alto valor nutritivo, relacionado, principalmente, ao teor elevado de vitamina C. O 

pedúnculo contém ainda vitamina A, do complexo B e compostos fenólicos e é rico 

em proteínas, lipídios e carboidratos. O pseudofruto é uma boa fonte de sais 

minerais como cálcio, fósforo e ferro além de zinco, magnésio, fibras e gordura 

insaturada (ABREU et al., 2013). A castanha do caju, de sabor muito apreciado, bem 

como um líquido produzido a partir da casca da castanha do caju (LCC) constituem 

os principais produtos de exportação (AGOSTIN-COSTA et al., 2004).  

O LCC tem sido utilizado na medicina tradicional como um analgésico na lepra e 

na psoríase, na cicatrização de feridas, no tratamento de úlceras e abcessos 

dentários (HIMEJIMA e KUBO 1991). O LCC também é utilizado na conservação de 
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alimentos e na estabilização de tintas, de cimentos e da gasolina, o que aumenta o 

interesse deste produto para a exportação (GEDAM e SAMPATHKUMARAN, 1986). 

Ele constitui uma das fontes mais ricas de compostos fenólicos alquílicos do 

Anacardium occidentale, sendo constituído pelos cardóis, de uma pequena 

proporção de 2-metilcardóis, pelos cardanóis, de material polimérico e pelos ácidos 

anacárdicos (TREVISAN et al., 2006). Aos compostos fenólicos são atribuídas 

propriedades antioxidantes (TREVISAN et al., 2006) e, segundo Morais e 

colaboradores (2010), a capacidade antioxidante do extrato do caju está relacionada 

principalmente à presença do ácido anacárdico. O ácido anacárdico é constituído 

por quinze átomos de carbono com uma, duas ou três insaturações (AGOSTINI-

COSTA et al., 2005) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Ácido anacárdico  

 

Apenas as plantas e micro-organismos são capazes de sintetizar compostos 

fenólicos. Eles servem também como pigmentos de flores, agem na proteção 

constitutiva contra pragas e doenças, funcionam como moléculas sinais e atuam 

 

Figura 1: Estrutura química ácido anacárdico de acordo com Carvalho et al., 
(2011) 
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como compostos alelopáticos, sendo componentes estruturais e funcionais da 

matéria orgânica do solo (SIQUEIRA et al., 1991). Os compostos fenólicos são 

estruturas químicas que representam hidroxilas e anéis aromáticos, nas formas 

simples ou de polímeros, que os confere poder antioxidante (ANGELO E JORGE, 

2007). A estes compostos presentes nas frutas, vegetais, chás e vinhos são 

atribuídos vários efeitos benéficos, tais como modular a homeostase celular, 

atividade antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana e anticarcinogênica e de 

atravessar a barreira hematoencefálica (GUSMAN, MALONNE, ATASSI, 2001; 

CANTOS, ESPÍN, TOMÁS-BARBERÁN, 2002; DE BEER, 2003; FARIA et al., 2014). 

Possuem propriedades neuroprotetoras, em parte, devido a sua capacidade de 

eliminar radicais livres e de modular sinais intracelulares (VAUZOUR et al., 2007), 

sendo úteis na prevenção de danos teciduais cerebrais provocados pelo estresse 

oxidativo (ANNAPURNA et al., 2013).  

O ácido anacárdico é um composto fenólico de interesse devido a sua ampla 

bioatividade, dentre elas podemos destacar: propriedade inibitória da lipoxigenase 

(KUBO et al., 2008), parasiticida (CUI et al., 2008), antimicrobiana (CASTILLO-

JUÁREZ 2007), gastroprotetora (MORAIS et al., 2010), anti Helicobacter pylori 

(KUBO et al., 2003), anticarcinogênica e anti-inflamatória (SUNG et al., 2008; TAN et 

al., 2012). Além disso, é um potente inseticida e molusticida (KUBO et al., 2003) e 

também um inibidor das enzimas α-glucosidase, da invertase e da aldose redutase, 

da tirosinase, da xantina oxidase, da lipooxigenase (GRAZZINI et al., 1991; KUBO et 

al., 2006; OMANAKUTTAN et al., 2012) e da ciclooxigenase, possuindo também 

atividade antimutagênica e antioxidante (MASUOKA e KUBO, 2004, TREVISAN  et 

al., 2006). 

As propriedades antioxidantes do ácido anacárdico são capazes de proteger as 

células humanas do estresse oxidativo (TREVISAN et al., 2006; MORAIS et al., 

2010). Essa atividade é promovida pela cadeia alquenil estando associada com a 

ligação hidrofóbica da xantina oxidase (MASUOKA e KUBO, 2004). Ela pode ocorrer 

de várias formas incluindo a inibição de enzimas pró-oxidativas envolvidas na 

produção de espécies reativas de oxigênio, a conversão da maioria das espécies 

reativas de oxigênio na presença de íons metálicos e a quelação dos íons divalentes 

tais como o Fe+2 e o Cu+2 (LODOVICI et al., 2001; KUBO et al., 2006). Quando a 



24 
 

célula não consegue neutralizar completamente as espécies reativas de oxigênio, 

estas causam ruptura do balanço redox dentro da célula (CARDOSO et al., 2012) 

 

2.3 Estresse oxidativo 

 

Os radicais livres são espécies químicas, altamente instáveis e extremamente 

reativas, que, por terem um número ímpar de elétrons na seu orbital externo, são 

ávidos por interagir com outras substâncias em busca de um elétron para atingir a 

estabilidade. Em sistemas biológicos, a maioria destes radicais são espécies 

reativas de oxigênio, sendo as mais comuns o radical aniônico superóxido, peróxido 

de hidrogênio e o radical hidroxila (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; COTINGUIBA 

et al., 2013).  

No organismo humano, a formação de espécies reativas de oxigênio é 

decorrente de vários processos metabólicos fisiológicos gerados no citoplasma, na 

mitocôndria ou na membrana celular como: a fagocitose, o metabolismo do ácido 

araquidônico, a ovulação, a fertilização e a respiração mitocondrial (BIANCHI e 

ANTUNES, 1999; SINGH et al., 2004). Embora as espécies reativas de oxigênio 

possam ser formadas em vários níveis no interior das células, a principal fonte é a 

cadeia respiratória mitocondrial. Esta faz parte do processo de fosforilação oxidativa 

e catalisa o transporte de elétrons da nicotinamida adenina dinucleotídeo e da 

ubiquinona para o oxigênio, que resulta na liberação de energia para a produção de 

adenosina trifosfato. As espécies reativas de oxigênio são formadas como passos 

intermediários deste processo que termina com a redução completa do oxigênio, 

devido à entrada de quatro elétrons na reação e formação de água (FERREIRA e 

MATSUBARA, 1997; URBANSKA et al., 2014).  

As espécies reativas de oxigênio estão particularmente aumentadas em 

situações patológicas, e podem ser induzidas por fatores exógenos, tais como a 

exposição a produtos químicos, tabagismo, radiações ionizantes e solares, consumo 

de gorduras, estresse e poluentes. Em excesso, estes agentes oxidantes podem 

interagir com o ácido desoxirribonucleico (DNA) das células, promovendo alterações 

gênicas e estimulando a proliferação celular desordenada. Elas também podem 

interagir com proteínas, promovendo inativação e alterações enzimáticas, bem como 

interagir com os lipídios da membrana plasmática (lipoperoxidação), promovendo 
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mudanças na estrutura e na permeabilidade da membrana e assim induzir a morte 

celular (HALLIWELL, 2002; PANIERI et al., 2013). 

Embora múltiplos fatores possam precipitar o estresse oxidativo nas células, o 

neurotransmissor excitatório glutamato é o maior indutor deste processo no sistema 

nervoso central. O glutamato é um neurotransmissor excitatório essencial que ativa 

diferentes receptores, entre os quais o receptor n-metil-d-aspartato. Este é um 

receptor ionotrópico e cuja estimulação provoca a abertura do canal de cálcio e 

consequentemente aumento do cálcio intracelular. Em situações em que há 

aumento excessivo deste íon devido à estimulação do receptor n-metil-d-aspartato, 

pode ocorrer um aumento na formação de espécies reativas de oxigênio e o 

processo conhecido por excitotoxicidade (GILGUN et al., 2001; GAO et al., 2014). 

Além disso, o metabolismo do neurotransmissor dopamina é também de extrema 

importância para a produção das espécies reativas de oxigênio. A degradação 

espontânea da dopamina resulta na produção de radicais como ânion superóxido, 

peróxido de hidrogênio, ânion hidroxila e quinonas reativas, que são potencialmente 

tóxicos para os neurônios (ASANUMA et al., 2004; BISAGLIA et al., 2014). Essas 

espécies reativas poderiam atacar facilmente o DNA mitocondrial, por ser este 

desprovido de histonas protetoras, resultando em alteração desta estrutura (ZHANG 

et al., 1999). 

As espécies reativas de oxigênio são fundamentais para a sobrevivência dos 

organismos vivos por participarem de processos de defesa, entretanto, seu excesso 

pode produzir danos celulares irreversíveis. As células possuem sistemas de defesa 

antioxidantes enzimáticos, que tem por finalidade catalisar reações para neutralizar 

as espécies reativas de oxigênio e radicais livres, produzidos durante o metabolismo 

da respiração aeróbica e oxidação de substrato. A primeira linha de defesa da célula 

contra o excesso das espécies reativas de oxigênio tem a ação detoxificadora dos 

agentes oxidantes, antes que eles causem lesões. É constituída pela superóxido 

dismutase, que catalisa a reação de ânion superóxido em peróxido de hidrogênio, e 

a catalase, a glutationa reduzida e a glutationa peroxidase, que catalisam a 

degradação de peróxido de hidrogênio em água. Essas enzimas são capazes de 

neutralizar os agentes oxidantes e mantê-los em níveis adequados no organismo 

(TRABER, 1997; BYSTROM et al., 2014; URBANSKA et al., 2014). Durante o 

envelhecimento fisiológico do cérebro ocorre uma diminuição interativa das enzimas 
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superóxido dismutase e catalase, levando a um aumento dos radicais livres e 

apoptose dos neurônios dopaminérgicos (CARDOSO et al., 2012). 

O sistema nervoso central possui uma quantidade reduzida de antioxidantes e 

altas quantidades de lipídeos, tornando-o propenso a ataque de radicais livres. Os 

principais causadores de danos ao sistema nervoso central são as espécies reativas 

de oxigênio. As superóxidos dismutases foram descobertas em 1969 por McCord e 

Fridovich. São metaloenzimas abundantes em células aeróbicas e das mais 

importantes enzimas antioxidantes. A superóxido dismutase é uma excelente 

marcadora do estresse oxidativo e alterações no seu funcionamento estão 

relacionadas com várias doenças neurodegenerativas, entre elas a doença de 

Parkinson, onde sua atividade se encontra diminuída (TOKUDA et al., 1993; AVILEZ 

et al., 2008). A superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase são enzimas 

cerebrais importantes e o aumento da atividade dessas enzimas pode melhorar a 

doença de Parkinson devido à ação antioxidante (MANSOURI et al., 2013).  

Estudos demonstram que o estresse oxidativo está intimamente associado ao 

processo da morte celular por apoptose. As espécies reativas de oxigênio têm sido 

consideradas como pré-requisito para o processo autóptico e o estresse oxidativo 

teria assim um papel central neste processo (CHANDRA, SAMALI e ORRENIUS, 

2000; SINHA et al., 2013). O envolvimento das espécies reativas de oxigênio na 

progressão da doença de Parkinson levou a investigação sobre a utilização potencial 

de antioxidantes no tratamento dessa doença (ZHOU et al., 2008).  

 

2.4 Doença de Parkinson 

 

A doença de Parkinson é um distúrbio neurológico progressivo causado pela 

degeneração de neurônios nigroestriatais responsáveis pela produção de dopamina. 

Este é o neurotransmissor relacionado principalmente com a função de coordenação 

dos movimentos (LANG e LOZANO, 1998; DEUMENS, BLOKLAND e 

PRICKAERTS, 2002; YAN et al., 2013). As características motoras da doença de 

Parkinson relacionam-se com tremor em repouso; bradicinesia (lentidão na 

execução de movimentos), rigidez (hipertonia plástica, acometendo a musculatura 

flexora, determinando alterações típicas de postura) e distúrbio de equilíbrio 

(decorrente da perda de reflexos de readaptação postural) (LEWIS et al., 2011).   
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O achado patológico mais consistente nos pacientes com doença de 

Parkinson é a perda das células pigmentadas da substância negra par compacta. 

Apesar dos avanços recentes na neurociência, as bases moleculares para diversas 

doenças neurológicas ainda não estão totalmente compreendidas. Vários 

mecanismos têm sido propostos para explicar os eventos que culminam com a morte 

neuronal nas doenças neurodegenerativas (GAO E HONG, 2008; SUBRAMANIAM e 

CHESSELET 2013b). Dentre os principais mecanismos estão àqueles relacionados 

com a excitotoxicidade mediada por aminoácidos excitatórios (glutamato), a 

formação de agregados protéicos (corpos de Lewy), as alterações da função 

mitocondrial e a diminuição do metabolismo energético com aumento intraneuronal 

de cálcio (ORRENIUS, ZHIVOTOVSKI e NICOTERA, 1997; CAUDLE e ZHANG 

2009). Além de proteínas pró-apoptóticas, mutações no DNA mitocondrial, acumulo 

de ferro em áreas específicas do cérebro, bem como inibição da succinato 

desidrogenase e da ubiquinona, dos complexos II, III (56%) e IV (33%) da cadeia 

respiratória mitocondrial, no caso da doença de Huntington, e do complexo I e II, no 

caso da doença de Parkinson (GU et al., 1996; MANDEL e YOUDIM, 2004; 

HALLIWELL, 2006; WHITTON, 2007). Além disso, o envolvimento de processo 

neuroinflamatório com ativação de células da glia e liberação de citocinas e óxido 

nítrico (NO), também têm sido frequentemente mencionados em pacientes 

portadores de doenças neurodegenerativas (WHITTON, 2007; RODRÍGUEZ et al., 

2013; LEE et al., 2014). Estes resultados indicam claramente que o processo de 

neurodegeneração é multifatorial. Não é conhecido ainda qual o evento inicial 

determinante deste processo e segundo Halliwell (2001, 2002 e 2006), estes 

eventos constituem um ciclo vicioso que poderia ser iniciado por qualquer um deles 

tendo como resultado final a morte neuronal. 

Existem várias drogas que podem ser usadas para o tratamento das doenças 

neurodegenerativas. No caso da doença de Parkinson, podem ser utilizados 

precursores da dopamina (levodopa), anticolinérgicos (biperideno), inibidores da 

monoamina oxidase tipo B (selegilina) e agonistas dopaminérgicos (bromocriptina) 

com o intuito de aumentar a estimulação dopaminérgica e diminuir a colinérgica 

(BÉDARD, 2001). A suplementação com óleo de peixe pode ser uma estratégia 

eficaz em amenizar os danos celulares característicos da doença de Parkinson por 

amenizar eventos inflamatórios e oxidativo (CARDOSO et al., 2012). A introdução da 
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levodopa revolucionou o tratamento da doença de Parkinson (LANG e OBESO, 

2004), contudo flutuações motoras e discinesias complicam o tratamento com a 

levodopa, na maioria dos pacientes, dentro de 5-10 anos do início do tratamento 

(AHLSKOG e MUENTER, 2001; BISAGLIA et al., 2014). Além disso, agonistas 

dopaminérgicos (bromocriptina, pergolide, lisuride, pramipexole) também 

apresentam eficácia reduzida após anos de tratamento (LANG e OBESO, 2004). A 

levodopa e a dopamina são tóxicas para uma variedade de neurônios em modelos in 

vitro. Quando os neurônios são expostos a esses compostos observa-se 

fragmentação do DNA, encolhimento da célula e alterações no citoesqueleto que 

caracterizam a apoptose. Esses efeitos podem ser neutralizados com proteína 

antiapoptótica Bcl2 e por antioxidante (STERN, 2001). Porém a levodopa ainda é a 

droga mais eficaz para o controle sintomático da doença de Parkinson.  

Não obstante, até o momento não foi encontrada uma terapêutica definitiva 

que cure ou impeça, de forma efetiva, a progressão destas doenças 

neurodegenerativas. Assim, as drogas utilizadas no tratamento são apenas 

sintomáticas, uma vez que nenhuma delas faz desaparecer a degeneração 

neuronal. Dessa maneira, as pesquisas desenvolvidas nesta área são de extrema 

importância, pois permitirão o conhecimento mais detalhado da fisiopatologia das 

doenças neurodegenerativas, levando ao desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas de neuroproteção, em busca da cura e prevenção. 

 

2.5 Modelo animal de doença de Parkinson induzido p or rotenona 

 

Vários modelos experimentais têm sido utilizados para estudar as doenças 

neurodegenerativas entre os quais alguns modelos transgênicos e outros 

farmacológicos. A 6-hidroxidopamina, o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina e a 

rotenona são alguns dos modelos farmacológicos de indução da doença de 

Parkinson. É nas mitocôndrias que o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina e a 

rotenona produzem a intoxicação, levando, em modelos animais, a sintomas 

semelhantes aos da doença de Parkinson observados em seres humanos 

(BETARBET et al., 2002). 

O modelo da rotenona foi proposto por Alam & Schmidt (2002). A rotenona é 

um potente membro dos rotenóides, pertencentes à família dos isoflavonóides 



29 
 

obtidos de plantas leguminosas tropicais e comumente usada como pesticida em 

plantações (MAPOPE e DAKORA, 2013). Atravessa facilmente a barreira 

hematoencefálica e acumula- se em organelas intracelulares como as mitocôndrias 

(PERIER et al., 2003; KARUPPAGOUNDER et al., 2013). O modelo da rotenona 

promove uma inibição sistêmica do complexo I da cadeia transportadora de elétrons, 

pois inibe a enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo desidrogenase (PERIER et 

al., 2003; CANNON et al., 2009; KARUPPAGOUNDER et al., 2013). Esta inibição 

contribui para o aumento da habilidade deste pesticida produzir as espécies reativas 

de oxigênio e, consequentemente, gerar estresse oxidativo, pois reagem e formam 

radicais hidroxilados, altamente tóxicos, com subsequente aumento na peroxidação 

lipídica, danos no DNA e desorganização do citoesqueleto celular. Na presença 

deste inseticida, os elétrons provenientes do nicotinamida adenina dinucleotídeo não 

podem entrar na cadeia de transporte de elétrons, o que resulta na incapacidade de 

produzir adenosina trifosfato a partir da oxidação do nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (BERNDT et al., 2013). Devido ao dano mitocondrial ocorre entrada 

excessiva de cálcio e escape de citocromo-C mitocondrial. O acúmulo de radicais 

também produz inflamação, reação microglial e finalmente apoptose (LEE et al., 

2014). Estudos realizados por Sherer e colaboradores (2003) mostrou que a 

exposição subcutânea à rotenona (2-3 mg/kg) causa lesões seletivas nos neurônios 

dopaminérgicos nigroestriatais, com a formação de agregados de α-sinucleína no 

citoplasma dos neurônios da substância negra, não sendo observado degeneração 

em outras regiões cerebrais. O mecanismo pelo qual a α-sinucleína está relacionada 

à doença de Parkinson e a morte de neurônios dopaminérgicos ainda não foi 

completamente elucidado, porém evidências de estudos prévios indicam que a 

vulnerabilidade destes tipo de célula pode estar relacionada ao potencial oxidativo e 

citotóxico da dopamina (PEREZ et al., 2002). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

♦ Investigar o efeito neuroprotetor do extrato hidroetanólico de 

Anacardium occidentale e do ácido anacárdico em modelo experimental da doença 

de Parkinson; 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

♦ Investigar a toxicidade aguda do extrato hidroetanólico de Anacardium 

occidentale e do ácido anacárdico; 

♦ Analisar a atividade antioxidante in vivo do extrato hidroetanólico de 

Anacardium occidentale; 

♦ Estimar a atividade antioxidante in vitro e in vivo do ácido anacárdico; 

♦ Avaliar o efeito do extrato hidroetanólico de Anacardium occidentale e 

do ácido anacárdico sobre parâmetros comportamentais em modelo experimental da 

doença de Parkinson; 

♦ Verificar o efeito do ácido anacárdico no sistema antioxidante pela 

quantificação da enzima superóxido dismutase; 

♦ Quantificar a neuroproteção do ácido anacárdico pela metodologia do 

Fluoro Jade C. 
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4 MATERIAS E MÉTODOS 

 

4.1 Processamento e obtenção do extrato hidroetanól ico de 

Anacardium occidentale 

 
A obtenção do extrato foi feita pela professora Dra Maria Teresa Salles 

Trevisan da Universidade Federal do Ceará. Os pseudofrutos utilizados são da 

variedade comercial CCP-76 e tem uma amostra mantida no germoplasma da 

EMBRAPA. Resumidamente, os pseudofrutos foram colhidos na estação 

experimental da EMBRAPA agroindústria tropical situada na cidade de Paraipaba, 

Ceará (s 3º 26’20’’, o 39º 8’52’’) durante a safra de 2010, submetidos a um 

tratamento especial de acordo com o protocolo desenvolvido pela EMBRAPA, 

descrito por Broinizi e colaboradores (2007) e foram liofilizados e armazenados a      

- 20°C para análise posterior.  

O extrato hidroalcoólico foi preparado de acordo com o método descrito por 

Krygier e colaboradores (1982), com algumas modificações. O pseudofruto de caju 

foi inicialmente submetido à extração com éter etílico, a uma proporção de 1:5 (g de 

amostra: mL de solvente) durante uma hora em um agitador magnético (Modelo 

RO15 poder IKA® Staufen, Alemanha). O éter é um solvente orgânico, apolar, inerte 

em reações orgânicas. As moléculas apolares são praticamente insolúveis em água, 

mas esses compostos tendem a se dissolver em outros compostos orgânicos. Em 

seguida a solução foi filtrada a vácuo por meio de um funil de Büchner. O resíduo 

resultante foi extraído novamente com álcool etílico (90%), que é um solvente polar, 

nas mesmas proporções anteriores, seguindo o mesmo processo, obtendo-se assim 

o extrato hidroalcoólico. Para administração nos animais, o extrato foi rota 

evaporado (B525, Micronal), foi extraído a vácuo, a 30 °C, a fim de remover todo o 

etanol residual, em seguida, ressuspenso em água filtrada. Todos os reagentes e 

solventes utilizados foram de grau analítico. O extrato obtido possuía em torno de 

22% de ácido anacárdico em sua constituição (Anexo C). 
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4.2 Processamento e obtenção do ácido anacárdico 

 
A obtenção do ácido anacárdico foi feita pela professora Dra Maria Teresa 

Salles Trevisan da Universidade Federal do Ceará. Resumidamente as castanhas do 

cajueiro (Anacardium occidentale Linn) foram separadas manualmente dos frutos e 

foram gentilmente cedidas pelo doutor Edy Souza de Brito (EMBRAPA, Fortaleza, 

Brasil). 

Para extração do ácido anacárdico, cascas da castanha do caju foram 

cortadas em pequenos fragmentos e exaustivamente extraídas com aquecimento 

brando para obtenção do LCC. Duzentos grama do LCC foi dissolvido em metanol 

aquoso 5% (1200 mL) e 100 g de hidróxido de cálcio foi adicionado enquanto se 

agitava a mistura. Essa mistura foi mantida a 50 oC por três horas. O precipitado 

formado por anacardato de cálcio foi filtrado e lavado com metanol. A mistura de 

anacardato de cálcio foi dissolvida em água destilada acidificada com ácido 

clorídrico 1 M, que teve por função remover impurezas básicas, e mantida sob 

agitação durante uma hora. A mistura foi filtrada em funil de Büchner e o filtrado foi 

transferido para um funil de separação. A fase orgânica da solução foi extraída com 

acetato de etila, lavada com água destilada (essa lavagem teve a função de remover 

materiais altamente polares como sais orgânicos, ácidos ou bases fortes, moléculas 

de pequeno peso molecular e substâncias polares) e seca com sulfato de sódio 

anidro, concentrada no evaporador rotatório para fornecer um óleo escuro, 

caracterizado como uma mistura de ácidos anacárdicos. Em seguida foi concentrado 

sob pressão reduzida e obtido 120 g de ácido anacárdico (PARAMASHIVAPPA et 

al., 2003) (Anexo D). 

 

4.3 Drogas e reagentes 

 
 Acetato de etila, ácido acético, ácido clorídrico, ácido tiobabitúrico, ácido 

tricloroacético, álcool etílico, álcool n-butílico, BHT, cloreto de sódio, DMSO, DPPH, 

EDTA, hidróxido de cálcio, epinefrina, éter etílico, hidróxido de sódio, metanol, 

nonidet, paraformaldeído, permanganato de potássio, phenylmethanesulfonyl 

fluoride, ortovanadato, rotenona, sacarose, sulfato de sódio, tampão carbonato, 

tampão fosfato, tetrametoxipropano, tris base, Tween 80, xileno foram adquiridos da 



35 
 

Sigma (St. Louis, MO, USA). Fluoro jade C foi adquirido da Merck Millipore. Óleo 

de girassol foi adquirido Salada (Bunge). 

 

4.4 Animais 

 

Ratos Wistar machos foram utilizados, pesando entre 280-350 g, entre 3-4 meses 

de idade, provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da 

UFPE e camundongos Swiss machos, pesando entre 40-45 g, com 

aproximadamente 2 meses de idade, provenientes do biotério do Centro de 

Pesquisa Aggeu Magalhães (CPqAM). Os animais foram mantidos em condições 

controladas de temperatura (22 ± 2 oC) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 

horas) com acesso livre à ração e água. Dois dias antes dos experimentos, os 

animais foram transferidos para o laboratório experimental. Os experimentos foram 

realizados em sala com controle de temperatura, na fase clara do ciclo.  

Todos os protocolos experimentais do projeto de pesquisa foram submetidos à 

aprovação da comissão de ética em experimentação animal da Universidade Federal 

de Pernambuco mediante processo protocolado sob o número 23076.027073/2010-

41 e foram aprovados. (ANEXO A) 

 

4.5 Grupos experimentais 

 

Os grupos experimentais foram formados da seguinte maneira: 

♦ Grupo 1 – Controle. Os animais foram tratados com veículo (solução aquosa 

a 2% Tween 80) por via oral (v.o.) e uma hora após receberam, por via subcutânea 

(s.c.) solução de óleo de girassol a 10% de DMSO, durante cinco dias consecutivos. 

Cada animal recebeu um volume fixo de 0,1 mL para cada 100 g de peso corporal; 

♦ Grupo 2 – Rotenona. Os animais foram tratados com veículo (solução aquosa 

a 2% Tween 80, v.o.) e, uma hora depois, receberam rotenona 3 mg/kg (s.c.), 

durante cinco dias consecutivos; 

♦ Grupos 3 a 10 – Os animais foram divididos em subgrupos, onde cada 

subgrupo foi tratado por via oral com uma dose diferente de extrato Anacardium 

occidentale (grupo 3 e 4: 150 e 600 mg/kg) ou de ácido anacárdico (grupo 5 a 10: 1, 
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3, 10, 25, 50 e 100 mg/kg) e uma hora após esse tratamento receberam, rotenona 3 

mg/kg (s.c.), durante cinco dias consecutivos. 

♦ Grupo ácido anacárdico – Os animais receberam ácido anacárdico (v.o.), 100 

mg/kg, durante cinco dias consecutivos. Esse grupo só foi utilizado para a dosagem 

enzimática. 

 No dia seguinte foram realizados os testes comportamentais. No final uma 

parte dos animais foi anestesiada e sacrificada para a realização dos testes 

bioquímicos e outra parte foi anestesiada e perfundida para a realização da 

metodologia do fluoro jade C. 

 

4.6 Avaliação da Toxicidade Aguda 

 

Para avaliação da toxicidade aguda do extrato de Anacardium occidentale e 

do ácido anacárdico, foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 

40 a 45 g, 2 meses de idade, em jejum de 12 horas, com água a vontade. Em cada 

grupo foram utilizados 3 animais machos e 3 fêmeas. Os camundongos foram 

tratados com uma dose única de 5 g/kg de peso corporal do extrato Anacardium 

occidentale ou de ácido anacárdico por via oral, preparados imediatamente antes da 

administração. O grupo controle recebeu igual volume do veículo que é composto 

por água e Tween 80 a 2%. Após 2 horas de tratamento foi disponibilizada ração aos 

animais e estes foram observados durante 6 horas e, a partir de então, diariamente, 

até o décimo quarto dia. Parâmetros comportamentais tais como aparência geral, 

contorção, tremores, piloereção, micção, convulsão, salivação, diarreia, letargia, 

sono, coma foram observados e registrados em tabela adaptada da descrita por 

Malone (1977) (ANEXO B). A possível mortalidade e o peso de cada animal, em 

cada grupo, também foram observados diariamente. No final do período de 

observação os animais foram pesados e, em seguida sacrificados. 

 

4.7 Avaliação da atividade antioxidante in vitro do Ácido anacárdico 

 

A atividade antioxidante do ácido anacárdico foi determinada por ensaio de 

captura de radicais 1,1-difenil-2-pricril-hidrazil (DPPH+), desenvolvido por Blois 

(1958) e adaptado por Brand - Williams (1995). Esse ensaio tem por base a redução 
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do radical DPPH+, que ao fixar um H+ (removido do antioxidante em estudo), leva a 

uma diminuição da absorbância, permitindo calcular, após o estabelecimento do 

equilíbrio da reação, a quantidade de antioxidante necessária para reduzir o radical 

DPPH+. 

Para avaliação da atividade antioxidante do ácido anacárdico, alíquotas de 1 

mL de solução etanólica de DPPH+ (3x10-2 M) foram adicionadas a 2,5 mL de 

solução contendo diferentes concentrações do ácido anacárdico. Para realização da 

curva padrão foram utilizadas concentrações crescentes de butil-hidroxi-tolueno 

(BHT). A leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro a 515 nm, após 

30 minutos do inicio da reação. As determinações foram realizadas em triplicata e 

acompanhadas de um controle (sem o antioxidante). A queda na leitura da 

densidade ótica das amostras e do BHT foi correlacionada com o controle, 

estabelecendo-se a porcentagem de descoloração do radical DPPH+, conforme 

fórmula abaixo: 

 

 

 

Foi calculado o valor da IC50 (concentração da amostra necessária para inibir 

50% do radical). 

 

4.8 Testes comportamentais 

 

Os itens a seguir descrevem os testes comportamentais realizados no 

desenvolvimento deste trabalho. 

 

4.8.1 Teste do campo aberto 

 

A atividade motora foi mensurada no teste do campo aberto. O aparelho 

usado constitui numa arena circular (uma caixa de madeira com 100 cm de diâmetro 

e 40 cm de altura). O chão do aparato é dividido com linhas pretas em 20 pequenos 

segmentos (10x10 cm aproximadamente). Os animais foram colocados 

individualmente no centro do campo aberto e seu comportamento foi avaliado por 5 

minutos. Durante a observação foram avaliados parâmetros como frequência de 

% proteção = (Abs controle – Abs amostra)/ Abs controle 
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locomoção (penetrar em uma unidade com as quatro patas), levantar (apoio sobre 

as patas traseiras, com o tronco perpendicular ao chão da arena), tempo de 

imobilidade (ausência de atividade motora, permanecendo estático no que diz 

respeito à cabeça, tronco e patas) e tempo de latência para o início do movimento 

(tempo que o animal levou para deixar o primeiro quadrante no centro do aparelho). 

Os tempos de imobilidade e latência para o início do movimento foram mensurados 

por meio de cronômetros, e a limpeza da arena, após a retirada de cada animal, foi 

realizada com solução de álcool a 5%. Este procedimento é similar aquele descrito 

por Broadhurst (1957) e Bernardi e Palermo-Neto (1979). 

 

4.8.2 Teste do rotarod 

 

O teste do rotarod é uma metodologia utilizada para avaliar a coordenação 

motora do animal, por meio do tempo de permanência deste em uma barra giratória 

(DUNHAM e MIYA, 1957). 

Para execução deste protocolo, o animal foi colocado com as quatro patas 

sobre uma barra giratória com 7,0 cm de diâmetro, elevado a 25 cm do piso, em uma 

rotação de 14 rpm. Cada animal foi submetido a duas sessões de 180 segundos de 

treinamento, antes do início do tratamento, para aclimatização, conforme descrito 

por Dunham e Miya (1957). Só foram utilizados no experimento os animais que 

conseguiram ficar mais de 60 s. Após o tratamento os animais foram colocados na 

barra giratória e o tempo de permanência foi registrado. Foi utilizado como tempo de 

corte 180 segundos (KULKARNI, 1999). 

 

4.8.3 Teste do labirinto em T elevado 

 

O teste foi realizado de acordo com Kumar e colaboradores (2006) que utiliza 

este teste, a fim de avaliar o desempenho da memória límbica e cognitiva em 

modelos experimentais de neurodegeneração em núcleos basais.  

O labirinto em T é composto de um braço aberto oposto (50x10 cm) e dois 

braços fechados com as mesmas dimensões, com paredes de 40 cm de altura, 

voltadas uma para a outra e uma zona central (10x10 cm) conectando os braços. Os 

ratos foram colocados individualmente no final do braço aberto com a face voltada 
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para a da área central. O tempo levado pelo animal para se mover a partir do braço 

aberto e entrar em um dos braços fechados foi registado 24 horas após o último dia 

de tratamento e foi chamado de latência inicial. Os ratos foram permitidos explorar o 

labirinto por 30 segundos após o registro inicial da aquisição de latência e, em 

seguida eles foram colocados em suas gaiolas. A retenção de latência foi avaliada 

novamente no dia seguinte (latência de repetição). O percentual de retenção da 

memória foi calculado por meio da seguinte fórmula. 

 

 

 

Imediatamente após o teste de labirinto em T elevado, os animais foram 

anestesiados e sacrificados para ensaios bioquímicos. 

 

4.8.4 Teste da catatonia 

 

A barra de ensaio padrão foi utilizada para determinar a intensidade da 

catatonia. A barra foi feita de madeira e tinha um diâmetro de 1,2 cm e uma altura do 

chão ao topo da barra de 9 cm. Ambas as patas dianteiras do rato foram colocadas 

suavemente sobre a barra horizontal e o animal foi cronometrado (em segundos, 

máximo de 180 s) até ele retirar uma das patas dianteiras e ela tocarem o chão. 

Cada animal foi utilizado para a experiência em uma única vez (Hauber et al., 2001). 

 

4.9 Ensaios bioquímicos do córtex, substância negra  e estriado 

 

Os itens a seguir descrevem os ensaios bioquímicos realizados em algumas 

regiões arquitetônicas do sistema nervoso central. 

 

4.9.1 Dissecação da área cerebral e homogeneização dos tecidos 

para dosagens bioquímicas 

 

Após as avaliações comportamentais, os animais foram anestesiados, 

sacrificados por decapitação, os cérebros removidos e os cerebelos descartados. 

(latência inicial – latência de repetição) x 100 

latência inicial 
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Estriado, córtex e substância negra foram dissecados rapidamente sobre placa de 

gelo, pesados. Parte das regiões cerebrais analisadas foram homogeneizadas (10% 

p/v) em solução salina com tampão fosfato 1% com adição de hidroxi tolueno 

butilado (BHT) 0,004% para a avaliação da peroxidação lipídica e parte das regiões 

foram homogeneizadas em um coquetel antiprotease (tampão TRIS base – 1 mM, 

em pH 7,4, ácido etilenodiamino tetra acético – 1 mM, fenilmetanesulfonil fluoride – 2 

mM, ortovanadato – 1 mM, nonidet 1%) para a dosagen enzimática. Em seguida, os 

homogenatos foram centrifugados a 22,932 g por 15 minutos a 4 ºC e os 

sobrenadantes congelados em freezer à -80 °C para p osterior avaliações.  

 

4.9.2 Avaliação da atividade antioxidante in vivo - lipoperoxidação 

 

Os produtos resultantes da peroxidação lipídica na substância negra, córtex e 

estriado foram mensurados empregando a metodologia para detecção de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, cuja técnica foi modificada do método de 

Buege e Aust (1978). 

Para a determinação do ácido tiobarbitúrico 1 mL da solução de ácido 

tiobarbitúrico (0,375% p/v de ácido tiobarbitúrico, solubilizado em 25 mL de ácido 

clorídrico 1 N; 0,04% p/v de BHT etanólico e 15% p/v de ácido tricloroacético) foi 

adicionada a tubos de ensaio contendo 0,5 mL do homogeneizado. A seguir a 

solução foi agitada em vortex, colocada em banho fervente por 15 minutos e 

resfriada em banho de gelo. Em seguida foram acrescentados 1,5 mL de álcool n-

butílico, para extrair a porção lipídica. Os tubos foram agitados e centrifugados por 

10 minutos a 1.010 g. Por último, o produto corado foi retirado, sendo feita então sua 

leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 535 nm. O branco 

continha apenas n-butanol. Para realização dos cálculos, foi feita uma curva padrão 

com 1,1,3,3-tetrametoxipropano 1 mM. Os resultados foram expressos em nanomole 

(nMol) de equivalentes de malonaldeído /mg de proteína. A determinação do 

conteúdo de proteínas nos homogenatos foi realizada segundo o método de 

Bradford (1976). 
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4.9.3 Determinação da atividade da superóxido dismu tase 

 

A atividade da enzima superóxido dismutase foi determinada de acordo com o 

método Misra e Fridovich (1972). 100 µL do sobrenadante foi adicionado a 880 µL 

(0,05 M, pH 10,2, 0,1 mM ácido etilenodiamino tetra acético) de tampão carbonato. 

Foram adicionados 20 µL de epinefrina 30 mM (em 0,05% ácido acético) à mistura e 

analisada espectrofotometricamente a 480 nm. A atividade enzimática foi expressa 

como a quantidade de enzima que inibe a oxidação da epinefrina em 50%, a qual é 

igual a uma unidade, por mg de proteína. A determinação do conteúdo de proteínas 

nos homogenatos foi realizada segundo o método de Bradford (1976). 

 

4.10 Avaliação da neuroproteção pelo Fluoro Jade C  

 

A fim de analisarmos a neurodegeneração, outro conjunto de experimento, foi 

realizado utilizando Fluoro Jade C de acordo com a Ehara e Ueda (2009). Animais 

dos grupos experimentais controle, rotenona e grupos tratado com ácido anacárdico 

com 25 e 100 mg/kg (n=3), foram anestesiados e perfundidos com uma solução de 

cloreto de sódio a 0,9%, seguido pelo fixador paraformaldeído a 4% em solução 

salina com tampão fosfato, pH 7,4. Os cérebros foram pós-fixados no mesmo fixador 

durante 2 horas, lavados em tampão fosfato, e, subsequentemente, crioprotegidos 

em soluções de 10, 20, e 30% de sacarose em tampão fosfato. 

Blocos cerebrais foram seccionados serialmente em micrótomo de 

congelação (Leitz Wetzlar) em seções com espessura de 50 mícrons no plano 

parasagital. Todas as seções foram coletadas em série com tampão fosfato e 

dispostos em seis séries. O atlas de Paxinos e Watson (1986) foi utilizado para 

delimitar a substância negra (antero-posterior -5,2, mesolateral -2,2, profundidade -

8,4), região citoarquitetônicas de interesse. As seções de uma série por animal 

foram montadas em lâminas revestidas com gelatina, secas ao ar e submetidas à 

coloração Fluoro Jade C.  

As lâminas foram imersas numa solução de hidróxido de sódio a 1% (em 

etanol a 80%) durante 5 min. Lavadas durante 2 minutos em etanol a 70% e durante 

2 minutos, em água destilada. Em seguida, as lâminas foram incubadas numa 

solução de permanganato de potássio 0,06%, durante 5 min. Depois lavadas com 
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água destilada por 2 minutos, as lâminas foram imersas numa solução Fluoro Jade 

C (0,0001%, em 0,1% de ácido acético) durante 10 min, seguido novamente de 

lavagem em água destilada. As lâminas foram secas ao ar em uma estufa a 50 °C 

durante 30 min, mergulhadas em xileno e depois cobertas com uma lamínula 

contendo Entellan.  

 

5 Análise estatística  

 

Os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). A análise estatística foi realizada utilizando Graph Pad Prism® 5.0. 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA 92037 EUA). A diferença entre grupos foi 

determinada por análise de uma via da variância (ANOVA) seguida, quando 

necessário, pelo teste de comparação múltipla/post-hoc de Newman-Keuls. O nível 

de significância para rejeição da hipótese de nulidade foi fixado em 5% (p≤ 0,05) 
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6 RESULTADOS 

 
Os resultados a seguir correspondem aos tratamentos com Anacardium 

occidentale (150 e 600 mg/kg) e ácido anacárdico (1-100 mg/kg). 

 
6.1 Avaliação da Toxicidade Aguda 

 
Durante os 14 dias, nenhuma morte, sinais tóxicos ou sintomas negativos, tais 

como contorção, piloereção, salivação, diarreia, letargia, irritabilidade, resposta ao 

toque, aperto da cauda, contorção, tônus muscular, força de agarrar, tremores, 

convulsão, hipnose, sono, coma (MALONE 1977) foram observados em quaisquer 

camundongos, após o tratamento agudo, por via oral, com o ácido anacárdico e com 

o extrato de Anacardium occidentale, em uma dose única de 5000 mg/kg. Não foram 

observadas alterações significativas no consumo de comida e de água (dados não 

mostrados) ou no peso corporal (Figura 2). A dose letal 50% não pode ser estimada, 

mas, por isso, foi considerada superior a 5000 mg/kg. 
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Figura 2: Efeito do ácido anacárdico e do extrato de Anacardium occidentale na variação da 
massa corporal (g) no teste da toxicidade aguda. (A) Grupo controle machos, (B) Grupo ácido 
anacárdico machos, (C) Grupo extrato de Anacardium occidentale machos, (D) Grupo controle 
fêmeas, (E) Grupo ácido anacárdico fêmeas, (F) Grupo extrato de Anacardium occidentale 
fêmeas na dose de 5000 mg/kg (n = 3 por grupo). 
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6.2 Anacardium occidentale 

 

Os resultados a seguir correspondem aos efeitos do tratamento com 

Anacardium occidentale seguido, uma hora após da administração de rotenona. 

 

6.2.1 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste do 

campo aberto 

 

A rotenona promoveu uma redução significativa da frequência locomotora de 

89% ± 2,49 e da atividade exploratória, quantificada pela frequência de levantar, de 

93% ± 0,91, quando comparada aos dos respectivos grupos controle. O tratamento 

com extrato de Anacardium occidentale, nas doses de 150 e 600 mg/kg, por cinco 

dias, uma hora antes do tratamento com rotenona, aumentou significativamente a 

atividade locomotora, em aproximadamente 440 ± 6,23 e 638% ± 5,94, 

respectivamente, quando comparado ao grupo rotenona (Figura 3 A). Este mesmo 

tratamento com extrato não foi capaz de aumentar a frequência de levantar, em 

relação ao grupo de animais que recebeu somente a rotenona (Figura 3 B). 

A duração da imobilidade e a latência no grupo rotenona, aumentaram, 

significativamente, em relação ao grupo controle. O tratamento com o extrato de 

Anacardium occidentale, nas doses de 150 e 600 mg/kg, favoreceu uma diminuição 

significativa de 49% ± 12,89 e 44% ± 12,37 , no tempo de imobilidade e 97% ± 1,29 

e 98% ± 0,94 no tempo para o início do movimento,  em relação aos animais do 

grupo rotenona não sendo diferentes do grupo controle (Figura 3 C e D).  
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Figura 3: Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste do campo aberto. (A) 
Frequência locomotora, (B) frequência de levantar, (C) duração da imobilidade, (D) tempo do início do 
movimento. Os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A 
diferença entre grupos foi determinada por análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls; *Estatisticamente significante em relação ao controle (*p<0,05). #Estatisticamente significante em 
relação à rotenona (#p<0,05). 
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6.2.2 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste do 

rotarod  

 

A quantificação do desempenho motor foi realizada pelo teste do rotarod. A 

administração de rotenona, durante cinco dias, promoveu uma diminuição 

significativa do tempo de permanência na barra giratória em 81,28% ± 5,95 no grupo 

rotenona. Ao passo que o tratamento com o extrato de Anacardium occidentale na 

dose de 600 mg/kg propiciou um aumento significativo de 165% ± 8,30, no tempo de 

permanência na barra giratória comparado ao grupo rotenona. Na dose de 150 

mg/kg houve aumento de 63% ± 6,84 embora não seja significativo (Figura 4). 
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Figura 4:  Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste do rotarod. Os 
resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre 
grupos foi determinada por análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls; 
*Estatisticamente significante em relação ao controle (*p<0,05). #Estatisticamente significante em relação 
à rotenona (#p<0,05). 
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6.2.3 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste do 

labirinto em T elevado 

 

A administração de rotenona, por cinco dias, reduziu significativamente o 

percentual de retenção de memória dos animais em 96% ± 1,04, quando comparado 

ao grupo controle. O tratamento com o extrato de Anacardium occidentale propiciou 

um aumento significativo da retenção de memória chegando quase a 100% do valor 

do controle com ambas as doses de Anacardium occidentale utilizadas (Figura 5). 
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Figura 5  Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste do labirinto em T elevado. 
Os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre 
grupos foi determinada por análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. 
*Estatisticamente significante em relação ao controle (*p<0,05). #Estatisticamente significante em relação 
à rotenona (#p<0,05).  
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6.2.4 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste da 

catatonia 

 

O modelo da doença de Parkinson induzida pela rotenona provocou um 

aumento significativo da condição catatônica em torno de 177%, em relação ao 

grupo controle. O tratamento com extrato de Anacardium occidentale, na dose de 

600 mg/kg conseguiu reverter significativamente o estado catatônico provocado pela 

rotenona (Figura 6). 
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Figura 6:  Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste da catatonia. Os resultados 
obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre grupos foi 
determinada por análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. *Estatisticamente 
significante em relação ao controle (*p<0,05). #Estatisticamente significante em relação à rotenona 
(#p<0,05). 
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6.2.5 Avaliação da atividade antioxidante in vivo (lipoperoxidação) 

do Anacardium occidentale 

 

A peroxidação lipídica nos animais do grupo rotenona aumentou de maneira 

significativa, em relação ao controle na substância negra, no córtex cerebral e no 

estriado. Nos animais tratados com o extrato de Anacardium occidentale, a 

peroxidação lipídica nas doses de 150 e 600 mg/kg, diminuiu significativamente em 

relação ao grupo rotenona no córtex, de 47% ± 0,09 e 62% ± 0,04, no estriado, de 

32% ± 0,13 e 56% ± 0,03 e na substância negra, na dose de 600 mg/kg, de 76% ± 

0,06 (Figura 7 SN, CC e ES). 
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Figura 7: Efeito do tratamento com extrato Anacardium occidentale na peroxidação lipídica. (SN) 
Peroxidação lipídica na substância negra, (CC) Peroxidação lipídica no córtex, (ES) Peroxidação lipídica 
no estriado. Os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A 
diferença entre grupos foi determinada por análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls. *Estatisticamente significante em relação ao controle (*p<0,05). #Estatisticamente significante em 
relação à rotenona (#p<0,05). 
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6.3 Ácido anacárdico 

 

 Os resultados a seguir correspondem ao efeito da administração de ácido 

anacárdico uma hora antes da administração de rotenona. 

 

6.3.1 Avaliação da atividade antioxidante in vitro do ácido 

anacárdico 

 

O ácido anacárdico apresentou atividade antioxidante expressiva no teste de 

captura do radical DPPH+ demonstrando a capacidade deste composto em combater 

os radicais livres. A IC50 para o ácido anacárdico foi de 9,10 µg/mL enquanto o do 

padrão BHT foi de 61,10 µg/mL. O ácido anacárdico possui uma atividade 

antioxidante 85% maior que o padrão BHT.  (Figura 8).  
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Figura 8:  Avaliação da atividade antioxidante in vitro do ácido anacárdico e do BHT. Variação da 
concentração de 5-500 mg/mL. 
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6.3.2 Efeito do ácido anacárdico no teste do campo aberto 

 

O modelo da doença de Parkinson induzida pela rotenona promoveu uma 

redução significativa da frequência locomotora de 83% ± 2,19 e da atividade 

exploratória, quantificada pela frequência de levantar, acima de 81% ± 0,64, quando 

comparada aos animais dos respectivos grupos controle. O tratamento com ácido 

anacárdico, nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg aumentou significativamente a 

atividade locomotora, em aproximadamente 420% ± 2,92, 548% ± 4,06 e 715% ± 

1,78, respectivamente, quando comparado ao grupo rotenona (Figura 9A). Este 

mesmo tratamento, nas mesmas doses anteriores, foi capaz de aumentar a 

frequência de levantar, em aproximadamente 440% ± 0,74, 446% ± 0,71 e 432% ± 

0,93 em relação ao grupo de animais que recebeu somente a rotenona (Figura 9B). 

O tempo de imobilidade e o tempo para o início do movimento no grupo 

rotenona, aumentaram, significativamente, em relação ao grupo controle. O 

tratamento com ácido anacárdico, nas doses de 10, 25, 50 e 100 mg/kg, favoreceu 

uma diminuição significativa de 41% ± 13,19, 58% ± 3,39, 74% ± 2,34 e 82% ± 1,95, 

respectivamente, no tempo de imobilidade e 46% ± 2,78, 92% ± 0,28, 91% ± 0,46 e 

90% ± 0,46 no tempo para o início do movimento,  em relação aos animais do grupo 

rotenona (Figura 9C e D).  



53 
 

 

 

 

0

20

40

60

80

***

###

CONTROLE ROTENONA 3 50

Ácido anacárdico (mg/kg)
+

rotenona (3 mg/kg)

25101

A *

***

*** ***

###

###

***

100
3 (mg/kg)

F
re

qu
ên

ci
a 

lo
co

m
ot

or
a

0

20

40

60

80 B

***

###

***
*** ***

### ###*

CONTROLE ROTENONA 3 50

Ácido anacárdico (mg/kg)
+

rotenona (3 mg/kg)

25101 100
3 (mg/kg)

F
re

qu
ê

nc
ia

 le
va

nt
a

r

0

50

100

150

200

250

D
ur

aç
ão

 im
ob

ili
da

de
 (

s)

C

###

###

***
***

***

***

###
***

###

CONTROLE ROTENONA 3 50

Ácido anacárdico (mg/kg)
+

rotenona (3 mg/kg)

25101 100
3 (mg/kg)

0

10

20

30

40 D

###

*** ***

***

###
***

### ###

CONTROLE ROTENONA 3 50

Ácido anacárdico (mg/kg)
+

rotenona (3 mg/kg)

25101 100
3 (mg/kg)

In
íc

io
 d

o 
m

ov
im

e
nt

o 
(s

)

 

Figura 9: Efeito do tratamento com ácido anacárdico no teste do campo aberto.  (A) Frequência locomotora, (B) 
frequência de levantar, (C) duração da imobilidade, (D) tempo do início do movimento. Os resultados obtidos foram 
expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre grupos foi determinada por análise de 
variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. *Estatisticamente significante em relação ao controle 
(*p<0,05, ***p<0,001). #Estatisticamente significante em relação à rotenona (#p<0,05, ###p<0,001). 
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6.3.3 Efeito do tratamento com ácido anacárdico no teste do rotarod 

 

A quantificação do desempenho motor foi realizada pelo teste do rotarod. A 

administração de rotenona promoveu uma diminuição significativa do tempo de 

permanência na barra giratória em 89% ± 4,89 no grupo rotenona em relação ao 

grupo controle. Enquanto o tratamento com ácido anacárdico nas doses de 3, 10, 

25, 50 e 100 mg/kg propiciou um aumento significativo no tempo de permanência na 

barra giratória em relação ao grupo rotenona. A dose de 100 mg/kg foi a que 

apresentou o maior aumento em torno de 834% ± 12,20, no tempo de permanência 

na barra giratória em relação ao grupo rotenona (Figura 10). 
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Figura 10: Efeito do tratamento com ácido anacárdico no teste do rotarod. Os resultados obtidos foram 
expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre grupos foi determinada por 
análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. *Estatisticamente significante em 
relação ao controle (*p<0,05, ***p<0,001). #Estatisticamente significante em relação à rotenona (#p<0,05, 
###p<0,001). 
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6.3.4 Efeito do tratamento com ácido anacárdico no teste do 

labirinto em T elevado 

 

A administração de rotenona provoca uma perda significante na retenção de 

memória dos animais em 91% ± 3,10, quando comparado ao grupo controle. O 

tratamento com ácido anacárdico desempenhou um aumento significativo da 

retenção de memória em todas as doses analisadas em relação ao grupo rotenona. 

Sendo que, a partir da dose de 10 mg/kg o ácido anacárdico foi capaz de reverter 

totalmente a perda de memória produzida pela rotenona, retornando ao nível do 

controle. (Figura 11).  
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Figura 11: Efeito do tratamento com ácido anacárdico no teste do labirinto em T. Os resultados obtidos foram 
expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre grupos foi determinada por análise 
de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. *Estatisticamente significante em relação ao 
controle (***p<0,001). #Estatisticamente significante em relação à rotenona (###p<0,001). 
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6.3.5 Avaliação da atividade antioxidante in vivo (lipoperoxidação) 

do ácido anacárdico 

A peroxidação lipídica nos animais do grupo rotenona aumentou de maneira 

significativa em relação ao controle na substância negra, no córtex e no estriado. 

Esse efeito foi vultuosamente revertido pelo tratamento com o ácido anacárdico nas 

doses de 1, 3, 10, 25, 50 e 100 mg/kg (Figura 12 SN, CC e ES). 
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Figura 12: Efeito do tratamento com ácido anacárdico na peroxidação lipídica. (SN) Peroxidação lipídica na 
substância negra, (CC) Peroxidação lipídica no córtex, (ES) Peroxidação lipídica no estriado. Os resultados 
obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre grupos foi determinada 
por análise de uma via da variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. *Estatisticamente 
significante em relação ao controle (*p<0,05, ***p<0,001). #Estatisticamente significante em relação à rotenona 
(#p<0,05, ###p<0,001). 
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6.3.6 Efeito do tratamento com ácido anacárdico na atividade da 

superóxido dismutase total 

 

A administração de rotenona diminuiu a atividade da superóxido dismutase 

total comparado com o grupo controle na substância negra (Figura 13 A) e no córtex 

cerebral (Figura 13 CC), mas não no estriado (Figura 13 ES). O tratamento com 

ácido anacárdico (25, 50 e 100 mg/kg) mais rotenona aumentou significativamente a 

atividade desta enzima antioxidante em todas as regiões analisadas. As doses de 25 

e 50 mg/kg de ácido anacárdico foram igualmente eficazes na atividade de elevação 

superóxido dismutase total na substância negra e córtex cerebral, enquanto que 100 

mg/kg, aumentou significativamente em comparação com o efeito de doses mais 

baixas. No estriado, um efeito dependente da dose foi detectado entre ácido 

anacárdico 25 e 50 mg/kg, mas nenhum aumento adicional foi induzido por ácido 

anacárdico 100 mg/kg. De modo a esclarecer os mecanismos envolvidos neste 

efeito, um grupo de animais foi tratado com ácido anacárdico 100 mg/kg na ausência 

de rotenona. Ácido anacárdico sozinho também foi capaz de aumentar a atividade 

superóxido dismutase total, em comparação com o controle. Este aumento variou de 

acordo com a região, correspondendo a cerca de 80% ± 0,009 na substância negra, 

53% ± 0,074 no córtex cerebral e de 230% ± 0,067 no corpo estriado (Figura 13 SN, 

CC e ES). 
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Figura 1 3: Efeito do tratamento com ácido anacárdico na atividade da superóxido dismutase total. (SN) 
Atividade da superóxido dismutase na substância negra, (CC) Atividade da superóxido dismutase no 
córtex, (ES) Atividade da superóxido dismutase no estriado. Os resultados obtidos foram expressos como 
média ± erro padrão da média (EPM). A diferença entre grupos foi determinada por análise de uma via da 
variância (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. *Estatisticamente significante em relação ao 
controle (*p<0,05, ***p<0,001). #Estatisticamente significante em relação à rotenona (#p<0,05, ###p<0,001). 
@Estatisticamente significante em relação ao ácido anacárdico 100 mg/kg sozinho (@p<0,05, @@@p<0,001). 
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6.3.7 Efeito do ácido anacárdico na neuroproteção p elo Fluoro Jade  

C 

 

Os animais que receberam a rotenona, isoladamente, apresentaram sinais de 

neurodegeneração na substância negra detectado como células Fluoro Jade C 

positivas (Figura 14 B), em relação ao controle que não apresentaram essas células 

(Figura 14 A). No grupo tratado com ácido anacárdico (25 e 100 mg/kg), seguido de 

rotenona, nenhuma célula Fluoro Jade C positiva fora detectada na substância negra 

(Figura 14 C e D). 

 

Figu ra 14: Fotografias com microscopia de epifluorescência mostrando seções sagitais do cérebro no nível 
da substância negra processadas por coloração com Fluoro-Jade C. Imagens de pequeno e grande aumento 
de animais representativos do controle (A), que receberam apenas rotenona (B) e tratados com ácido 
anacárdico, mais rotenona nas doses de 25 mg/kg (C) ou ácido anacárdico 100 mg/kg (D). Barras de escala: 
40 µm. 
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DISCUSSÃO 
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7 DISCUSSÃO 

 

Este trabalho testou a hipótese de que o extrato do Anacardium occidentale e 

ácido anacárdico teriam uma ação antioxidante e neuroprotetora potencial sobre o 

sistema nigroestriatal de ratos e córtex cerebral quando administrados 

sistemicamente. O tratamento sistêmico com rotenona por cinco dias, utilizado como 

modelo experimental de doença de Parkinson, foi capaz de induzir 

neurodegeneração na substância negra e aumentar os níveis de lipoperoxidação em 

todas as regiões analisadas. Esse modelo provoca estresse oxidativo que é a causa 

da morte neuronal dopaminérgica (SANDERS e GREENAMYRE, 2013). A 

administração deste pesticida produz alterações anatômicas, neuroquímicas e 

neuropatológicas semelhantes àquelas observadas na doença de Parkinson 

humana, decorrente da produção de apoptose por inibição do complexo I 

mitocondrial e aumentos das espécies reativas de oxigênio (BETARBET et al., 

2000). No entanto, na maioria dos ratos este tratamento não induziu mortalidade. 

Não foram observados alterações no consumo de ração e água ou do peso corporal 

do grupo tratado apenas com rotenona, quando comparado com todos os outros 

grupos.  

A administração oral de extrato do Anacardium occidentale e ácido anacárdico 

foram capazes de prevenir a mortalidade induzida pela rotenona, especialmente 

quando a dose era igual ou superior a 150 mg/kg para o Anacardium occidentale e 

10 mg/kg  para o ácido anacárdico (dados não mostrados), sugerindo um efeito 

sistêmico benéfico do extrato e deste composto fenólico. A avaliação da toxicidade 

aguda em ratos com uma dose única de extrato do Anacardium occidentale e de 

ácido anacárdico 5000 mg/kg mostra pela primeira vez que até mesmo em doses 

elevadas, estes compostos não provocam sinais tóxicos. De acordo com Kennedy e 

colaboradores (1986), as substâncias que apresentam uma dose letal 50% mais 

elevadas do que 5000 mg/kg, por via oral, podem ser consideradas praticamente 

não tóxicas. Por conseguinte, os nossos resultados reforçam esta ideia em relação 

ao ácido anacárdico, adicionando a informação de evidências anteriores de que a 

administração oral sucessiva de ácido anacárdico, usando 300-1000 mg/kg ou uma 

dose única de 2000 mg/kg, não era tóxica (CARVALHO et al., 2011). 



62 
 

Alguns estudos vêm demonstrando evidências de que o estresse oxidativo 

contribui para a etiologia da doença de Parkinson (SANDERS e GREENAMYRE, 

2013), onde a disfunção mitocondrial é considerada um dos mecanismos 

responsáveis pela morte neuronal (ANWAR et al., 2012). Também estão 

aumentados vários marcadores da peroxidação lipídica no cérebro de pacientes com 

doença de Parkinson (DEXTER et al., 1989). Da mesma forma o dano oxidativo 

cumulativo é o mecanismo primário pelo qual a exposição à rotenona leva a inibição 

do complexo I da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e degeneração dos 

neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo (SHERER et al., 2003). Foi demonstrado 

que vários tipos de antioxidantes podem atenuar a toxicidade promovida pela 

rotenona (BROWN 1992; SANDERS e GREENAMYRE, 2013). Por esta razão, esta 

abordagem foi utilizada no presente trabalho. 

A rotenona modifica vários aspectos do comportamento motor e cognitivo, 

incluindo atividade motora reduzida, postura flexionada, rigidez e catalepsia 

correlacionada com a degeneração das células dopaminérgicas (BETARBET et al., 

2000; ALAM e SCHMIDT 2002 ; CANNON et al., 2009; YING-JUI et al., 2011) e 

neuroinflamação (SHERER et al., 2003). O teste do campo aberto foi utilizado como 

uma medida do comportamento exploratório e da atividade geral relacionada com 

vários circuitos neuronais associados à função dos núcleos da base (ROESLER et 

al., 1999; GOULD et al., 2009). A análise da frequência locomotora objetiva avaliar o 

movimento ambulatorial: a frequência de levantar, o comportamento exploratório; e, 

o tempo para o início do movimento; a motivação (ROESLER et al., 1999). Tais 

parâmetros são geralmente prejudicados na doença de Parkinson e este declínio da 

função neuromotora foi reproduzido usando a rotenona. O extrato do Anacardium 

occidentale foi capaz de prevenir significativamente os efeitos induzidos pela 

rotenona sobre a frequência locomotora, duração da imobilidade e o tempo para o 

início do movimento nas duas doses testadas. Ao passo que, o ácido anacárdico a 

partir da dose de 25 mg/kg foi eficiente em proteger os efeitos induzidos pela 

rotenona sobre todos estes parâmetros, inclusive, também sobre a frequência de 

levantar. O efeito benéfico deste composto fenólico não foi alterado mesmo em 

doses mais elevadas. Esses resultados são consistentes com a ação neuroprotetora 

destes compostos nos parâmetros bioquímicos analisados neste trabalho. 
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A análise comparativa dos efeitos do extrato do Anacardium occidentale e do 

ácido anacárdico em melhorar o desempenho motor e cognitivo foi analisada pelo 

teste do rotarod e pelo labirinto em T elevado. O teste do rotarod é utilizado para 

avaliar a coordenação motora, a aprendizagem de competências e o equilíbrio em 

roedores, que são os indicativos básicos da função motora normal (BROOKS et al., 

2012). Essa função motora normal é dependente da interação de vários 

neurotransmissores em diversas regiões cerebrais, tais como o córtex motor, o 

estriado, o tronco cerebral e o cerebelo (WICHMANN e DELONG, 2002). O extrato 

do Anacardium occidentale, na dose de 600 mg/kg, promoveu eficácia terapêutica 

em aumentar o tempo de permanência  no rotarod, que foi reduzido pela rotenona. 

Prejuízos na memória e aprendizagem estão presentes na doença de Parkinson (DA 

CUNHA et al., 2003). As doses de extrato do Anacardium occidentale, 150 e 600 

mg/kg, praticamente reverteram a diminuição da retenção de memória provocada 

pela rotenona. O ácido anacárdico aumentou a porcentagem de tempo de 

permanência no rotarod e a retenção de memória, que foram reduzidos em cerca de 

90% pela rotenona. Nesse caso, as dose de 3, 10, 25, 50 e 100 mg/kg foram 

suficientes para melhorar os parâmetros do desempenho motor e da retenção de 

memória. Tais resultados sugerem que os efeitos benéficos do extrato do 

Anacardium occidentale e do ácido anacárdico ocorrem em duas vias diferentes 

relacionadas com o sistema dopaminérgico do mesencéfalo: em primeiro lugar, o 

sistema mesocorticolímbico envolvido na memória de trabalho, aqui avaliados pelo 

labirinto em T (YING-JUI et al., 2011) e em segundo lugar o sistema nigroestriatal, 

principalmente associados ao desempenho motor, especialmente em condições que 

exigem um equilíbrio (teste “rotarod”) (GRAYBIEL 2000; GROENEWEGEN 2003; 

MONVILLE et al., 2006). 

A catatonia é uma condição patológica caracterizada pela imobilidade motora 

neurogênica e anormalidade comportamental, devido à rigidez muscular. É afetada 

pelos níveis de dopamina e por prevenção do declínio em seus níveis. Atualmente 

não é descrita como um transtorno separado, mas associada a distúrbios 

psiquiátricos, abuso de drogas e doenças neurodegenerativas como a doença de 

Parkinson (SUNDARARAJAN 2007). Em nosso trabalho a administração de 

rotenona ocasionou um aumento do estado catatônico em torno de 277% do valor 

do controle. Este estado foi revertido pelo extrato do Anacardium occidentale na 
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dose de 600 mg/kg. De acordo com Northoff (2002), uma modulação de cima para 

baixo dos núcleos da base devido a uma deficiência de ácido gama-aminobutírico 

cortical, o neurotransmissor inibidor principal do cérebro, pode explicar os sintomas 

motores da catatonia. Osman e Khurasani (1994) sugeriram que a catatonia seja 

causada por um bloqueio repentino e massivo de dopamina. De fato, ao exacerbar a 

deficiência de dopamina a doença de Parkinson realmente contribui para o estado 

catatônico, o extrato de Anacardium occidentale por evitar a apoptose neuronal 

melhora esse estado (KARUPPAGOUNDER et al., 2013). 

A taxa de rotatividade dos fosfolipídeos de membrana no cérebro é lenta e afeta 

a habilidade dos neurônios em responder ao estresse oxidativo (ROSS et al., 1998). 

O cérebro é altamente suscetível ao estresse oxidativo devido à sua alta taxa 

metabólica e capacidade regeneradora limitada (ANDERSEN, 2004). O metabolismo 

de carboidratos pelas mitocôndrias cerebrais é diferenciado. Elas têm grande 

capacidade de produzir peróxido de hidrogênio, mas curiosamente tem poucas 

enzimas antioxidantes clássicas, por isso os danos provocados pelas espécies 

reativas de oxigênio geralmente são irreversíveis (KARUPPAGOUNDER et al., 

2013). O malonaldeído é um marcador específico da lipoperoxidação, seus níveis 

podem ser predominantemente dependentes de espécies reativas de oxigênio. A 

lipoperoxidação é um dos principais mecanismos de ataque das espécies reativas de 

oxigênio, iniciando-se pelo ataque das espécies reativas de oxigênio as duplas 

ligações dos ácidos graxos poli-insaturados (MANSOURI et al., 2013). No nosso 

trabalho, a administração de rotenona, por via subcutânea, promoveu aumento dos 

níveis de malonaldeído, na substância negra, estriado e córtex cerebral em 

comparação com o grupo controle. Ao mesmo tempo, os níveis mais baixos de 

atividade superóxido dismutase total foram observados, mostrando que este 

protocolo foi eficaz na indução de estresse oxidativo em todas estas regiões.  

Tratamento com extrato do Anacardium occidentale e ácido anacárdico foram capaz 

de bloquear quase completamente a lipoperoxidação ocasionada pela rotenona. 

Provavelmente devido à capacidade antioxidante deste extrato (BROINIZI e al., 2007 

e 2008) e deste composto fenólico (TREVISAN et al., 2006). Este efeito foi 

semelhante em ordem de grandeza entre substância negra, córtex cerebral e corpo 

estriado (92, 87 e 90% de redução, respectivamente) no tratamento com ácido 

anacárdico na dose de 100 mg/kg. É importante mencionar que esse efeito protetor 
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do ácido anacárdico ocorreu usando até 100 mg/kg, sugerindo a ausência de uma 

modulação bifásica antioxidante na faixa de dose entre 1-100 mg/kg. Os efeitos do 

ácido anacárdico na lipoperoxidação foram, pelo menos em parte, devido a um 

aumento da atividade da superóxido dismutase total, semelhante ao descrito por 

Morais e colaboradores (2010) utilizando modelo de úlcera gástrica induzida por 

etanol, após o pré-tratamento com 30 mg/kg de ácido anacárdico. O ácido 

anacárdico foi capaz de elevar a atividade da superóxido dismutase total mesmo na 

ausência de rotenona. Esta é a primeira vez que se demonstra um efeito modulador 

deste composto fenólico sobre esta enzima, sugerindo que este poderia ser um dos 

mecanismos de ação do ácido anacárdico. Além desta atividade na superóxido 

dismutase total, não se pode descartar que a ação antioxidante do ácido anacárdico 

seja devido à presença de cadeias laterais de alquilo, as quais lhe conferem a 

capacidade de inibir fortemente a geração de ânions superóxido e de ácido úrico 

pela xantina oxidase (TREVISAN et al., 2006). Outro aspecto importante é a ação 

farmacológica do ácido anacárdico como um inibidor não seletivo da histona 

acetiltransferase. Alguns estudos têm demonstrado que a administração de rotenona 

e a produção de espécies reativas de oxigênio podem aumentar a acetilação das 

histonas, como um mecanismo envolvido no dano celular (CHOUDHURY et al., 

2010). Além disso, em um modelo de cultura de células da doença de Parkinson, 

tem sido mostrado que a inibição de histona acetiltransferase por ácido anacárdico 

protege a morte da célula dopaminérgica induzida pelo pesticida paraquat (SONG et 

al., 2011). Tem sido proposto que a capacidade citoprotetora de uma molécula 

antioxidante seria crucial para definir uma potencial atividade terapêutica 

neuroprotetora. Neste aspecto, o uso de compostos fenólicos seria vantajoso uma 

vez que estas moléculas são capazes de inibir a ação de várias enzimas e ativar os 

sinais de sobrevivência para além da eliminação direta de espécies reativas de 

oxigênio (DAJAS et al., 2003).  

Foi estabelecido que a coloração Fluoro Jade C cora todos os neurônios em 

degeneração, especialmente sob condições que induzem estresse oxidativo 

(KENNEDY et al., 1986; ALAM e SCHMIDT 2002; , EHARA e UEDA 2009; 

CARVALHO et al., 2011). Os efeitos do ácido anacárdico foram investigados no que 

diz respeito à sua capacidade de reduzir os sinais de neurodegeneração pela 

rotenona na substância negra. Nossos resultados utilizando uma coloração de 
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Fluoro Jade C demonstraram que o ácido anacárdico em doses de 25 a 100 mg/kg 

evitam totalmente os sinais de danos celulares. Este dado reforça evidências 

anteriores obtidas in vitro (SONG et al., 2010; SONG et al., 2011), e que mostram 

uma ação citoprotetora do ácido anacárdico ocorrendo mesmo quando ele é 

administrado sistemicamente. Na faixa de doses utilizado no presente trabalho, 

ácido anacárdico parece ser mais protetor do que o ácido ascórbico, por exemplo, 

que induziu efeitos pró-oxidantes no córtex cerebral quando administrado por via 

oral em doses de 60 e 120 mg/kg (DUTHIE e CROZIER 2000; MENDES-DA-SILVA 

et al., 2014) e a “epigallocatechin gallate” que pode induzir efeitos pró-oxidantes 

quando utilizada em altas concentrações (MARTINOTTI et al., 2014). 

Este trabalho demonstra o efeito neuroprotetor do ácido anacárdico, 

afirmando assim sua correlação com o efeito observado no extrato do Anacardium 

occidentale. As atividades relatadas neste estudo indicam que o extrato Anacardium 

occidentale e ácido anacárdico constituem agentes promissores para o tratamento 

da doença de Parkinson por apresentarem potencial atividade neuroprotetora.  
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8 CONCLUSÃO 

 

O extrato de Anacardium occidentale e o ácido anacárdico possuem baixa 

toxicidade e ação antioxidante quando administrados por via oral. 

O presente resultado demonstra pela primeira vez que o extrato de 

Anacardium occidentale e o ácido anacárdico, administrados sistemicamente por via 

oral, podem exercer ação neuroprotetora no modelo experimental da doença de 

Parkinson. Sob esta condição, tanto o extrato de Anacardium occidentale quanto 

ácido anacárdico são capazes de atravessar a barreira hematoencefálica e atingir o 

sistema nervoso central em quantidades suficientes para ter um efeito positivo, 

indicando uma biodisponibilidade adequada. Os efeitos benéficos do extrato de 

Anacardium occidentale e do ácido anacárdico foram evidentes, considerando sua 

capacidade de reduzir danos comportamentais e estresse oxidativo. Além disso, 

sinais de neuroproteção, na substância negra, foram promovidos pelo ácido 

anacárdico. Os nossos resultados também mostram um novo mecanismo de ação 

do ácido anacárdico indicando que a atividade da enzima superóxido dismutase é 

um alvo farmacológico potencial deste composto fenólico. Assim, devem ser 

consideradas novas perspectivas sobre o uso de ácido anacárdico na terapêutica da 

doença de Parkinson, bem como outros distúrbios neurológicos relacionados à 

dopamina. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: Anacardic acid (AA) is a flavonoid obtained from Anacardium 

occidentale. Evidence in vitro and in vivo has shown its low toxicity, anti-inflammatory and 

antioxidant effects, suggesting its potential therapeutic use. Nevertheless, none of these 

studies were carried out in order to test the antioxidant effects of AA systemic administration 

on the central nervous system.  The present study hypothesized that AA can exert 

neuroprotection on the cerebral cortex and nigrostriatal system against oxidative stress  

induced by rotenone. 

METHODS: Adult rats were treated by gavage with AA (1-100 mg/kg) or vehicle 1h before 

rotenone (3 mg/kg; s.c.) for 5 consecutive days. Behavioral parameters were analyzed using 

open field, rotarod and elevated T-maze tests.  Signals of neurodegeneration in the substantia 

nigra (SN) as well as lipoperoxidation in the nigrostriatal system and cerebral cortex were 

also evaluated.   

RESULTS: In the group treated with AA the rotenone-induced lipoperoxidation was reversed 

starting with the lowest dose  (1 mg/kg/day).  Increased activity of total superoxide dismutase 

enzyme was detected using 25-100 mg/kg AA in all regions analyzed. The impairment in 

behavioral parameters induced by rotenone was reversed in animals treated with AA from 10 

mg/kg. This flavonoid also blunted SN neurodegeneration signals provoked by rotenone. 

CONCLUSION: Oral administration of AA prevented rotenone-induced oxidative stress in 

the brain, in part due to its modulatory action on superoxide dismutase enzyme,   reducing 

neurodegeneration in the nigrostriatal system.  

GENERAL SIGNIFICANCE: Antioxidant effect and low toxicity of AA open new 

perspectives on potential systemic therapeutic use of this flavonoid in Parkinson´s disease.  

Keywords: Neuroprotection; rotenone; flavonoids; superoxide dismutase; substantia nigra; 

fluorojade C. 
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1. Introduction 

The brain is particularly susceptible to oxidative damage because of its high levels of 

polyunsaturated fatty acids and relatively low antioxidant activity [1]. The production of 

reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial dysfunction in the brain are both associated 

with the progression of various neurodegenerative conditions, including Parkinson’s disease 

(PD) [2]. It is characterized by progressive degeneration of dopaminergic neurons in the SN, 

resulting in a deficiency of dopamine in the striatum and other nuclei that leads to motor, 

limbic and cognitive impairment [3]. 

Brain oxidative stress have been shown in PD patients, who have decreased 

glutathione (GSH) levels, increased levels of iron, neuromelanin-associated redox-active iron, 

lipoperoxidation, protein oxidation, and DNA damage in the substantia nigra (SN) [4-6]. 

Antioxidant therapy has been suggested to ameliorate these effects [7].  A growing number of 

studies have been carried out on drug screening for neuroprotectants, especially those 

bioactive substances obtained from natural compounds which can have low toxicity and can 

be used via oral administration or taken in the diet [2,7]. Among these substances, 

polyphenols such as flavonoids present in fruits and vegetables have been extensively studied 

and proposed as potential therapeutic agents in epidemiological diseases with socio-economic 

repercussion [8]. 

Anacardium occidentale, popularly known as the cashew tree, is a tropical tree native 

to northeastern Brazil. Peduncles and nuts can be eaten raw or converted into various 

nutritional products (juice, tea, jam, and beverages). The cashew nut liquid (CNSL) is a by-

product obtained during the processing of cashew nuts from which AA is extracted  [9]. AA is 

a flavonoid and has been described as the main active compound of CNSL. In vitro assays 

suggest that the side chain of AA  and phenolic ring are responsible for its antioxidant 

capacity [10]. Moreover, in vivo studies have also shown that AA has anti-inflammatory, 

anticancer [11], antimicrobial [12] and gastroprotective properties [13]. It also protects against 

epidermal thickening induced by ultraviolet rays [14]. Enzymatic assays demonstrated that 

AA hampers the production of superoxide radicals and uric acid by xanthine oxidase [15] and 

inhibits cyclooxygenase, lipoxygenase [16], tyrosinase [17] and histone acetyltransferase 

activities [18, 19].  

All biochemical studies above cited suggest a potential therapeutic use of AA 

especially for pathological conditions where inflammation and oxidative stress occur. Recent 

studies using cell lineages have demonstrated that this flavonoid is able to  
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reduce neuronal damage modulating histone hyperacetylation induced by pesticides such as 

dieldrin and paraquat [20, 21].  Nevertheless, none of these studies were carried out in order 

to test antioxidant effects of AA systemic administration on the central nervous system under 

conditions of impaired redox balance. Therefore, in the present study, using an experimental 

model of PD, based on inhibition of mitochondrial complex I of the electron transport chain, 

we hypothesized that AA taken orally can exert neuroprotection  and reduce rotenone-induced 

OS in the nigrostriatal system and cerebral cortex of rats.   

 

2.  Material and methods 

2.1. Animals 

This study used adult male Wistar rats (Rattus norvegicus var. Albinus) weighing 250 

to 300 g, from the Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of 

Pernambuco (UFPE) and mice (Mus musculus, var. Swiss) of both sexes, weighing between 

40 and 46 g, obtained from the Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA), UFPE. 

The animals were maintained under standard environmental conditions (12-h light/dark cycle; 

light on 6 am) and temperature 22 ± 2°C) and fed with commercial chow (Labina®, Purina, 

Brazil) and water ad libitum. Experimental protocols were approved by the Ethics Committee 

on Animal Use at the Federal University of Pernambuco, under license No. 

23076.014558/2011-55, according to the standards recommended by the Brazilian College for 

Animal Experimentation. 

 

2.2. Reagents  

Rotenone was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) and dissolved (3 mg/mL) 

before the beginning of treatment in dimethyl sulfoxide (DMSO) (10% w/v in sunflower oil, 

pH 7.4) for 5 days. During treatment period, the rotenone solution was stored in a refrigerator 

(6°C). 

Cashews (A. occidentale) were harvested at the Embrapa Tropical Agroindustry 

Experimental Station, located in Paraipaba, Ceará, Brazil, during the 2009 summer season. 

The fruit came from a commercial cultivar (CCP-76) whose genetic material is maintained in 

Embrapa’s germ plasm bank. The fresh cashew apples were manually separated from the nuts 

and were provided as a kind gift by Dr. Edy Sousa de Brito (Embrapa, Fortaleza, Brazil). The 

AA used in this study was extracted from the CNSL  
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and kindly provided by Dr. Maria Teresa Salles Trevisan – Federal University of Ceará, 

Fortaleza, Brazil. The AA was isolated according to Trevisan et al. [10] and Morais et al. [13]. 

In the laboratory, AA was stored at a temperature of -16°C. Immediately before use, it was 

dissolved in a tween 80 solution (2% w/v in water). The chemical structure of AA is shown in  

Figure 1. Butylated hydroxytoluene (BHT), 2,2-diphenyl-1-picrilidrazil (DPPH), 

thiobarbituric acid (TBA), 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMP), sodium pentobarbital 

solution, peroxide, and epinephrine, used in biochemical analyses, were also acquired from 

Sigma (St. Louis, MO, USA). Entellan was acquired from Merck Sharp & Dohme 

Corporation, USA. Fluoro-Jade C (FJC) was acquired from Merck Millipore, USA.  

 

 

 

 

 

2.3. Evaluation of in vitro antioxidant activity  

 

The in vitro antioxidant activity of AA was determined by the capture of  DPPH, 

radical assay according to the method described by Brand-Williams et al. [22]. Aliquots (0.5 

mL) of a solution containing different concentrations of AA (5, 10, 25, 50, 75, 125, 250 and 

500 µg/mL) were added to 1.5 mL of a methanolic solution of DPPH (60 mM). The solutions 

were homogenized and incubated for 30 min at room temperature (~ 22ºC) and the 

absorbance of the resulting solution was read in a spectrophotometer at 515 nm. A decrease in 

the optical density reading of the AA samples was compared to the standard antioxidant 

Butylated hydroxytoluene (BHT), as the positive control, thus establishing the percentage of 

DPPH discoloration, according to the formula below: 

% protection= (absorbance of BHT – absorbance of AA sample) x 100  

absorbance of BHT 

 

Figure 1: Chemical structure of Anacardic acid according to Carvalho et al., (2011) 
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The methanolic solution of DPPH was used as a negative control. Antioxidant activity 

was expressed as half maximal inhibitory concentration IC50 which represents the sample 

concentration required to inhibit 50% of the radical DPPH, compared to the negative control. 

All experiments were done in triplicate. 

 

2.4. Assessment of acute toxicity of AA 

 

In this test, male and female mice (n= 6/sex) were housed in cages and deprived of 

food overnight, with free access to water. A single dose of 5000 mg/kg body weight  of AA 

was administered orally to the animals by gavage. In each case, the volume administered was 

10 mL/kg. Following administration, the animals were carefully observed during the first 3 

hours and thereafter, on a daily basis for 14 days, for any toxic signs and symptoms or death. 

Signs and symptoms of toxicity included: (1) autonomic effects, such as salivation and 

piloerection; (2) central nervous system effects, such as tremors and convulsions and (3) 

changes in activity levels, posture and strength [23]. Body weight, food and water 

consumption were recorded daily.  

 

2.5. Pharmacological studies 

 

The animals were randomly divided into nine experimental groups treated over 5 

consecutive days (n= 8/group). Rats from Group 1 received tween 80 (2% w/v in water) by 

gavage (1 mL/kg) and 1 hour after, vehicle (sunflower oil 90% w/v + DMSO 10% w/v; s.c.). 

Group 2 received tween 80 (2% w/v) by  gavage and 1 hour after, rotenone (3 mg/kg/day, 

s.c.). Groups 3–8 were treated with AA at 1, 3, 10, 25, 50, or 100 mg/kg/day by gavage 1 hour 

after, rotenone (3 mg/kg/day, s.c.). Twenty-four hours after the last day of treatment, the rats 

were evaluated by behavioral tests. Group 9 was treated with AA  only at 100 mg/kg/day  by 

gavage in order to test whether this compound is able to act on superoxide dismutase activity.  

Body weight of all rats was recorded on the first and last days of the treatment.  
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2.6.  Behavioral Tests 

 

2.6.1 Exploratory and General locomotor activity 

To quantify the exploratory and general locomotor activity the open field test 

according Gould et al. [24] was used. Each individual rat was placed individually in the center 

of an open-field arena (a circular wooden box with a diameter of 100 cm and 40 cm high, with 

a floor divided into 19 regions). The frequency of locomotion (number of times that each 

animal entered in the delimited regions with its four paws), rearing frequency (number of 

times that the animal stood on its hind legs, with the trunk perpendicular to the floor of the 

arena), immobility time (time the animal stood without making any movement), and time to 

start of movement (time for the animal to start moving out of the center of the open-field 

arena) were assessed for 5 min. The arena was cleaned with 5% ethanol before each test but 

each animal was put there, only after the alcohol smell had disappeared.   

 

2.6.2. Rotarod activity  

 

In order to quantify the motor deficit, we used the rotarod test at a fixed speed 

according to [25]. To perform this test, the animal was placed with all four paws on a bar with 

a diameter of 7.0 cm and set 25 cm above the floor. The bar rotated at a speed of 25 rpm. 

Before being submitted to the different treatments, the rats were trained in two sessions of 180 

seconds for habituation. Animals were placed on the rotating bar and the time of stay on the 

bar was recorded. A cut-off time of 180 seconds was maintained throughout the experiment. 

The average results were recorded as time of fall. 

 

2.6.3. The elevated T-maze test for spatial memory performance 

 

The test was performed according to Kumar et al. [26] who that used this test in order 

to evaluate limbic and cognitive memory performance in experimental models of ganglia 

basal neurodegeneration. 

The elevated T-maze consisted of one open arm (50x10 cm) and two closed arms of 

the same dimensions, facing each other and a central area (10x10 cm) connecting the arms. 

Closed arms had 40 cm height walls. The rats were placed  
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individually at the end of the open arm facing away from the central area. The time taken by 

the animal to move from the open arm to either of the closed arms was registered 24 hour 

after the last day of treatment and was called initial latency. Rats were allowed to explore the 

maze for 30 seconds after acquisition of the initial latency, and were then returned to their 

cages. The learning retention latency was evaluated again the next day. The percentage of 

memory retention was calculated using the following formula:  

(initial latency –  latency repetition) x100 / initial latency 
 

Immediately after the behavioral tests, the animals were sacrificed for biochemical 

assays. 

 

2.7. Biochemical studies 

 

2.7.1. Dissection and homogenization   

 

After behavioral assessments, the animals were anesthetized and then decapitated. The 

brains were removed and placed on ice. The striatum, cortex, and substantia nigra were 

dissected and weighed. After weighing, the pooled tissue (n=5) of each region was 

homogenized (w/v) in a potter with phosphate buffered saline (PBS 1:10) to which BHT 

(0.004% w/v) was added to prevent autoxidation of the samples. The homogenate was 

centrifuged at 10000 g for 30 min at 4ºC and an aliquot of supernatant was separated for 

biochemical analysis. 

 

2.7.2. Measurement of lipid peroxidation 

 

Quantitative measurement of lipid peroxidation was performed according to the 

method of Buege and Aust [27]. The amount of malonaldehyde (MDA) present in the samples 

was quantified by the reaction with TBA. Aliquots of 500 µL of the supernatant were added 

to 1 mL of a TBA solution: 0.38% (w/w) TBA, 250 mL of 1N cloridric acid (HCl), 15% 

(w/w) trichloroacetic acid (TCA), and 20 mL of 2% (w/v) ethanolic BHT. The solution was 

heated at 100ºC for 15 min, followed by cooling in an ice bath. Then, 1.5 mL of n-butanol 

was added. The mixture was shaken and centrifuged at 3000 g for 20 min. After 

centrifugation, the upper phase was collected and analyzed in a  
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spectrophotometer (CARY 3E UV-Visible Spectrophotometer Varian, Inc; Brazil) at 532 nm. 

The results were expressed as nmol/mg of protein using a standard curve generated with 

different concentrations of TMP) solution. 

 

2.7.3. Total Superoxide dismutase (tSOD) activity  

 

Total SOD activity in the substantia nigra, cortex and striatum was determined 

according to the method by Misra and Fridovich [28]. This /method relies on the ability of 

tSOD to inhibit the oxidation of epinephrine. The epinephrine self oxidizes at basic pH (10.2) 

through a mechanism that generates superoxide radicals that, in turn, activate the reaction of 

autoxidation. To evaluate the enzymatic activity, 100 µL of the homogenate was added to 880 

µL of carbonate buffer (0.05 M, pH 10.2, 0.1 mM ethylene-diamino-tetraacetic acid. Twenty 

microliters of epinephrine (30 mM in 0.05% acetic acid) were added to the mixture and the 

reading was performed on a spectrophotometer (CARY 3E UV-Visible Spectrophotometer 

Varian, Inc; Brazil) at 480 nm. The enzymatic activity is expressed as the amount of enzyme 

that inhibits 50% of the oxidation of epinephrine, which is equal to 1 unit. 

 

2.8. Fluoro Jade C assay 

 

In order to analyze neurodegeneration in the SN, another set of experiments was done 

using FJC according to Ehara and Ueda (2009) [29]. After 5 days of treatment with AA 

followed by behavioral tests, three animals from each group were anesthetized with a sodium 

pentobarbital solution (100 mg/kg, i.p.). They were then perfused with a 0.9% NaCl solution, 

followed by 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4. The brains were post-fixed in the same 

fixative for 2 h, rinsed in a phosphate buffer (PB), and subsequently cryoprotected in 

solutions of 10, 20, and 30% sucrose in PB. 

Brain blocks were serially cut on a freezing microtome (Leitz Wetzlar) into 50-µm 

thick sections in the parasagittal plane. All sections were collected serially in PB and arranged 

in six series. The Atlas of Paxinos and Watson [30] was used to delimit cytoarchitectonic 

regions of SN. Sections of one series per animal were mounted on gelatin-coated slides, air-

dried, and subjected to FJC staining. Slides were immersed in a 1% NaOH solution (in 80% 

ethanol) for 5 min, rinsed for 2 min in 70% ethanol and for 2 min in distilled water, and then 

incubated in a 0.06% potassium permanganate  
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solution for 5 min. After washing in water (2 min), the slides were immersed in a FJC solution 

(0.0001%, in 0.1% acetic acid) for 10 min, followed by washing in distilled water. The slides 

were air-dried on a slide warmer at 50°C for 30 min, cleared in xylene, and covered with 

Entellan. The presence of FJC-positive neurons in the SN was analyzed in three animals of 

control, rotenone, AA (25, 50 and 100 mg/kg/day) groups at the stereotaxic coordinate 

identified as corresponding approximately to lateral 1.9 mm (plate 81) according to Paxinos 

and Watson [30]. 

 

2.9. Statistical analysis  

 

The results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). The difference 

between groups was assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 

Newman-Keuls multiple comparison /post-hoc test to determine the significance level. 

Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism® 5.0. (GraphPad Software, Inc., La 

Jolla, CA 92037 USA). p-values less than 0.05 were considered statistically significant. 

 

3. Results 

3.1. Reduction of DPPH 

 

DPPH radical scavenging activity was obtained with all concentrations of AA tested 

(5-500 mg/mL). The AA was able to reduce the stable free radical DPPH to the yellow-

colored 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl with an IC50 of 9.1 µg/mL. The AA concentration of 

75 µg/mL was able to induce 94.09% of DPPH inhibition. This effect increased up to 96.32% 

in the AA concentration of 500 µg/mL. Under similar conditions, the synthetic antioxidant 

BHT presented an IC50 61.1 µg/mL and induce 95.12% of DPPH inhibition only when was 

used in the concentration of 500 µg/mL. (Figure 2) 
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3.2. Acute toxicity 

 

The single AA dose of 5000 mg/kg administered orally to mice did not modify body 

weight of males (43.66 ± 1.42 g at first day and 44.03 ± 1.34 g at 14th day)  and females 

(40.64 ± 0.95 g at first day and 43.36 ± 0.99 g at 14th day)  compared to the control animals 

(45.23 ± 1.32 g at the first day and 45.93 ± 1.17 g at 14th day). Figure 3 shows daily body 

weights of both groups during 14 days. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 2: DPPH radical scavenging activity of Anacardic acid and the synthetic 
antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT) in the concentration range of 5-500 
mg/mL. The IC50 estimated for Anacardic acid and BHT were 9.1 µg/mL and 61.1 
µg/mL, respectively.  
 

Figure 3: Effect of Anacardic acid on the dough variation in the acute toxicity test. 
( ) Male animals treated with vehicle in the Control group ( ), Male animals treated with 
single dose of Anacardic acid 5000 mg/kg, (  )Female animals treated with single dose of 
Anacardic acid 5000 mg/kg (n = 6 per group) . 
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Death or signs and symptoms of toxicity including autonomic effects (salivation, and 
piloerection), central nervous system effects (tremors and convulsions) or behavioral effects 
were not observed in any of the mice treated with AA. 
In the group treated by AA 5000 mg/kg, differences in the daily consumption of food (28.3 ± 

1.43 g/day) and water (52.21± 3.47 mL/day) were not also observed when compared to 

control group (27.0 ± 4.97 g/day and 51.99 ± 2.38 mL/day).  Therefore, the acute minimum 

lethal dose of AA for mice could not be calculated, suggesting that it is higher than 5000 

mg/kg. 

 

3.3. Effect of AA on brain lipid peroxidation  

As expected, the administration of rotenone for 5 days induced lipoperoxidation as 

indicated by the significant increase of MDA levels in the SN, cortex, and striatum in 

comparison to the control group. Treatment with AA (1, 3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) 1 

hour before the administration of rotenone attenuated lipid peroxidation levels in the 

substantia nigra, cortex and striatum (p < 0.00001; ANOVA followed by Newman-Keuls as 

pos-hoc test), as shown by the significant decrease in MDA concentration (Fig. 4). 

 

Figure 4: Levels of thiobarbituric acid-reactant substances (TBARS) in the substantia nigra (A), 
cerebral cortex (B), and striatum (C)  of rats in the control and experimental groups treated with 
rotenone only or in combination with anacardic acid (1, 3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day).  Each 
bar represents mean ± standard error of the mean. *** p<0.00001, * p<0.05 compared with 
control. ### p<0.00001, # p<0.05 compared with rotenone. One-way analysis of variance 
followed by Newman Keuls Multiple Comparison test. n = 8 per group). 
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3.4. Effect of AA on tSOD  

 

The administration of rotenone produced a decrease in tSOD activity compared with 

the control group in the SN and cerebral cortex (Fig. 5A and B) but not in the striatum (Fig. 

5C). Treatment with AA (25, 50 and 100 mg/kg/day) plus rotenone significantly increased the 

activity of this antioxidant enzyme in all regions analyzed (Fig. 5A, B and C). Doses of both 

25 and 50 mg/kg/day AA were equally effective in elevating activity of tSOD in the SN and 

cerebral cortex, while 100 mg/kg/day significantly increased this effect compared to lower 

doses (Fig. 5A and B). In the striatum, a dose-dependent effect was detected between AA 25 

and 50 mg/kg/day but no additional increase was induced by AA 100 mg/kg/day (Fig. 5C). In 

order to clarify mechanisms involved in this effect, one animal group was treated with AA 

100 mg/kg/day in the absence of rotenone. As can be shown in the figure 5, AA alone was 

also able to increase tSOD activity, compared to the control condition. This increase varied 

according to the region, and corresponded to about 80% in the SN, 53% in the cerebral cortex 

and 230% in the striatum.    
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Figure 5: Total superoxide dismutase (t-SOD) activity in the substantia nigra (A), cerebral 
cortex (B), and striatum (C)  of rats in the control and experimental groups treated with 
rotenone only or in combination with anacardic acid (10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) or with 
anacardic acid only (100 mg/kg/day).  Each bar represents  mean ± standard error of the 
mean. *** p<0.00001, * p<0.05 compared with control. ### p<0.00001, # p<0.05 compared 
with rotenone. @@@ p<0.00001 compared to AA 100 mg/kg/day  in the presence or absence 
of rotenone. One-way analysis of variance followed by Newman Keuls Multiple Comparison 
test. n = 8 per group). 
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3.8 Effect of AA on locomotor activity  

 

Administration of rotenone for 5 days significantly reduced the ambulatory activity 

and rearings of the rats and increased the duration of immobility and time to start  movement 

of rats in the open field test. Treatment with AA (10, 25, 50, and 100 mg/kg) for 5 days 

significantly improved locomotor activity and rearings and decreased the immobility time  

and the time to start movement in rats (Fig. 6). 

 

Figure 6: Effect of Anacardic acid (1, 3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) on locomotor activity 
in the open field test of rats that received rotenone (n = 8 per group). (A) Total ambulatory 
activity, (B) rearings, (C) duration of immobility, (D) time of start of movement. Each bar 
represents   mean ± standard error of the mean. *** p<0.0001, * p<0.05 compared with 
control. . ### p<0.0001, # p<0.05 compared with rotenone. One-way analysis of variance 
followed by Newman Keuls Multiple Comparison test. 
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3.9. Effect of AA on rotarod test  

 

Administration of rotenone caused a significantly decrease in the time of permanency 

of the animals compared with control animals in the rotarod test. Daily treatment with AA (3, 

10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) for 5 days significantly increased the time of permanency 

compared with the group that received only rotenone (Fig. 7).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.0.  Effect of AA on memory performance in the elevated T-maze test 

 

Treatment with rotenone caused marked memory loss, as shown by the significant 

decrease in the percentage of memory retention compared with the control group. Daily 

treatment with AA (1, 3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) 1 h before the administration of 

rotenone increased the percentage of memory retention in rats compared with treatment with 

rotenone alone (Fig. 8). 

 

Figure 7: Effect of Anacardic acid (1, 3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) in the rotarod test 
in rats that received rotenone (n = 8 per group). Each bar represents  mean ± standard error 
of the mean. *** p<0.0001, * p<0.05 compared with control. ### p<0.0001, # p<0.05 
compared with rotenone. One-way analysis of variance followed by Newman Keuls 
Multiple Comparison test. 
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4.1 Effect of AA on neurodegeneration assessed by FJC labeling  

The animals that received rotenone only presented signals of neurodegeneration in the 

substantia nigra detected as FJC positive cells (Fig. 9B) compared to control condition (Fig. 

9A). In the group pretreated with AA (25 and 100 mg/kg/day) followed by rotenone, no FJC 

positive cells were detected in the substantia nigra (Fig. 9C and D). 

 

Figure 8: Effect of Anacardic acid (1, 3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) on memory 
performance in the elevated T-maze test, in rats that received rotenone (n = 8 per group). 
Each bar represents mean ± standard error of the mean. *** p<0.0001 compared with 
control. ### p<0.0001 compared with rotenone. One-way analysis of variance followed by 
Newman Keuls Multiple Comparison test. 
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Figure 9: Photographs of epifluorescence microscopy showing brain parasagittal  sections at 
the level of Substantia Nigra  processed by  Fluoro-Jade C staining.    Images in low and high 
magnification of representative animals treated with vehicle  (A), rotenone only (B)  and with 
AA 50 mg/Kg/day (C) or AA 100 mg/Kg/day (D)  followed by rotenone. Note the effect of AA 
in prevent signals of neurodegeneration induced by rotenone. Scale bars: 40 µm. 
 

 



107 
 

 
4. Discussion  

The present study tested the hypothesis that AA systemically administered would have 

a potential antioxidant and neuroprotector action upon the rat nigrostriatal system and cerebral 

cortex. Systemic rotenone treatment for five days, used as an experimental model of PD, was 

able to induce neurodegeneration in the SN and increased lipoperoxidation levels in all 

regions analyzed. Nevertheless, in the majority of the rats this treatment did not induce 

mortality.   Acute toxicity assessment in mice using a single AA dose of 5000 mg/kg showed 

for the first time that even in a high dose, this compound does not provoke toxic signs. 

According to Kennedy et al. [31], substances that present a lethal dose 50% (LD50) higher 

than 5000 mg/kg by the oral route can be considered practically nontoxic. Therefore, our 

present findings  reinforce this idea with respect to AA, adding information to  previous 

evidence that successive oral administration of AA using 300-1000 mg/kg or a single dose of 

2000 mg/kg is nontoxic [32]. 

Nowadays there is a growing body of evidence that OS contributes to the etiology of 

PD where mitochondrial dysfunction is considered to be one of the mechanisms responsible 

for neurodegeneration in the brain [33]. Several markers of lipid peroxidation are increased in 

brains of patients with PD [5]. Similarly, cumulative oxidative damage is the primary 

mechanism by which rotenone exposure leads to inhibition of complex I of the mitochondrial 

electron transport chain and degeneration of midbrain dopaminergic neurons [34]. It has been 

shown that several types of antioxidants may attenuate the toxicity promoted by rotenone [34, 

35]. For this reason, this approach was used in the present work. 

In our study, administration of rotenone via a subcutaneous route promoted increased 

levels of lipoperoxidation (~26 fold) in the substantia nigra, striatum and cerebral cortex in 

comparison to the control condition. At the same time, lower levels of tSOD activity were 

observed in the SN and cerebral cortex. AA treatment was almost completely able to blunt 

lipoperoxidation provoked by rotenone in low doses such as 1 mg/kg/day. This effect was 

similar in order of magnitude among SN, cerebral cortex and striatum (92, 87 and 90% 

reduction, respectively). It is noteworthy to mention that this protective effect occurred even 

when 100 mg/kg AA was used, suggesting the absence of a biphasic modulation in this dose 

range.  



108 
 

 
The effects of AA on rotenone induced-lipoperoxidation were at least in part due to a 

stimulatory action on the tSOD enzyme. These findings were supported by the findings that 

AA was effective in elevating activities of tSOD even in the absence of rotenone. To our 

knowledge, this is the first evidence of a modulatory effect of this flavonoid on this 

antioxidant enzyme, providing a novel molecular mechanism of action of AA. Besides this 

activity on tSOD, we cannot discard the possibility that the antioxidant action of AA is also 

due to the presence of alkyl side chains, which confer on this compound an ability to inhibit 

the generation of superoxide anions and uric acid by xanthine oxidase [10]. Another aspect 

that should be taken in account is the pharmacological action of AA as a non-selective 

inhibitor of histone acetiltransferase (HAT). It has been demonstrated that rotenone treatment 

and ROS production can increase histone acetylation as one of mechanisms involved in 

cellular damage [36]. In addition, in a cell culture model of Parkinson´s disease, it has been 

shown that the inhibition of HAT by AA protected against dopaminergic cell death induced 

by the pesticide paraquat [21]. 

It has been proposed that the cytoprotective capacity of an antioxidant molecule would 

be critical to define a potential  neuroprotective therapeutic activity. In this aspect, the use of 

flavonoids would be advantageous considering that these molecules are able to inhibit the 

action of several enzymes and activate survival signals in addition to the direct scavenging of 

ROS [37]. Thus, effects of AA were also investigated in the present study with respect to its 

ability to reduce rotenone-induced signs of neurodegeneration in the SN. Our  findings using 

FJC staining, which specifically labels damaged neurons [29], demonstrated that AA at doses 

from 25 to 100 mg/kg/day completely prevented signs of cell damage.  This data reinforces 

previous evidence obtained  in vitro [20, 21] and   shows that a cytoprotective action of AA 

can  occurs even when it is systemically administered. In the dose range used in the present 

work,  AA  seems to be  more protective  than  ascorbic acid, for example, which  induced  

pro-oxidative effects in the cerebral cortex when was  taken by oral route in doses of 60 and 

120 mg/Kg/day [38]. 

Besides oxidant effects, rotenone can also modify several aspects of motor and 

cognitive behavior, including reduced activity, flexed posture, rigidity and catalepsy 

correlated with dopamine cell degeneration [ 39, 40, 41, 42] and neuroinflammation [35]. In 

this study, pretreatment with AA significantly reduced rotenone-induced behavior 

abnormalities, increasing general locomotor activity in the open field test, time  
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of permanence in the revolving bar (rotarod test) and in the percentage of memory retention in 

the elevated T-maze. 

Comparative analysis of AA effects in improving motor and cognitive performance 

analyzed in these tests, demonstrated a better therapeutic efficacy of this flavonoid in 

increasing the  time of permanence in the rotarod and memory retention, which were 

respectively reduced about 9 and 12 fold by rotenone. In these cases, AA doses of 1 or 3 

mg/kg/day were enough to improve these parameters around 3 and 5 fold, respectively. 

Nevertheless, the dose dependent effects of AA in these tests were different. In the elevated 

T-maze, AA at 10 mg/kg/day completely reversed rotenone-induced effects whereas in the 

rotarod test the maximum effect was only observed at 100 mg/kg/day. Such results suggest 

beneficial effects of AA on two different pathways related to midbrain dopaminergic systems: 

first, the mesocorticolimbic system involved in the working memory [43], herein assessed by 

T-maze test; and second the nigrostriatal system, mainly associated with motor performance, 

especially under conditions that require balance (rotarod test) [25, 43, 44]. 

The open field test was used in the present study as a measure of exploratory behavior 

and general activity related to several neural circuits associated to the basal ganglia function 

[24, 44, 45]. Crossings assess the ambulatory movement; rearing, the exploratory behavior 

and the latency to start the movement mainly reflects the animal motivation. Such parameters 

are usually impaired in PD and this decline in neuromotor function was herein reproduced 

using rotenone. AA administered at a dose of 10 or 25 to 100 mg/kg/day was able to prevent 

rotenone-induced effects on these parameters. Such results are consistent with the 

neuroprotective action of AA on the biochemical and cellular parameters analyzed in the 

present study. 

 

5. Conclusion 

In conclusion, the present findings demonstrate for the first time that AA systemically 

administered by oral route may exert protective action on an experimental model of 

neurodegenerative disorder. Under this condition, AA is able to cross the brain-blood barrier 

and reach the central nervous system in sufficient amounts to have a positive effect, indicating 

an adequate bioavailability. Beneficial effects of AA were evident considering its ability to 

reduce behavioral impairment, OS and signs of neurodegeneration in the SN. Our results also 

provide a novel mechanism of AA action  
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indicating that SOD enzyme activity is a potential pharmacological target of this flavonoid. 

Thus, new perspectives on therapeutic use AA in PD as well as other dopamine related 

neurological disorders should be considered. 
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ANEXO A 
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ANEXO B 

SINTOMAS NORMAL TEMPO E DATA 

Aparência geral 4     

Frêmito vocal 0     

Irritabilidade 0     

Resposta ao toque 4     

Aperto da cauda 4     

Contorção 0     

Trem posterior 0     

Endireitamento 4     

Tônus muscular 4     

Força de agarrar 4     

Ataxia 0     

Reflexo auricular 4     

Reflexo corneal 4     

Tremores 0     

Convulsões 0     

Estimulações 4     

Straub 0     

Hipnose 0     

Anestesia 0     

Lacrimação 0     

Ptose 0     

Micção 4     

Piloereção 0     

Defecação 4     

Hipotermia 0     

Respiração 4     

Cianose 0     

Morte      

 

Códigos: Testes com anotação normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4 Teste com 

anotação normal “4”, a intensidade do efeito poderá variar de 0 a 3 quando ocorrer diminuição, 4 quando 

igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento. 
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ANEXO C 
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ANEXO D 

 
HPLC DA AMOSTRA DE ÁCIDO ANACÁRDICO UTILIZADA NESTE TRABALHO. 
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PICO ÁCIDO ANACÁRDICO NA ANÁLISE PELA METODOLOGIA DO HPLC 
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