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RESUMO

Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae), espécie nativa do Brasil, é conhecida
popularmente como cajueiro e muito utilizada como alimento e medicamento. O presente
estudo teve como objetivos: organizar os dados publicados sobre as propriedades
antimicrobianas de Anacardium occidentale, avaliar a acdo antioxidante e antimicrobiana e
investigar a composicdo quimica dos extratos das flores (EBFL), folhas (EBFO) e da casca do
caule (EBC) de A. occidentale e avaliar a atividade antimicrobiana de um bioproduto obtido,
visando sua utilizagdo na profilaxia e tratamento auxiliar da carie. A revisao considerou
publicacdes de: Medline, Lilacs, Scielo, Chemical abstracts, PubMed, Biological Abstract,
Web of Sciences e Highwire, entre 1980 e 2011, usando como descritores: Anacardium
occidentale e as atividades antimicrobiana, antibacteriana, antifungica e farmacoldgica e
caju. A acao antioxidante foi determinada pelo ensaio de 2,2-difenil-picrilhidrazila (DPPH) e a
antimicrobiana por difusdo em agar, diluicdo em caldo e determinacdo da concentracao
bactericida (CBM) ou fungicida (CFM) minima, utilizando cepas padrdo de Streptococcus
mutans, Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus e MRSA, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Candida albicans e amostras clinicas de
Salmonella choleraesuis, Candida albicans e Candida tropicalis. A composi¢dao quimica foi
determinada por colorimetria, cromatrografia e espectroscopia. Do extrato das flores (EBFL),
o0 mais ativo, foram obtidas fracdes que foram avaliadas quanto a a¢ao antimicrobiana. Em
relacdo a revisdao de literatura foram encontrados 44 artigos e 3 dissertacbes sobre
propriedades antimicrobianas do cajueiro. A maioria dos estudos utilizou extratos da casca
(30%) e Staphylococcus aureus, incluindo as cepas MRSA, foram os micro-organismos mais
estudados (68%). Nos ensaios para determinar a atividade antioxidante todos os extratos
apresentaram valores semelhantes a quercetina, utilizada como controle positivo. Os
resultados dos protocolos experimentais mostraram que o EBFL apresentou agao
antimicrobiana mais efetiva por inibir o crescimento de todos os micro-organismos testados,
tanto em culturas plancténicas como no biofilme. A fracdo F1 e um bioproduto a base de
EBFL também apresentaram potente acdo antimicrobiana sendo tdo efetivos sobre micro-
organismos cariogénicos quanto a clorexidina. No EBFL foram identificados acidos organicos,
alcaloides, compostos fendlicos, taninos hidrolisdveis, flavonas, flavondis, xantinas,
esteroides e triterpenos. Concluimos que as propriedades antimicrobianas e antioxidantes
das flores podem estar relacionadas a presenca de flavonoides e/ou de compostos fendlicos
tais como acidos anacardicos, cardol e cardanol. Importante ressaltar que este trabalho é o
primeiro relato sobre de A. occidentale quanto ao uso profilatico e terapéutico em doencas
bucais, em especial, a carie e a candidiase.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, Anticarie, Antimicrobiano, Caju, Antioxidante.



ABSTRACT

Anacardium occidentale, family Anacardiaceae, is popularly known as cashew tree and it is
widely used as food and medicine. This study aimed to review data on antimicrobial
properties of Anacardium occidentale, to evaluate the antioxidant and antimicrobial action
and to investigate the chemical composition of the extracts of flowers (EBFL), leaves (EBFO)
and stem bark (EBC) of A. occidentale, to evaluate the antimicrobial activity of the byproduct
obtained in order to use it in the prophylaxis and adjunctive treatment of caries. This review
considered publications by Medline, Lilacs, Scielo, Chemical Abstracts, PubMed, Biological
Abstract, Web of Sciences and Highwire, between 1980 and 2011, using the descriptors:
Anacardium occidentale, antimicrobial, antibacterial, antifungal and pharmacological activity
and cashew. The antioxidant activity was determined by DPPH assay and the antimicrobial
activity by agar diffusion, broth dilution, determination of the minimum bactericidal
concentration (MBC) or minimum fungicide concentration (MFC), using standard strains of
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus, MRSA, Enterococcus
faecalis, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori and Candida albicans and clinical samples of
Salmonella choleraesuis, Candida albicans and Candida tropicalis. The chemical composition
was determined by colorimetry, chromatography and spectroscopy. The EBFL, more active,
was fractionated and the fractions were also evaluated for antibacterial action. Regarding
the literature review, 44 articles and 3 dissertations about antimicrobial properties of
cashew tree were found. Bark extracts were the mostly used in those researches (30%).
Staphylococcus aureus, including MRSA strains were the most studied microorganisms
(68%). All extracts have showed antioxidant activity compared to quercetin. On the other
hand, the result of experimental protocols showed that the EBFL was presented as the one
with the most active antimicrobial action against all microorganisms evaluated either in
planktonic cultures or the biofilm. The fraction F1 and bioproduct-based EBFL have also
showed potent antimicrobial activity. In EBFL there were identified organic acids, alkaloids,
phenolics, hydrolysable tannins, flavones, flavonols, xanthines, steroids and triterpenes. This
is the first research on the antioxidant and antimicrobial properties of the flowers of A.
occidentale on the prophylactic and therapeutic use in oral diseases, particularly caries and
candidiasis, activities that may be related to the presence of flavonoids, tannins, organic
acids, alkaloids and phenolic compounds such as anacardic acid, cardol and cardanol.

Keywords: Anacardium occidentale, Anticaries, Antimicrobial, Cashew, Antioxidant.
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CG/EM: Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massa
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DA: Difusdao em agar
DAC: Difusdo em agar/ técnica do cilindro
DAD: Difusdo em agar/ técnica dos discos
DAP: Difusdo em agar/técnica dos pogos
DC: Diluicao em caldo
DP: Desvio Padrao
DPPH: 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyla
EBC: Extrato bruto da casca do caule
EBFL: Extrato bruto das flores
EBFO: Extrato bruto das folhas
EVSM: Ensaio da Viabilidade de Streptococcus mutans
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por eletrospray
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HPLC: High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
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Electrospray lonization Mass Spectrometry (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Detector de diiodo acoplada a Espectrometria de Massas com fonte Electrospray)

HRMN: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

LCC: Liquido da casca da castanha de caju

m/z: Relagdo massa/carga

MIP: Microdiluicdo em placa

MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (S. aureus resistente a meticilina)
NR: N3o realizado

PBPs: Penicillin-binding proteins (Proteinas de ligacao as Penicilinas)

SCoN: Staphylococcus coagulase negativa

SI: Sem inibigdo

TLC: Thin Layer Chromatography (Cromatografia em Camada Delgada)
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1 INTRODUGAO

Anacardium occidentale L., familia Anacardiaceae, arvore tropical frutifera, nativa do
Brasil, é conhecida popularmente como cajueiro. Esta espécie vem sendo utilizada para
reflorestamento, como planta ornamental e para o sombreamento (LUCENA, 2006).
Apresenta ampla dispersdo na faixa litoranea da regido norte e nordeste do Brasil, onde
também tem grande importancia economica, devido a sua utilizacdo na producdo de sucos,
doces, geleias, sorvetes entre outras (MAIA et al., 2000; ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003;
GARRUTI et al., 2006; ABULUDE et al., 2010).

A castanha, o verdadeiro fruto, é o principal produto de exploragdo e exportacdo. O
pseudofruto, popularmente conhecido como caju apresenta elevados teores de vitamina C e
sais minerais (LIMA et al., 1999; ASSUNGCAO; MERCADANTE, 2003; AGOSTINI-COSTA et al.,
2004) e é muito utilizado na preparacdo de sucos, doces caseiros e industrializados
(GARRUTI et al., 2006; CABRAL, 2010).

A. occidentale apresenta uma variedade de propriedades farmacolégicas, entre elas a
atividade antimicrobiana de largo espectro (LAURENS et al.,, 1982; AKINPELU, 2001;
OMOJASOLA; AWE, 2004; GONCALVES et al., 2005a; DAHAKE et al., 2009; AGEDAH et al.,
2010; AISWARYA et al., 2011a). Em geral, as folhas, a casca do caule, a castanha (fruto), o
caju (pseudofruto) e a goma do cajueiro sao utilizados em decotos e infusos, especialmente
a casca do caule e as folhas, para tratar diarreias, hemorragias, inflamacdes, acnes, diabete,
asma, dor de garganta, dor de dente, estomatites, entre outras (CORREA, 1984; BORBA;
MACEDO, 2006; AISWARYA et al., 2011a; LUZ, 2001).

Muitas sdo as atividades etnobotanicas e farmacoldgicas atribuidas as varias partes
do cajueiro, mas ainda sdo escassos os dados sobre as flores. Assim, investigamos a
atividade antimicrobiana do extrato preparado com as flores em comparacdo aos extratos
obtidos das folhas e casca do caule de A. occidentale.

A acdo antimicrobiana dos extratos das folhas, casca e flores foi investigada
primeiramente sé para micro-organismos cariogénicos e/ou associados as infecgdes orais e
posteriormente para outras bactérias e fungos. Diante dos resultados promissores do
extrato bruto das flores investigamos também sua composi¢ao quimica. Assim, o extrato foi
fracionado e também utilizado na preparacdo de uma formulacdo terapéutica, em forma de

gel para uso na profilaxia e tratamento da carie, em criangas, pessoas com mobilidade
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reduzida, em pacientes internados nas unidades de terapia intensiva, entre outros. Vale
lembrar que a cdrie dentaria é um problema de saude publica, embora a infeccdo pelo
principal agente etioldgico possa ser controlada.

O presente estudo foi organizado em quatro capitulos como forma de contemplar
os varios aspectos da a¢do antimicrobiana dos extratos de A. occidentale L. O primeiro
capitulo se refere a revisao bibliografica, considerando as propriedades antimicrobianas de
Anacardium occidentale, no periodo entre 1980 e 2011; no segundo capitulo investigamos a
atividade antimicrobiana do extrato das folhas, cascas e flores; no terceiro capitulo
avaliamos o potencial anticdrie do extrato das flores e de suas fracdes, considerando a acdo
sobre células planctonicas e sobre o biofilme e no quarto capitulo constam algumas

informacgdes sobre o pedido e registro de patente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A. occidentale L., popularmente conhecida como cajueiro, é uma espécie nativa do
Brasil, com ampla distribuicdo na regido nordeste do pais (CORREIA et al., 2006; CHAVES et
al., 2010), incluindo o Estado do Maranhado, em especial, nas regiées dos chapaddes, cocais,

baixada, pré-amazénia maranhense e litoranea (PINHEIRO et al., 2011).

2.1. Taxonomia de Anacardium occidentale L. (VIRBOGA, 2005)
Reino: Plantae
Divisdao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Anacardium

Espécie: Anacardium occidentale

2.2. Caracteristicas botanicas de Anacardium occidentale L.

Ha dois tipos de Anacardium occidentale, o chamado cajueiro comum e o cajueiro-
ando-precoce (PAIVA et al., 2003). O cajueiro comum é uma arvore de aparéncia exética,
com copa baixa e altura entre 5 e 10 m. O caule, as vezes, um pouco reto e alto, porém
geralmente, é tortuoso e baixo, conforme a natureza do terreno; apresenta ramos
contorcidos. As folhas sdo simples, inteiras, oblongas, alternas, pecioladas, obtusas,
subconvexas, onduladas e glabras. As flores sao rdseas, palidas, dispostas em paniculas
terminais ramificadas, masculinas e hermafroditas e o fruto é reniforme, conectado ao

pedunculo ou pseudofruto comestivel (CORREA, 1984; MAZZETTO et al., 2009) (Figura 1).
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Figura 1: Flores (A) e folhas (B) de Anacardium occidentale L.

O nome caju é oriundo da palavra indigena “acaiu” e corresponde ao pseudofruto
formado pelo pedunculo floral superdesenvolvido, onde a castanha esta inserida, é a parte
carnosa e comestivel, guando maduro. O pseudofruto, muito apreciado pela sua suculéncia,
apresenta pele cerosa e colora¢do que varia de amarelo a vermelho (CRUZ, 1985; LORENZI;
MATOS, 2002; ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003; GARRUTI et al., 2006; MAZZETTO et al.,
2009) (Figura 2A).

A castanha de caju, o verdadeiro fruto, € um aquénio de comprimento e largura
varidvel, casca coridcea, mesocarpo alveolado, contendo um liquido escuro, caustico e
inflamavel, chamado de liquido da casca da castanha do caju (LCC) ou cashew nut shell liquid
(CNSL). Na parte mais interna da castanha se localiza a améndoa, constituida de dois
cotilédones carnosos e oleosos, que compdem a parte comestivel do fruto, revestida por
uma pelicula em tons avermelhados (MAZZETTO et al., 2009). Da améndoa também pode
ser extraido um dleo que pode ser utilizado como substituto do azeite de oliva (GAZZOLA et

al., 2006) (Figura 2B).
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Figura 2: Pseudofruto (A), fruto (B) e folhas (C) de Anacardium occidentale L.

A. occidentale também apresenta um exsudato ou goma que consiste de um
heteropolissacarideo acidifero, ramificado, de cor amarelada e solivel em dgua. A goma
pode fluir naturalmente ou por incisées no tronco e nos ramos da arvore ou devido ao
ataque de insetos e micro-organismos (MARQUES et al., 1992, MENESTRINA et al., 1998,
PAULA; RODRIGUES, 1995; MACIEL et al., 2005; OFORIK-WAKYE et al. 2010) (Figura 3).

Figura 3: Goma extraida do tronco
(Exsudato de Anacardium occidentale L.)
Fonte: http://www.redetec.org.br/

inventabrasil/cajuei.htm
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2.3 Etnofarmacologia de Anacardium occidentale L.

Todas as partes do cajueiro sdo popularmente utilizadas para tratamento de doencas,
em decoccdo, infusdo, extratos, entre outras formulacdes (CORREA, 1984, CARTAXO et al.,
2010; AISWARYA et al., 2011a).

A casca do cajueiro é utilizada como adstringente, tonico em diversas astenias,
estimulante do apetite, abortiva, contraceptiva, antisséptica vaginal e util para cura de aftas,
asmas, bronquite, célica intestinal, debilidade muscular, diabete, diarreia, disenteria,
doencgas da pele, esterilidade, febre, hipertensdo, inflamac¢des da garganta, leishmaniose,
maldria, queimadura, sifilis, tosse, Ulcera péptica, impoténcia, problemas genitais entre
outras (LEWIS, 1980; CORREA, 1984; GILL; AKINWUMI, 1986; BARRETT, 1994; COE;
ANDERSON, 1996; LUZ, 2001; BRAGA et al, 2007; RODRIGUES, 2007; MUSA et al., 2010).

As folhas sdo utilizadas para curar diarreias, estomatites, aftas, bronquite, célicas
intestinais, debilidade muscular, diabete, doencas venéreas, doencas de pele, dor de dente,
estomatites, fraqueza, inflamacgdes, leishmaniose, psoriases, tosse, verrugas, entre outras
(CORREA, 1984; GILL; AKINWUMI, 1986; CHHABRA et al., 1987; FLORES; RICALDER, 1996;
FRANCA et al. 1996; LUZ, 2001; MOREIRA et al., 2002; BORBA; MACEDO, 2006).

O fruto é considerado tonico-excitante, digestivel, afrodisiaco, anti-helmintico e util
contra calos, debilidade em geral, diarreia, disenteria, dor de dente, eczemas, febre,
impoténcia, lepra, perda de apetite, psoriases, Ulceras, verrugas, entre outras (CORREA,
1984; BORBA; MACEDO, 2006). As flores, muito visitadas pelas abelhas sdo tonicas e
afrodisiacas (CORREA, 1984).

O pseudofruto é empregado como excitante, sudorifero, diurético, depurativo,
antissifilitico, cicatrizante, util contra catarros cronicos, diarreia, dispepsias, ictericia,
inflamacdes, entre outras (CORREA, 1984; GIRON et al., 1994; LUZ, 2001). A goma do
cajueiro é considerada expectorante, Util contra afeccdes pulmonares e tosses rebeldes
(CORREA, 1984). A raiz é considerada purgativa e fortalecedora do utero, util contra doencas

estomacais (CORREA, 1984; GIRON et al., 1994).

2.4 Atividades bioldgicas de Anacardium occidentale L.
Uma variedade de propriedades bioldgicas ja foi detectada em extratos e compostos
isolados das partes aéreas de A. occidentale. As atividades descritas bem como as

referéncias a elas relacionadas estdo listadas na tabela 1:
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Tabela 1 - Principais atividades biolégicas da espécie Anacardium occidentale

ATIVIDADE

REFERENCIAS

Antiacne

Antidiabética

Antigenotoxica
Anti-inflamatoria

Anti-helmintica
Antileishmania

Antimicrobiana

Antimutagénica

Antiofidica

Antioxidante

Antitumoral
Antiulcerogénica
Antiviral

Gastroprotetora

Inseticida

Moluscicida

(Kubo et al. 1994)

(Kamtchouing et al., 1998; Ojewole, 2003; Alexander-Lindo et
al., 2004; Olatuniji et al., 2005; Sokeng et al., 2007; Tedong et al.,
2006; 2007; Borges et al., 2008; Silva; Guerra, 2009)

(Barcelos et al., 2007a)

(Mota et al., 1985; Patil et al.,, 2003; Olajide et al., 2004;
Vanderlinde et al., 2009)

(Aiswarya et al., 2011b)

(Franca et al., 1993; Braga et al., 2007)

(Laurens et al., 1982; Kubo et al., 1999; Akinpelu, 2001; Araujo
et al., 2005, Dahake et al., 2009)

(Barcelos et al., 2007b; Melo-Cavalcante et al., 2003; 2005;
2008).

Ushanandini et al., 2009)

(Melo-Cavalcante et al., 2003; Kubo et al., 2006; Rodrigues et
al., 2006; Sajilata; Singhal, 2006; Trevisan et al., 2006; Kamath;
Rajini, 2007; Broinizi et al.,, 2007; 2008; Razali et al., 2008;
Chaves et al., 2010; Jaiswal et al., 2010, Andrade et al., 2011,
Oliveira et al., 2011; Santos, 2011)

(Kubo et al., 1993a; Floréncio et al., 2007)

(Konan; Bacchi, 2007)

(Kudi; Myint, 1999; Gongalves et al., 2005a)

(Morais et al., 2010)

(Marques et al., 1992; Laurens et al.,, 1997; Mendonca et al.,
2005; Oparaeke; Bunmi, 2006; Farias et al., 2009; Lomonaco et
al., 2009; Mukhopadhyay et al., 2010; Oliveira et al., 2011)
(Sullivan et al., 1982; Casadei et al., 1984; Kubo et al., 1986;
Laurens et al., 1987; Souza et al., 1992)

Os estudos quanto as propriedades bioldgicas de A. occidentale tém sido realizados com
extratos preparados com o fruto (HIMEJIMA; KUBO, 1991; LIMA et al., 2000; KASEMURA et
al., 2002; GAITAN et al., 2003; KUBO et al., 2003; GONCALVES et al., 2005b; KANNAN et al.,
2009), pseudofruto (MUROI et al.,, 1993; MUROI; KUBO, 1993; KUBO et al., 1999), folhas
(LAURENS et al., 1982; MACKEEN et al., 1997; KUDI et al., 1999; SCHMOURLO et al., 2005;
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PEREIRA et al., 2006a; MUSTAPHA; HAFSAT, 2007; DAHAKE et al., 2009), casca (LAURENS et
al., 1982; KUDI et al., 1999; AKINPELU, 2001; GONTIJO et al., 2004; ARAUJO et al., 2005;
MELO et al., 2006; PEREIRA et al., 2006b; BRAGA et al., 2007; SANTOS et al., 2007b; SILVA et
al., 2007; ANJOS et al., 2009; ARAUJO et al., 2009; SILVA et al., 2009) e com a goma
(exsudato do cajueiro) (MARQUES et al., 1992; TORQUATO et al., 2004). Na&o foram

localizados estudos realizados com as flores.

2.5 Dados fisico-quimicos das partes de Anacardium occidentale L.

Do cajueiro, em geral, casca do caule, folhas, flores, frutos, pseudofruto, goma
(exsudato do cajueiro) tem sido isolados diversos compostos quimicos.

Dos frutos e pseudofrutos de A. occidentale foram isolados compostos fendlicos
como os acidos anacardicos, cardandis e carddis (KUBO et al., 1986; TOYOMIZU et al., 1993;
PARAMASHIVAPPA et al., 2001; TREVISAN et al., 2006, SETIANTO et al, 2009; OLIVEIRA et al.,
2011; ANDRADE et al., 2011) e fitosterdis (ANDRADE et al., 2011).

No liquido da casca da castanha do caju (LCC) foram identificados compostos
fendlicos, triterpenoides, 6leos volateis, xantoproteina e carboidratos (KANNAN et al., 2009).
Do fruto ainda foram isolados antocianinas e flavonoides glicosilados (BRITO et al., 2007), B-
caroteno, luteina, xantina, a-tocoferol, y-tocoferol, tiamina, acido estedrico, acido oleico,
acido linoleico, lipidios, sitosterol, estigmasterol, lupeol, B-amirina, catequina e epicatequina
(CHAVES et al., 2010; TROX et al., 2010) e minerais tais como potdssio, cdlcio, magnésio,
sddio, fosforo, zinco e ferro (AKINHANMI et al., 2008).

As caracteristicas fisico-quimicas da farinha e do dleo da castanha também foram
investigadas. Os valores médios dos parametros para a composicdo centesimal da farinha
foram: 6% umidade; 4% cinzas; 37% extrato etéreo; 25% proteina bruta; 1% fibra bruta e
27% de carboidratos. O teor de acidos graxos foi de 29%, com energia de 2242.8 KJ / 100 g.
Em relacdo a composicdo em minerais (mg/100g) foram encontrados: Na, K, Ca, Mg, Mn, Cu,
Zn, Fe e P. Os parametros para o Oleo foram: cor amarela; indice de refracdo 1.465;
gravidade especifica 0.964; acidez 1 + 4 mg KOH/g; indice de saponificagdo 168 * 0,3mg
KOH/g; concentracdo de iodo 44 + 0,1 mg/iodo/g; indice de perdxido 3 + 0,2 e concentragdo

de acidos graxos livres 28 + 0,1 mg/g (AREMU et al., 2006).
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A andlise de aminoacidos revelou que a farinha de castanha de caju contém
quantidades nutricionalmente relevantes da maioria dos aminoacidos essenciais (AREMU et
al., 2006).

Melo et al. (1998) realizaram a caracterizagao fisico-quimica da améndoa da castanha
crua e da tostada para identificarem alteragdes provocadas pelo processo de cozimento. As
améndoas cruas apresentam pH préoximo a neutralidade e composicao centesimal com os
seguintes teores: umidade - 5%, cinzas - 2%, proteinas — 22,11%, lipidios — 46,28%, aclcares
totais — 7,93 % e amido — 16,07%. As tostadas: umidade — 1,18%, cinzas — 2,43%, proteinas —
21,76%, lipidios — 48,35%, acucares totais — 8,23 % e amido — 17,30%. Observaram
diferencas significantes entre os teores de lipidios, aclUcares totais e amido, possivelmente
devido a perda de agua durante o processo de tostagem.

A caracterizacdo dos compostos fendlicos nos pedunculos de A. occidentale detectou
a presenca de antocianidinas, taninos condensados e acidos anacdrdicos. Entre os
flavonoides, a delfininidina foi o composto mais abundante (AGOSTINI-COSTA et al., 2000).

Maciel et al. (1986) identifcaram no suco de caju, por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa - CG/EM, compostos volateis, na maioria ésteres, além de
aldeidos, cetonas, acidos, terpenos e enxofre. Os mesmos compostos volateis foram
detectados nos pseudofrutos de uma variedade de caju (A. occidentale L. var. nanum). Do
pedunculo do caju foram isolados componentes glicosilados, alcoois conjugados e acidos
cindmicos, detectados pela primeira vez nesta espécie (BICALHO et al., 2000; BICALHO;
REZENDE, 2001). O pedunculo apresenta em sua composicdo potdssio, enxofre, fésforo,
magnésio, silicio e aluminio (SANTOS et al., 2007a).

Michodjehoun-Mestres et al. (2009) extrairam fendis monoméricos de peles e polpas
do pseudofruto, de quatro gendtipos de cajueiros do Brasil e da Africa ocidental, que foram
purificados e submetidos a andlise cromatografica por HPLC-DAD/ESI-MS. Observaram que
as peles dos pseudofrutos sdo mais ricas em compostos fendlicos simples do que as polpas,
com predominancia da miricetina e quercetina. As antocinidinas foram detectadas em peles
dos dois gendtipos pigmentados dos pseudofrutos (vermelho e laranja) como peonidina,
petunidina e cianidina 3-0-hexosides, mas estavam ausentes nas polpas desses
pseudofrutos.

A abordagem fitoquimica das folhas detectou a presenca de flavonoides, saponinas,

compostos fendlicos e dleos essenciais (JORGE et al.,, 1996). Outros estudos fitoquimicos



24

detectaram na casca do caule de A. occidentale a presenga de carboidratos, taninos, fendis,
catequinas, glicosideos, saponinas, resinas, flavonoides e alcaloides (ABULUDE et al. 2009;
ABULUDE et al.,, 2010; SANTOS, 2011). Nas folhas foram detectados: carboidratos, taninos,
fendis, catequinas, glicosideos, saponinas, resinas, flavonoides, alcaloides e esterdis
(OMOJASOLA et al., 2004; ABULUDE et al. 2009; ABULUDE et al., 2010; SANTOS, 2011).

Oleos essenciais de folhas, pseudofrutos e flores de cajueiro da variedade vermelha e
dleos essenciais de pseudofrutos da variedade amarela foram obtidos por hidrodestilacdo e
analisados por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (CG/EM). Das
folhas de cajueiro vermelho foram identificados os constituintes: (e)-B-ocimeno (29%), a-
copaeno (14%), e 6-cadinene (9%), do 6leo dos pseudofrutos desta variedade foram
identificados: acido palmitico e acido oleico e nas flores os seguintes compostos: B-
cariofileno (26 %), salicilato de metila (13 %) e tiglate benzilico (11%). No dleo do
pseudofruto da variedade amarela foram identificados os seguintes compostos: acido
palmitico (11%), furfural (10%), acido 4-hidroxidodecanoico e lactona (8%), (e)-hex-2-enal
(7%), (z)-hex-3-en-1-ol (6%), e 1-hexadecanol (6%) (MAIA et al., 2000).

A goma, exsudato do cajueiro, contém em sua composi¢cdo agucares: galactose,
arabinose, glicose, raminose, manose, xilose, dacido glucurbnico; proteina; minerais:
nitrogénio, zinco, niquel, manganés, cobre, ferro, cddmio, potassio, aluminio e silicio (PINTO
et al. 1995; PAULA; RODRIGUES, 1995; MENESTRINA et al. 1998; GUERRERO et al. 2003;
OFORI-KWAKYE et al. 2010; OKOJIE et al. 2010).

Compostos quimicos isolados do cajueiro e as referéncias, a eles relacionados, estao

listados na tabela 2.
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Tabela 2 — Composi¢ao quimica da casca do caule, folhas, fruto, pseudofruto, flores e goma de Anacardium occidentale

Parte da espécie

Compostos isolados

Referéncias

Casca do caule

Carboidratos, taninos, glicosideos, saponinas, resinas, flavonoides, alcaloides,
fendis, oxalato, fitalato, cianeto, ferro.

(Laurens et al., 1982; Mota et al., 1985; Abulude et al.,
2009, 2010; Okonkwo et al., 2010; Santos et al., 2011)

(E)-B-ocimeno, a-copaeno, 6-cadieno, taninos, saponinas, compostos fendlicos,

(Laurens et al., 1982; Maia et al., 2000; Omojasola et

Folhas . . . . . . . al., 2004; Abulude et al., 2009, 2010; Santos et al.,
alcaloides, esteroides, glicosideos, flavonoides, carboidrato, resinas, fendis. 2011)
(Kubo et al., 1986; Paramashivappa et al., 2001; Kumar
< . (0 . . . L. et al., 2002; Edoga et al., 2006; Trevisan et al., 2006;
Acidos anacardicos, cardol, cardanol, 2-metilcardol, acidos graxos, aminoacidos, g .
. . . . . L. v e Aremu et al., 2006, 2007; Aletor et al., 2007; Brito et al.,
minerais, taninos, triterpenoides, antocianina, flavonéis glicosilados, compostos . .
Fruto fendlicos, dleos volateis, xantoproteina, proteina, carboidrato, B-caroteno 2007; Akinhanmi et al., 2008; Kannan et al., 2003;
! ! Iur’)cel’na xa,nrfcina ! ! ! Setianto et al., 2009; Vicent et al., 2009; Gémez-
! ’ Caravaca et al., 2010; Trox et al., 2010; Oliveira et al.,
2011; Rodrigues et al., 2011)
Acidos anacéardicos, acido galico, dcido protocatecoico, acido cindmico, ésteres,
aldeidos, cetonas, acidos graxos, lactonas, terpenos, isoprenoides, (Muroi, Kubo, 1993; Bicalho et al., 2000; Maia et al.,
hidrocarbonetos, carboidratos, taninos, carotenoides, clorofila, pectina, 2000; Bicalho; Rezende, 2001; Figueiredo et al., 2002;
pseudofruto antocianinas, amido, minerais, vitamina C, flavonais glicosideos (miricetina, Assunc¢do; Mercadante, 2003; Trevisan et al., 2006;

quercetina hexoses, pentosideos, raminosideos), antocianidinas glicosideas
(peonidina, petunidina, cianidina-3-o-hexosides), constituintes volateis: (acido
palmitico, acido oleico, furfural, 4- hidroxidodecanoico acido lactona, (E)-hex-2-
enal, (Z) hex-3-enol, hexadecadol).

Pereira et al., 2008; Lowor et al., 2009;
Michodjehoun-Mestres et al., 2009; Sivagurunathan et
al., 2010; Queiroz et al., 2011)

Goma (exsudato)

Aclcares (galactose, arabinose, glicose, raminose, manose xilose, acido
glucurdnico), proteinas, minerais.

(Pinto et al., 1995; Paula; Rodrigues, 1995; Menestrina
et al., 1998; Guerrero et al., 2003; Ofori-Kwakye et al.,
2010; Okojie et al., 2010)

Flores

Constituintes volateis: B-cariofileno, metilsalicilato, tiglate benzilico.

(Maia et al., 2000)
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2.6 Agao de Anacardium occidentale sobre micro-organismos associados a cdrie dentaria

O extrato hidroalcodlico da casca do caule de A. occidentale em concentragdes
variando de 4 a 50 mg/mL tem acdo sobre Streptococcus mutans, S. mitis e S. sanguis,
bactérias isoladas do biofilme dentario e fortemente relacionadas ao desenvolvimento da
carie (MELO et al.,, 2006). Adicionalmente, o extrato da casca, em baixas concentracdes,
inibe a sintese de glucano, em concentragdes sub-inibitérias para S. mutans, S. mitis e S.
sanguis (PEREIRA et al., 2006b). O extrato da casca apresenta também atividade bactericida
para Lactobacillus casei (ARAUJO et al., 2009), mas ndo tem acdo sobre Candida albicans
(ARAUJO et al., 2005).

Compostos fendlicos isolados do 6leo da casca da castanha do caju (CNSL), bem
como os acidos anacardicos apresentaram acdo antimicrobiana sobre S. mutans e C.
albicans, com resultados potentes (3,13 pg/mL) para S. mutans (HIMEJIMA; KUBO, 1991;
LIMA et al, 2000). Aparentemente, a atividade antimicrobiana do liquido da castanha do caju
sobre S. mutans estad associada ao grau de insaturacdo da cadeia alifatica substituinte dos
nucleos do acido anacdrdico, tendo em vista que a atividade é maior quanto mais insaturada
for a cadeia substituinte (GAITAN et al., 2003).

Os acidos anacardicos (Cis.3 Cis:2 € Cis.1) isolados do pseudofruto de A. occidentale,
apresentaram atividade antibiética sobre S. mutans (MUROI; KUBO, 1993). Estes resultados
foram confirmados com testes utilizando cinco acidos anacardicos naturais (Cis.:3, C12:2, Cis:1
Cis:0 € Cy7.1) isolados do fruto e cinco acidos anacardicos sintéticos analogos (Cs.o, Cs:0, Ci0:0
C12.0 € Cis.1) (KUBO et al., 1993b). Os resultados comprovaram a acao dos acidos ndo so
sobre S. mutans, mas também sobre Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA)
(KUBO et al., 2003).

Em conjunto, os dados mostram importante efeito antimicrobiano de extratos e
compostos isolados das partes aéreas de A. occidentale sobre patdgenos orais, indicando a
presenca de compostos passiveis de utilizacdo na geracdo de bioprodutos com acgao

antibacteriana e antifungica.

2.7 Consideragoes sobre a cdrie dentaria
A carie é uma doenca infecto-contagiosa cronica, de carater multifatorial (WEYNE,
1989; GRANATH et al., 1992; FUJIWARA, 2005; LEITES et al., 2006). E caracterizada pela

desmineralizacdo e desintegracao progressiva dos tecidos calcificados dos dentes, por acidos
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organicos, devido a presenca de bactérias que fermentam carboidratos da dieta e produzem
acidos capazes de destruir a estrutura dentaria (HARDIE, 1992; POULSEN et al., 1992;
OLIVEIRA, 1996; LEITES et al., 2006; SIXOU et al., 2007). A carie, importante problema de
salde publica no Brasil (BRASIL, 2007), é causada pela associacao de pelo menos trés fatores
primarios: o hospedeiro, a microbiota e a dieta (KEYS, 1960) acrescidos do tempo de contato
(FERNANDES; GUEDES-PINTO, 1995; MOIMAZ et al., 2002).

A patogénese da cdrie dental pode envolver trés processos distintos: (1) aderéncia da
bactéria ao dente; (2) formacdo de glicocalice devido a sintese de um glucano, pela acado da
enzima glicosiltransferase, a partir da sacarose e; (3) acumulac¢do do biofilme (placa) com
producdo continua de acidos pelas bactérias S. mutans e Lactobacillus sp. (HAMILTON-
MILLER, 2001).

A placa dental é um biofilme tipico considerado como um dos principais agentes
etioldgicos da cdrie dentaria e da doenga periodontal, devido a presenca de micro-
organismos e seus produtos tais como glucanos adesivos (LOESCHE, 1986; BOWDEN, 1990;
PEREIRA, 1999; MORGAN et al., 2001; GEBRAN; GEBERT, 2002; FUJIWARA, 2005; MARCH,
2006; SIXOU et al., 2007; HIMRATUL-AZNITA; ZAINAL-ABIDIN, 2008; KHULLER, 2009).

Biofilme é a definicdo de uma comunidade estruturada de microcol6nias de células
microbianas envolvidas em uma matriz extracelular de polissacarideos, aderida a um
substrato sdélido umido ou meio liquido, do qual elas podem retirar seus nutrientes
(COSTERTON et al., 1999; PORTERA, 1999; WIMPENNY et al., 2000).

O biofilme produz uma grande quantidade de 4acido latico, a partir de carboidratos
fermentdveis ou a partir de sua acumulacdo na placa. Todos os acUcares da dieta (sacarose,
glicose, frutose e lactose) sao utilizados no metabolismo energético da placa bacteriana e o
amido é usado, apds seu desdobramento até maltose, pelas amilases salivares e bacterianas.
Como consequéncia ocorre a producdao de acidos e a reducdo do pH. Esses Aacidos
desmineralizam o esmalte dentdrio. Por outro lado, em presenca de pH neutro a placa
desprovida de carboidratos permanece em repouso, ou mesmo em periodo de
remineralizacdo da superficie dentaria. Se a produgdo de acidos torna-se muito frequente ou
tem duragdao demasiadamente longa, em comparagdao com os periodos de remineralizagao,
o produto final € uma lesdo cariosa (FUJIWARA, 2005).

As principais bactérias encontradas no biofilme supragengival sdo: Streptococcus

mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Streptococcus
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salivarius, Lactobacillus acidophilus e Actinomyces sp. Interacdes especificas tém sido
descritas entre estas bactérias (SIXOU et al., 2007). A mais virulenta é Streptococcus mutans,
considerada como iniciadora da doenca cérie (O’'TOOLE et al., 2000; TANZER et al., 2001).

Streptococcus mutans s3ao cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos,
microaerodfilos, acidogénicos e aciduricos capazes de formar polissacarideos extracelulares
(JORGE, 1998; UZEDA, 2002; LEITES et al., 2006; NEGRINI et al., 2009). Streptococcus mutans
é o principal agente etioldgico da carie dental devido sua capacidade de acumular, produzir
e tolerar pH extremamente baixo no biofilme dental. A sintese de glucanos insoliveis em
agua é necessdaria para acumulacdo de Streptococcus mutans sobre a superficie dentaria.
Esses glucanos sdo sintetizados a partir da sacarose pela acdo da glicosiltransferase (SMITH
et al,, 1997).

Outros micro-organismos como Actinomyces viscosus e Lactobacillus casei também
sdo capazes de fermentar agucares e estao frequentemente associados a cdrie em humanos.
Dessa forma, a patogénese da cérie inclui o estabelecimento de bactérias indutoras de céries
na superficie dos dentes, além da formacdo de uma placa acidogénica (POULSEN et al., 1992)
e por isso Streptococcus mutans e Lactobacillus sp. sdo considerados como os principais
agentes da microbiota cariogénica.

O aumento da frequéncia do consumo de sacarose, a reducao do fluxo salivar e a
presenca de areas de estagnacdo favorecem a infeccdo por Streptococcus mutans e
Lactobacillus. Uma baixa velocidade de fluxo salivar é geralmente acompanhada por um
numero aumentado de Streptococcus mutans (1 milhdo/mL de saliva) e Lactobacillus (100
mil/mL de saliva) (WEYNE, 1986; LEITES et al., 2006).

Lactobacillus sao considerados oportunistas no desenvolvimento da carie dental pela
producdo de dacido lactico e polissacarideos extracelulares (LOESCHE, 1986, TANZER et al.,
2001). S3o bastonetes Gram-positivos, anaerdbios facultativos e as vezes microaerdfilos
(LEITE et al., 2006). Suas principais caracteristicas cariogénicas sdo a capacidade acidogénica
e acidurica, além de sua capacidade de realizar tanto o metabolismo oxidativo como
fermentativo. As espécies L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, L. salivarius, sao
homofermentativas, produzem d4cido latico. L. fermentum, L. brevis, L. buchneri e L.
cellobiosus sao heterofermentativos, produzem varios acidos organicos como o acido acético

e o acido latico, além do etanol e didxido de carbono (TANNOCK, 1999; UZEDA, 2002). Entre
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as bactérias orais, Lactobacillus, principalmente os homofermentativos, produzem a mais
acentuada queda do pH em presenca de carboidratos (HOUTE, 1980).

As espécies de Lactobacillus mais frequentemente isoladas da cavidade oral sdo L.
acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. crispatus, L. grasseri. Lactobacillus sdao colonizadores
secundarios de cavidades de carie. A falta de aderéncia as superficies lisas explica sua
localizagao preferencial nos sulcos e fissuras das superficies dos dentes (SIXOU et al., 2007).

Candida albicans é outro agente importante nas infec¢des da cavidade oral, local
onde também apresenta uma elevada prevaléncia (STENDERUP, 1990; SAMARANAYAKE,
1992; O’SULLIVAN et al., 2000). Este fungo é um micro-organismo saprofita que, na presenca
de fatores predisponentes, provoca lesdes na mucosa (RAMOS et al., 1999). E a espécie mais
frequentemente associada ao biofilme dentdrio (HENRIQUES et al., 2004; RAMAGE et al.,
2005), quer seja associada as espécies bacterianas, quer seja diretamente aderida a
superficie (ARENDORF; WALKER, 1980; NIKAWA et al., 1998, 2003; BARBIERE et al., 2007).
Estes micro-organismos aderem a hidroxiapatita e podem dissolvé-la em grande extensdo, a
partir da interacdo eletrostatica (NIKAWA et al., 2003). Assim em associacdo com
Streptococcus mutans algumas espécies de Candida também estdo associadas ao
desenvolvimento da carie (LEGGOTT, 1992; BADARO; FREITAS, 1997) e da doenca
periodontal (JARVENSIVU et al., 2004).

2.8 Medidas de prevengdo e controle da carie dentaria

Os meios mais eficazes no controle da placa bacteriana sdo os mecanicos e, entre
estes, a escovacao, para as superficies livres e o fio dental para as superficies interproximais
(MACEDO; LACAZ-NETO, 1983; FERNANDES; GUEDES-PINTO, 1995), sendo que a prevencao
dessas doencas baseia-se, em grande parte, no efetivo controle da placa bacteriana a partir
da higiene diaria (COSTA et al., 2001).

Em virtude de dificuldades para remocdo mecanica do biofilme dental, alguns
agentes antimicrobianos sdo lancados no mercado com a finalidade de controlar a formacao
da cérie. Esses agentes sdo incorporados em varios tipos de formulagGes dentarias tais como
dentifricio, enxague bucal, goma de mascar, gel e verniz. Entretanto os produtos usados,
como coadjuvantes dos artificios de limpeza, tém mostrado graus variados de sucesso clinico
no controle da microbiota cariogénica (EMILSON, 1994; TORRES et al., 2000; KULKARNI;
DAMLE, 2003; ZANATA; ROSING, 2007; TELES; TELES, 2009; FERNANDES et al., 2011).
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Ademais, esses agentes quimicos podem causar efeitos colaterais adversos (GIORGI;
MICHELI, 1992; MORAN et al., 1992; BOWDEN, 1996; ELEY, 1999).

Compostos antimicrobianos tais como, clorexidina, triclosan, timol e cloreto de
cetilpiridineo, tém sido empregados na cariologia, sendo que o gluconato de clorexidina
(CHX) é o mais estudado e também o mais eficaz (BOWDEN, 1996; MARTINS et al., 1998;
TORRES et al., 2000; GEBRAN; GEBERT, 2002; ZANATA; ROSING, 2007).

A clorexidina é o agente antiplaca mais conhecido, muito utilizado em odontologia e
frequentemente usado como controle positivo em estudos em busca de produtos
alternativos no controle da placa supragengival. E uma bisguanidina com amplo espectro
antimicrobiano, inibindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e alguns virus
(BOWDEN; EDWARDSSON, 1995; MALTZ, 1996; JONES, 1997).

A clorexidina é um dos agentes mais efetivos no controle da placa bacteriana e sua
eficacia decorre da habilidade em se adsorver aos tecidos duros e moles, dos quais é
gradualmente eliminada. Adicionalmente, cria na saliva um ambiente bacteriostatico por
varias horas. Sua ac¢do esta relacionada a inibicdo de enzimas essenciais para o acumulo
microbiano sobre as superficies dentarias, como a glicosiltransferase e as enzimas
metabdlicas como a fosfoenolpiruvato e fosfoenoltransferase (MARSH, 1983; MALTZ, 1996),
por isso, vem sendo utilizada como substancia padrao para a mensuragdo do potencial
antibacteriano de outros agentes (GIORGI; MICHELI, 1992; MORAN, et al., 1992; JONES,
1997; ELEY, 1999; TORRES et al., 2000; ZANATTA; ROSING, 2007; SCHEIE; PETERSEN, 2011).

Apesar da clorexidina ser um antimicrobiano de amplo espectro, sua acdo é mais
efetiva contra bactérias Gram-positivas do que contra Gram-negativas (EMILSON, 1977,
MALTZ, 1996; FISCHER, 1999). Além disso, Streptococcus mutans sao particularmente
sensiveis a sua acdo (EMILSON, 1994; FIGUEIREDO et al., 2004).

Quando utilizada por tempo prolongado, a clorexidina pode ocasionar pigmentacdo e
manchas nos dentes e restauracdes, formacdo de cdlculo supragengival, queimacdao na
lingua e alteracGes do paladar ou, até mesmo, inflamagdes gengivais, além da descamacdo e
ferimento na mucosa oral e disturbios no paladar, o que resulta em restricdes quanto a
dosagem e ao tempo de aplicacdo. O seu gosto amargo dificulta a aderéncia ao tratamento
(CARVALHO, 1991; GIORGI; MICHELI, 1992; MORAN et al., 1992; BOWDEN, 1996; MALTZ,
1996; ELEY, 1999; SCHEIE; PETERSEN, 2011).
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Embora a clorexidina tenha propriedades antibidticas para bactérias cariogénicas,
seu uso como agente anticarie é ainda, segundo TWETMAN (2004), assunto controverso, o
gue tem levado a busca de novos produtos com agdo sobre a microbiota bucal, incluindo o
estudo de plantas com atividade antibacteriana que apresentem menos efeitos adversos.

Neste contexto varios extratos vegetais, como mostra a tabela 3, tém sido avaliados
quanto ao potencial antimicrobiano para controle da cdrie na perspectiva de gerar
bioprodutos com efeitos colaterais minimos e igual eficicia para o controle do biofilme

dentario.



Tabela 3- Espécies vegetais com atividade antimicrobiana comprovada sobre micro-organismos cariogénicos
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Espécie vegetal Nome popular Parte da planta Método Micro-organismos sensiveis Referéncias
Allium sativum Alho Pele do Bulbo *DAC, DC Streptococcus mutans Fani et al. (2007)
. . . trept tans, Strept jtis, .
Anacardium occidentale Cajueiro Casca do Caule DA Streptococcus mutans, Strep OC,OCCUS mites Pereira et al. (2006b)
Streptococcus sanguis
Aristolochia cymbifera Milhomem Rizoma DA,DC Streptococcus mutans, Lactobacillus casei Alviano et al. (2008)
. p . Strept tans, Strept bri
Artemisia iwayomogi Dowijigi, Haninjin Oleo essencial DC reptococcus mutans, Strep ocoFcus sobrinus Cha, (2007)
Streptococcus sanguis
Baphia nittida Sandalo africano Folhas DAP Streptococcus mutans Amadi et al. (2007)
. o ) . . Strept tans, Strept brinus,
Baccharis dracunculifolia Vassourinha Oleo essencial DAC reprococcus mutans . rep ococcys 50 r/ngs Ferronato et al. (2007)
Streptococcus sanguis, Lactobacillus casei
Caesalpinia pyramidalis Catingueira Folhas DA,DC Streptococcus mutans, Lactobacillus casei Alviano et al. (2008)
Cinnamomum zeylanicum Canela Oleo essencial DAP Streptococcus mutans, Lactobacillus casei Koteswara et al. (2008)
Citrus limon Limdo Oleo essencial DAP Streptococcus mutans, Lactobacillus casei Koteswara et al. (2008)
Cocos nucifera Coco cravo Entrecasca DA,DC Streptococcus mutans, Lactobacillus casei Alviano et al. (2008)
Cratoxylum formosum Mempat Goma DAD,DC Streptococcus mutans Suddhasthira et al. (2006)
Emblica officinalis Emblica, Amla Fruto DAP Streptococcus mutans Aneja et al. (2010)
Eucalyptus globulus Eucalipto Oleo essencial DAP Streptococcus mutans, Lactobacillus casei Koteswara et al. (2008)
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Garcinia mangostana Mangostao Pericarpo DC Streptococcus mutans Torrungruang et al. (2007)
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Malaleuca alternifdlia Arvore-do-cha Oleo essencial MIP Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Hammer et al. (2003)
Lactobacillus sp.
. . Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Mikania genus Guaco Folhas DC P p' Yatsuda et al. (2005)
Streptococcus cricetus
) . Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Myracrodruon urundeuva Aroeira do sertdo Casca do Caule DA Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus Alves et al. (2009)
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
. ) . p L p i Macedo-Costa et al.
Myrciaria cauliflora Jabuticaba Folhas DAP Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis (2009)
Streptococcus salivarius, Lactobacillus casei
L. Noz-moscada,
Myristica fragrans . Semente DC Streptococcus mutans Chung et al. (2006)
Mosqueira
, . Alfavaca, . . Thaweboon; Thaweboon,
Ocimum americanum . Folhas DAC, DC Streptococcus mutans, Lactobacillus casei
Manjericdo branco (2009)
. . Kirya, Ayan .
Prosopis africana ¥ y~ Caule, Raiz DAP Streptococcus mutans Kolapo et al. (2009)
Pau-carvao
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
g Bemchi, Babachi Streptococcus sanguis, Streptococcus
Psoral lifol ! o S t DC . . T . Kat t al. (2001
soralea corylifolia Bakuci, Babchi emente sobrinus,Lactobacillus casei, Lactobacillus atsura etal. ( )
acidophilus, Actinomyces viscosus
. . Aracd, Araca . .
Psidium cattleianum Folhas EVSM Streptococcus mutans Brighenti et al. (2008)
vermelho
Psidium guineense Aracd do campo Fruto, Folhas DAP Streptococcus mutans Gonzalez et al. (2005)
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, .
. . P . p . Pereira et al. (2005);
Punica granatum Roma Casca do Caule DA, DC Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus,

Lactobacillus casei

Pereira et al. (2006c)
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Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,

Alves et al. (2008); Silva et

Rosmarinus officinalis Alecrim Folhas, Caule DAP Streptococcus sobrinus,Lactobacillus casei, al. )2008)
Streptococcus sanguis '
. Arvore de Al-Bayati; Sulaiman
Ivad ] C Caul DAD trept t ! !
Salvadora pérsica mostarda asca do Caule Streptococcus mutans (2008)
. - Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Stryphnodendron adstringens Barbatimao Casca do Caule MIP . . . Soares et al. (2008)
Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei
isol
Swartzia polyphylla Arabd, maracutaca Compostos iso af:k?s do DAD Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus Osawa et al. (1992)
Cerne da espécie
Y i l.)2
Terminalia glaucescens orubg,. Caule, Raiz DAP Streptococcus sobrinus Ogundiya et al. )2008,
Anagossitin 2009)

. L . Ccahuana-Vasquez et al.
Uncaria tomentosa Unha-de-gato Espécie micropulverizada DA Streptococcus mutans (2007)
Ziziphus joazeiro Juazeiro Entrecasca DA Streptococcus mutans, Lactobacillus casei Alviano et al. (2008)

Zingiber officinalle Gengibre Rizoma DAC Streptococcus mutans Grégio et al. (2006)

* DAC: Difusdo em agar/técnica do cilindro; DC: Diluicdo em caldo; DAD: Difusdo em agar/técnica do disco; DAP: Difusdo em agar/técnica do pogo; DA: Diluicdo em agar;

EVSM: Ensaio da viabilidade de S. mutans; MIP: Microdiluicao em placa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral: Avaliar o potencial antimicrobiano de Anacardium occidentale, com
especial enfoque em micro-organismos cariogénicos, visando o desenvolvimento de um

bioproduto com acdo anticarie.

3.2 Objetivos especificos:
= QOrganizar a revisdo dos artigos publicados acerca da propriedade antimicrobiana de

Anacardium occidentale L. - CAPITULO I;

Avaliar a atividade antimicrobiana, o potencial antioxidante e realizar a prospeccao

quimica de extratos de partes aéreas de Anacardium occidentale L. - CAPITULO II;

= Avaliar a composi¢dao quimica e agao anticarie das flores de Anacardium occidentale
L. - CAPITULO li;

= Desenvolver e testar um produto biotecnoldgico com acdo anticarie, tendo como

base compostos presentes nas flores de A. occidentale— CAPITULO IV.



4 CAPITULO |

Artigo submetido ao Journal of Ethnopharmacology

Propriedades antimicrobianas de Anacardium occidentale L.

Rubenice A. da Silva, Valério Monteiro Neto e Rosane N. M. Guerra
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RESUMO

Relevancia etnofarmacoldgica: Anacardium occidentale L. (cajueiro), espécie nativa do
Brasil, é popularmente utilizada no tratamento de diversas doencas e infeccdes. Objetivos:
Investigar publicagBes relativas a a¢dao antimicrobiana de partes aéreas de A. occidentale,
entre 1980 a 2011. Materiais e Métodos: Foram utilizados como base de dados: Medline,
Lilacs, Scielo, Chemical Abstracts, PubMed, Biological Abstracts, Web of Science e Highwire.
A busca utilizou como descritores: Anacardium occidentale, atividade antimicrobiana,
atividade antibacteriana, atividade antifungica, atividade antiviral, propriedade
farmacoldgica e caju. Foram encontrados 44 artigos e 3 dissertacdes versando sobre a
propriedade antimicrobiana de A. occidentale. Resultados: A maioria dos estudos utilizou
material vegetal do Brasil (64%). Os extratos da casca do caule (30%) e das folhas (23%)
foram os mais estudados, seguidos de compostos isolados do fruto e pseudofruto (19%) e do
uso combinado de folhas e casca (13%). Os extratos do fruto foram avaliados em 4% das
publicacbes, assim como do pseudofruto (4%) e goma do cajueiro (4%). Em 2% das
publicacdes foi avaliado o uso combinado do fruto e folhas. Nenhum artigo avaliou o
potencial antibidtico das flores. Em 68% dos artigos foi avaliada a acdo do cajueiro sobre
Staphylococcus aureus, incluindo as amostras meticilino-resistentes (MRSA); 60% dos
estudos avaliaram a agao sobre Escherichia coli, 43 % sobre Pseudomonas aeruginosa e 26%
sobre Streptococcus mutans. A acdo sobre Candida albicans foi avaliada em 23% dos
trabalhos. O método de estudo mais utilizado foi difusao em agar. Conclusdes: A literatura
tem mostrado que extratos de vdrias partes aéreas de Anacardium occidentale, ou
compostos isolados, testados por diferentes métodos e concentracdes, apresentaram
atividade antimicrobiana, embora em 4 % dos trabalhos a atividade antimicrobiana ndo
tenha sido detectada. Como a maioria dos estudos foi in vitro, concluimos que sdo
necessarios estudos pré-clinicos e clinicos, considerando a atividade antimicrobiana e por
isso, o potencial biotecnolégico de Anacardium occidentale na geracdo de antibidticos
voltados, sobretudo aos micro-organismos resistentes aos antibidticos existentes no
mercado.

Palavras chaves: Anacardium occidentale, Atividade antimicrobiana, Atividade

antibacteriana, Atividade antifungica, Caju, Carie.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Anacardium occidentale L. (cashew tree), a native
Brazilian specie, has been traditionally used for the treatment of different diseases and
infections. Purposes: Aiming the objective of prospecting plant products with anticaries
activity, it was investigated the published information concerning the antimicrobial activity
of Anacardium occidentale activity, between 1980 and 2011. Materials and Methods: The
Medline, Lilacs, Scielo, Chemical Abstracts, PubMed, Biological Abstracts, Web of Science,
and Highwire databases were searched using Anacardium occidentale, antimicrobial activity,
antibacterial activity, antifungal activity, antiviral activity cashew, and pharmacological
activity as keywords. Forty-four articles and three master theses on the antimicrobial
properties of A. occidentale were retrieved. Results: Most studies used plant material from
Brazil (64%). Stem bark (30%) and leaf (23%) extracts were the most frequently investigated,
followed by compounds isolated from the fruit and pseudo-fruit (19%) and combined used
of stem bark and leaves (13%) and cashew gum (4%). Extracts of the fruit were evaluated in
4% of the studies and combined used of leaves and fruit were evaluated in 2%. None of the
studies evaluated the antibiotic potential of flowers. Activity against Staphylococcus aureus
(including methicillin-resistant strains) was most frequently evaluated (68% of the studies),
followed by activity against Escherichia coli (60%), Pseudomonas aeruginosa (43%), and
Streptococcus mutans (26%). Activity against Candida albicans was evaluated in 23% of the
studies investigated. Conclusions: The literature review demonstrated the antimicrobial
activity of A. occidentale extracts obtained from various aerial parts of the plant or of
isolated compounds tested by different methods and at different concentrations. No activity
was reported in 4% of the studies. The fact that most articles were in vitro studies indicate
the need for preclinical and clinical trials considering the biotechnological potential of A.
occidentale for the production of substances effective in the control of microorganisms that

are resistant to commercially available antibiotics.

Key words: Anacardium occidentale, Antimicrobial activity, Antibacterial activity, Antifungal

activity, Cashew, Caries.
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1 INTRODUCAO

Anacardium occidentale L., familia Anacardiaceae, tem se destacado entre as diversas
espécies vegetais utilizadas popularmente devido as suas propriedades terapéuticas. Essa
espécie é facilmente encontrada na faixa litoranea dos estados da regido norte e nordeste
do Brasil, onde é popularmente conhecida como cajueiro (Maia et al., 2000; Assuncao;
Mercadante, 2003; Abulude et al., 2010). E uma 4arvore de aparéncia exdtica, troncos
tortuosos, folhas glabras, flores masculinas e hermafroditas e fruto reniforme (Mazzetto et
al., 2009).

Embora a espécie seja considerada nativa do Brasil é também cultivada em outros
paises da América tropical, do México ao Peru, e, ainda, india, Sri Lanka, Malasia, Vietnam,
Nigéria, Quénia, Tanzania, Ivory, Mogcambique e Bénin (Maia et al., 2000; Assuncdo;
Mercadante, 2003; Ojewole, 2003; Trevisan et al., 2006; Mazzetto et al., 2009;
Michodjehoun-Mestres et al., 2009).

O cultivo do caju é de grande importancia socioeconémica para a regido nordeste do
Brasil, devido ao grande numero de empregos, renda, impostos e divisas para o Pais (Lima et
al., 1999; Agostini-Costa et al., 2004).

A castanha, o verdadeiro fruto do cajueiro, é o principal produto de exportacdo e
exploracdo. Além da castanha, esta espécie também produz um importante produto, o
pseudofruto onde a castanha estd conectada. O pseudofruto, popularmente conhecido
como caju, é muito utilizado na preparacao de sucos, doces caseiros e industrializados
(Maciel et al., 1986; Muroi; Kubo 1993; Assuncdo; Mercadante, 2003; Garruti et al., 2006).

A. occidentale também apresenta um exsudato ou goma que consiste de um
heteropolissacarideo acidifero, ramificado, baixa viscosidade, cor amarelada e soltvel em
agua, muito utilizado nas industrias de polimeros, cosméticos e farmacéuticas (Marques et
al., 1992, Paula; Rodrigues, 1995; Menestrina et al., 1998; Maciel et al., 2005; Oforik-Wakye
et al.,, 2010).

Uma variedade de propriedades farmacoldgicas é atribuida a espécie A. occidentale.
Ha estudos que atestam sua atividade antianeica (Kubo et al. 1994a), antidiabética
(Kamtchouing et al., 1998; Ojewole, 2003; Alexander-Lindo et al., 2004; Olatuniji et al., 2005;
Tedong et al., 2006; Sokeng et al., 2007; Tedong et al., 2007), antigenotdxica (Barcelos et al.,
2007a), anti-inflamatéria (Mota et al., 1985; Patil et al., 2003; Olajide et al., 2004,
Vanderlinde et al., 2009), inseticida (Marques et al., 1992; Laurens et al., 1997; Mendonga et
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al., 2005; Oparaeke; Bunmi, 2006; Farias et al., 2009; Lomonaco et al., 2009; Mukhopadhyay
et al., 2010, Oliveira et al., 2011), anti-helmintica (Aiswarya et al., 2011a), antileishmania
(Franga et al., 1993; Braga et al., 2007), antimutagénica (Melo-Cavalcante et al., 2003; Melo-
Cavalcante et al.,, 2005; Barcelos et al.,, 2007b; Melo-Cavalcante et al., 2008), antiofidica
(Ushanandini et al., 2009), antioxidante (Melo-Cavalcante et al., 2003; Kubo et al., 2006;
Trevisan et al., 2006; Kamath; Rajini, 2007; Razali et al., 2008; Chaves, et al., 2010; Jaiswal et
al., 2010; Santos, 2011), antitumoral (Kubo et al., 1993a), antiulcerogénica (Konan; Bacchi,
2007), antiviral (Kudi; Myint, 1999; Gongalves et al., 2005a), gastroprotetora (Morais et al.,
2010), antibacteriana (Toyomizu et al., 1993; Kubo et al., 1994b; Bouttier et al., 2002;
Kasemura et al., 2002), inibidora da lipoxigenase (Shobha et al., 1994; Ha; Kubo, 2005; Kubo
et al., 2008), moluscicida (Sullivan et al., 1982; Casadei et al., 1984; Kubo et al., 1986;
Laurens et al., 1987), entre outras, incluindo a atividade antimicrobiana, objeto deste
estudo, considerando o crescente acimulo de informacgdes pertinentes a sua agao inibitdria
sobre diferentes micro-organismos e o seu potencial biotecnolégico para geracdo de

insumos a serem utilizados no controle de doengas infecciosas.

2 METODOS

Este estudo analisou os artigos publicados sobre atividade antimicrobiana de extratos
e compostos derivados de diferentes partes de A. occidentale, considerando as publicacdes
em inglés, portugués, francés e espanhol, incluidas nas seguintes bases de dados: Biological
Abstracts, Chemical Abstracts, Medline, Web of Science, PubMed, Highwire, Scielo e Lilacs,
no periodo entre 1980 e 2011. Foram utilizados como descritores: Anacardium occidentale,
atividade antimicrobiana, atividade antibacteriana, atividade antifingica, atividade antiviral,
propriedade farmacoldgica e caju.

Ao final do levantamento quarenta e quatro artigos e trés dissertacdes descreveram
a acao dos extratos ou de compostos obtidos das partes aéreas de Anacardium occidentale

sobre diversos micro-organismos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Anacardium occidentale, é espécie considerada medicinal devido as varias

propriedades farmacolégicas ja identificadas (Goncalves et al., 2005a; Braga et al., 2007;
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Sokeng et al., 2007; Melo-Cavalcante et al., 2008; Vanderlinde et al., 2009; Chaves, et al.,
2010; Aiswarya et al., 2011a).

O presente trabalho reuniu resultados publicados acerca do efeito antimicrobiano de
extratos das partes aéreas e de produtos derivados de Anacardium occidentale sobre
diferentes micro-organismos. A atividade antimicrobiana do Anacardium occidentale foi
avaliada com casca do caule, folhas, fruto, pseudofruto e com a goma que é o exsudato do
cajueiro. Os principais resultados estdo sumarizados na tabela 1.

Os estudos da atividade antimicrobiana de Anacardium occidentale L. utilizaram,
majoritariamente, material botanico proveniente do Brasil (64%), mesmo quando os autores
eram estrangeiros, mostrando que o estudo das propriedades antibidticas de A. occidentale
tem ampla repercussdao mundial, possivelmente devido a sua potente atividade antibiotica
contra micro-organismos resistentes as drogas comerciais.

As partes de Anacardium occidentale mais testadas foram casca do caule, em 30%
dos artigos, seguido de folhas em 23% e de compostos isolados do fruto e pseudofruto em
19%. O uso simultaneo de extratos de folhas e casca do caule foi encontrado em 13% dos
artigos e do fruto e folhas em 2%. Percentuais semelhantes de artigos avaliaram a acdo
antimicrobiana do fruto (4%), pseudofruto (4%) e goma do cajueiro (4%).

A acdo antimicrobiana de extratos e compostos obtidos das partes aéreas foi avaliada
majoritariamente (68%) sobre as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, incluindo
a linhagem meticilino-resistente (MRSA). Os resultados foram positivos quanto a inibicdo em
88% das publicacbes. Também foi frequente a avaliacdo da acdo de Anacardium occidentale
sobre Streptococcus mutans (26%). Como em todas as publicagdes a agdo antimicrobiana foi
efetiva contra Streptococcus mutans, esta espécie foi considerada como a bactéria Gram-
positiva mais sensivel a acdo de A. occidentale.

O efeito sobre Escherichia coli foi avaliado em 60% dos artigos, sendo esta a espécie
Gram-negativa mais frequentemente avaliada e também a mais resistente a acdo dos
extratos, pois em 39% dos artigos os resultados foram negativos.

Ja a acdo de A. occidentale sobre Pseudomonas aeruginosa foi avaliada em 43% das
publicacdes, sendo que deste percentual 70% dos artigos relatou acdo antimicrobiana

efetiva.
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A agdo sobre fungos, foi mais frequentemente avaliada em culturas planctonicas de
Candida albicans (23%). Do total das publicagdes que relataram agao antifungica, somente
54% paresentaram resultados positivos.

Os trabalhos realizados por Gontijo et al. (2004) que testaram a casca do caule,
Satish et al. (2008) que testaram folhas de A. occidentale nao detectaram acdo

antimicrobiana, se contrapondo aos relatos dos demais autores.

3.1 Agao antimicrobiana da casca do caule

Akinpelu (2001) observou que extrato metandlico de casca do caule de Anacardium
occidentale (20 mg/mL) apresentou largo espectro de atividade antibacteriana, pois inibiu o
crescimento de: Bacillus cereus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Clostridium
sporogenes, Corynebacterium pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Proteus
vulgares, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Shigella dysenteriae,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Entretanto ndo apresentou atividade sobre
Escherichia coli e Candida albicans.

Segundo Vargas Neto (2004) o extrato alcodlico da casca foi eficaz em inibir o
crescimento de amostras de C. albicans e de C. tropicalis, mas ndo inibiu o crescimento da
Candida parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei e Candida kerfyr. Em contraposi¢ao Araujo
et al. (2005) mostraram acdo antifungica de extrato da casca do caule sobre Candida
tropicalis e Candida stellatoidea com concentragdo inibitdria minima (CIM) de 12,5 mg/mL e,
nenhum efeito contra C. albicans e C. krusei. Da mesma forma, Braga et al. (2007)
mostraram que apesar do extrato da casca ter atividade sobre Cryptococcus neoformans,
concentragdo inibitéria minima de 0,625 mg/mL, também n3o teve acdo sobre C. albicans.

Em relacdo aos micro-organismos associados a cdrie foi detectado que o extrato
hidroalcodlico da casca do caule de A. occidentale (4 a 50 mg/mL), tem acdo sobre
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis e Streptococcus sanguis, isoladas do biofilme
dentdrio e formadoras da placa supragengival (Melo et al., 2006). Segundo Pereira et al.
(2006a) o acdo antimicrobiana esta associada a capacidade do extrato em inibir a sintese de
glucano. O extrato da casca também tem atividade bactericida sobre Streptococcus sobrinus
e Lactobacillus casei (Aradjo et al., 2009). Estes resultados sugerem que A. occidentale pode

ser usado no controle e prevengao da carie dentaria.
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Segundo Cavalcante (2010) os extratos da casca do caule de A. occidentale foi efetivo
em inibir o crescimento das colonias de Streptococcus mutans (ATCC 25175 e ATCC 700610),
Streptococcus oralis (ATCC 10557), Streptococcus salivarius (ATCC 7073) e Staphylococcus
aureus (ATCC 6538). Além disso, os decotos da casca também apresentaram atividade
antibacteriana sobre todas as bactérias ensaiadas com concentragao inibitéria minima e
concentragdo bactericida minima maior do que 400 mg/mL. Entretanto quando os decotos
foram testados por difusdo em agar usando discos, os resultados foram nulos para todas as
bactérias ensaiadas.

Quanto a micro-organismos resistentes aos antibiéticos comerciais foi observado
gue o extrato hidroalcodlico da casca de caule de A. occidentale apresentou acao
antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus aureus resistentes e sensiveis a meticilina. A
atividade foi detectada tanto para cepa padrdo como para amostras hospitalares de origem
humana (Silva et al., 2007). Efeito semelhante foi descrito em relagdo ao extrato metandlico
gue apresentou ac¢do antimicrobiana para Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Anjos et
al., 2009) além de ter efeitos sobre Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Klebsiella sp.
(Silva et al., 2009).

Os resultados obtidos por Musa et al. (2011) mostraram que os extratos aquoso e
etandlico foram efetivos contra Escherichia coli e Salmonella typhi, mas ineficaz contra S.
aureus. Por outro lado, o extrato clorofdrmico foi efetivo contra Staphylococcus aureus e
ineficaz contra Escherichia coli, indicando que a presenga de compostos com polaridades
distintas resulta também em atividade antimicrobiana diferenciada para as varias espécies
bacteriana.

Em contraposicdo a varios autores que mostraram o potencial antibidtico da casca do
caule de A. occidentale, Gontijo et al. (2004) mostraram que o extrato ndo apresentou efeito
inibidor sobre Listeria monocytogenes. Dados corroborados por Santos et al. (2007) ao
avaliarem o efeito do extrato da casca sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus sp., Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Candida tropicalis, com fraca a¢do antimicrobiana

apenas sobre Candida guilliermondii.
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3.2 Agao antimicrobiana das folhas

A atividade antimicrobiana dos extratos éter petrdleo, cloroférmico e metandlico de
folhas de A. occidentale (1 mg/mL) foi testada contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae e
Candida albicans. O extrato cloroférmico exibiu potente a¢do antimicrobiana sobre os micro-
organismos testados. S. aureus, K. pneumoniae e C. albicans foram os micro-organismos
mais sensiveis ao extrato clorofdormico e a concentracdo inibitéria minima do extrato foi 0,5
mg/mL. O extrato metandlico foi fracionado em parte acetdnica soltvel e insoltvel e, ambas
as fragGes apresentaram potente a¢do antimicrobiana contra os micro-organismos testados
no estudo. A concentragdo inibitdria minima da fracdo soltvel variou de 0,0625 mg/mL a
0,125 mg/mL nos ensaios contra S.marcescens, P. aeruginosa e C. albicans, S. aureus e B.
subtilis, E. coli, K. pneumonia, S. aureus e S.marcescens. Ja o extrato éter petréleo nenhuma
atividade antimicrobiana apresentou (Sathawane et al.,1997).

Segundo Mackeen et al. (1997) o extrato metandlico das folhas de A. occidentale foi
ativo sobre Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus
ochraceous e Cryptococcus neoformans, mas nao sobre Escherichia coli. Resultados
negativos também foram descrito por Schmourlo et al. (2005) sobre Candida albicans e
Trichophyton rubrum.

Mais tarde Omojasola; Awe (2004) mostraram efetividade antimicrobiana do extrato
aquoso e do etandlico de folhas de A. occidentale contra Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, sendo que o extrato
etandlico foi mais ativo do que o aquoso, por conta das concentragdes inibitérias minimas
gue variaram de 0,05 a 0,10, respectivamente.

A atividade antibidtica de extrato de folhas foi também evidenciada sobre Escherichia
coli das linhagens LM9; LM10 e LM11 e sobre Staphylococcus aureus (LM5), Enterobacter
gergoviae (LM56) e S. aureus ATCC29213 (Pereira et al. 2006b). Outro estudo detectou ainda
acao sobre Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e
Aspergillus niger (Dahake et al., 2009).

Os ensaios in vitro realizados com as fragdes do extrato de folhas em diferentes
concentragdes (1000 a 5000 puL/mL) mostraram efeito inibidor sobre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, efeito especialmente observado em presenca da

fracdo cloroféormica (Mustapha; Hafsat, 2007).
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Satish et al. (2008) mostraram que o extrato aquoso de folhas de A. occidentale
apresentou atividade antibacteriana sobre Escherichia coli, Klebsiella sp., Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium, Shigella boydii, Shigella flexneri e Staphylococcus aureus. A
concentragdo inibitdria minima variou 10 a 50 pg/mL Nenhum efeito do extrato foi
evidenciado contra Citrobacter sp., Enterococcus faecalis e Shigella sonnei. Em estudos
posteriores, autores mostraram que extrato de folhas de Anacardium occidentale nao foi
eficaz em inibir o crescimento de Fusarium sp. (Satish et al., 2009).

Agedah et al. (2010) evidenciaram que o extrato das folhas de A. occidentale
apresentou acao antibacteriana sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A bactéria S.
aureus foi mais sensivel ao extrato do que E. coli. Segundo os autores essa diferenca pode
ser atribuida ao fato de que, sendo S. aureus uma bactéria Gram-positiva ndo possui
membrana externa em sua parede celular como existe na Gram-negativa E. coli. Ainda, para
os autores, essa membrana pode, provavelmente, ser responsavel pela diferenca no grau de
sensibilidade desses micro-organismos ao extrato bruto da espécie estudada.

Satish et al. (2010), baseados no conhecimento tradicional, submeteram 48 espécies
vegetais a ensaios antibacterianos in vitro contra os patdgenos humanos Shigella boydii,
Shigella flexneri e Shigella sonnei. As concentragdes dos extratos variaram de 10 a 50%. Os
resultados mostraram que entre as plantas estudadas, os extratos aquosos de folhas de A.
occidentale apresentaram atividade contra S. boydii e S. flexneri com concentracdes
inibitérias minimas de 750 pg/mL e 600 pg/mL, respectivamente. Nenhuma atividade do

extrato foi evidenciada sobre Shigella sonnei.

3.3 Agao antimicrobiana das folhas e casca do caule

Os extratos de folhas e de casca do caule de A. occidentale apresentaram acdo
antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tais como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus morganii, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi, Sarcina lutea e Serratia marcescens. Os dois tipos de extratos
apresentaram atividade antibacteriana, com concentragdo inibitéria minima que variou de
3,3 mg/mL a 0,33 mg/mL para o extrato da casca e de 77 mg/mL a 0,77 mL/mL para o de
folhas (Laurens et al., 1982). Esses dados de atividade antibacteriana com extratos de folhas

e de casca foram confirmados por outros autores, que analisaram também a ac¢do sobre
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bactérias consideradas multirresistentes aos antibidticos cldssicos, tais como: Acinetobacter
spp. S. aureus resistente a meticilina (MRSA), P. aeruginosa, entre outras bactérias (Kudi et
al. 1999).

Abulude et al. (2009) realizaram uma investigacao fitoquimica e antimicrobiana de
extratos brutos de folhas e casca A. occidentale. Em relacdo a atividade antimicrobiana, o
extrato aquoso e o etandlico de folhas e casca exibiram atividade antibacteriana na
concentragdo de 4 mg/disco contra Staphylococcus albus, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae e Klebsiella pneumoniae.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos aquoso e metandlico de folhas e
casca de A.occidentale nas concentragdes de 16 mg/mL e 32 mg/mL contra Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella typhi e Candida
albicans foi realizada por Ayepola; Ishola (2009). Os resultados mostraram que o extrato
metandlico de folhas inibiu o crescimento de todos os micro-organismos testados na
concentragdo de 32 mg/mL, enquanto que o aquoso na mesma concentragdo nao foi eficaz
sobre S. aureus e C. albicans. O extrato metandlico da casca foi eficaz em inibir o
crescimento das bactérias Staphylococcus aureus, B. subtilis e K. pneumoniae na
concentra¢do de 32 mg/mL.

Santos (2011) avaliou a atividade antibacteriana de extratos etandlicos de folhas e
casca do caule de A. occidentale, em diferentes concentracdes que variou de 0,3% a 10%
sobre Staphylococcus aureus (ATCC 12692), Staphylococcus aureus M.R (358), Bacillus cereus
(ATCC 33018), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031)
e Escherichia coli (ATCC 25922). Os resultados mostraram que as bactérias Gram-positivas: S.
aureus (ATCC 12692), S. aureus M.R (358) e B. cereus foram mais sensiveis as concentracdes
dos extratos da casca do caule e das folhas. As bactérias Gram-negativas P. aeruginosa e K.
pneumoniae foram resistentes a maioria das concentra¢des dos extratos da casca e folhas,
sendo sensiveis somente nas concentragdes de 10% e 5%. E. coli foi a mais resistente de
todas as espécies testadas.

A influéncia dos raios-gama sobre a atividade antimicrobiana de extratos brutos de A.
occidentale, rico em taninos foi investigada por Santos et al. (2011a). Os resultados
evidenciaram que os extratos de folhas e casca na concentracdo de 2000 pg/disco foram
ativos sobre Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Enterococcus

faecalis, Mycobacterium smegmatis e Candida albicans. Pseudomonas aeruginosa foi
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sensivel ao extrato das folhas. Escherichia coli e Serratia marcescens ndao foram sensiveis aos
dois tipos de extratos. As exposi¢des a radiagao gama causaram modificagdes fisico-quimicas
nos constituintes fendlicos dos extratos das folhas e casca do cajueiro, aumentando os niveis
de taninos e a agdao contra S. aureus, com zonas de inibicdo do extrato de casca de

14,33+0,58 mm e 22,33 + 0,58 mm e das folhas de 11,33+0,58 mm e 19,00+1,00 mm.

3.4 Ac¢ao antimicrobiana da semente e folhas

Rajashree et al. (2011) observaram que os extratos aceténicos e etandlicos da
semente e de folhas inibiram o crescimento de Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e dos
fungos fitopatogénicos Cercospora zeae maydis e Mycosphaerella berkeleyi. Neste estudo as
bactérias S.typhi e K. pneumoniae apresentaram resisténcia tanto para o extrato aquoso das
sementes como para o de folhas. Enquanto a resisténcia de P. aeruginosa s6 foi observada
nas culturas com o extrato aquoso da semente. Os fungos fitopatogénicos foram resistentes

a todos os extratos testados.

3.5 Ag¢ao antimicrobiana do fruto

Estudos com o fruto, realizados por Goncalves et al. (2005b), mostraram que o
extrato hidroalcodlico inibiu o crescimento de isolados clinicos Proteus mirabiliis, Shigella
sonnei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. coagulase (SCoN). Enquanto que
algumas bactérias isoladas de focos infecciosos apresentaram resisténcia ao extrato
(Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae,
Providencia spp. e Pseudomonas aeruginosa).

Além da atividade antibacteriana, os extratos do fruto também inibiram o
crescimento de fungos de origem humana, incluindo: Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Fusarium sp. e Curvalaria sp. (Kannan et al., 2009). Em conjunto
esses dados indicam que o fruto pode apresentar compostos com diferentes espectros de

acdo antimicrobiana.

3.6 Ac¢ao antimicrobiana do pseudofruto
Aiswarya et al. (2011b) avaliaram o potencial antimicrobiano de extratos aquoso e

etandlico do pseudofruto de A.occidentale na concentracdo de 1 mg/mL, sobre Bacillus
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cereus (ATCC 11778) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 11298). Os extratos alcodlico e aquoso
foram eficazes em inibir o crescimento do B. cereus e da K. pneumoniae nas concentragdes
inibitdrias minimas de 0,06 a 0,09 mg/mL.

O estudo sobre a andlise da composi¢do das cinzas do bagaco do pedunculo de caju e
sua atividade antifungica contra espécies de Fusarium evidenciou que a solucdo aquosa das
cinzas na concentracdo de 0,20 mg/mL apresentou efeito inibidor contra Fusarium
oxysporum, Fusarium moniliforme, Fusarium lateritium e nenhum efeito contra Fusarium

decemcellulare (Santos et al., 2011b).

3.7 Ag¢ao antimicrobiana de compostos isolados do fruto e pseudofruto

Os principais compostos fendlicos (acidos anacardicos: Ciss3, Ciz, Cisi, Cis.o,
cardandis: Cys.3, C12.; carddis: Cys.3, C12.9, C15.1 € 2-metilcarddis: Cys.3, C15.2), isolados do liquido
da casca da castanha do caju (LCC) apresentaram ag¢do antimicrobiana sobre Bacillus subtilis,
Brevibacterium ammoniagenes, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. Entretanto,
0s mesmos compostos ndao foram efetivos contra Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis e Penicillium
chrysogenum (Himejima; Kubo, 1991).

A atividade antimicrobiana do liquido da casca da castanha do caju (LCC) sobre o
Streptococcus mutans parece estar relacionada a presenca de compostos com nucleos de
acido anacardico e ao grau de insaturacao das cadeias alifaticas, visto que a atividade
antimicrobiana é maior quanto mais insaturada for a cadeia substituinte (Gaitan et al.,
2003). Acidos anacérdicos isolados do liquido da casca da castanha do caju apresentaram
atividade antimicrobiana sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Candida utilis, com concentragdo inibitéria minima (CIM) variando de 28,62 a
1.488,06 pg/mL. Estes compostos foram especialmente ativos sobre S. mutans (Lima et al.,
2000).

Os ensaios realizados com o &cido anacardico 6-[(8Z)-8-pentadecenil] e &acido
salicilico, isolados do liquido da casca da castanha de caju, e dois derivados: (6-[8,9-epoxi
pentadecanil] cido salicilico e 6-[8,9-dihidroxipentadecanil]), foram efetivos em comprovar
a acdo antimicrobiana sobre Bacillus subtilis, Brevibacterium ammonigenes, Bacillus

thuringienis, Propionibacterium acnes e Streptococcus mutans (Kasemura et al., 2002).
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Segundo Kubo et al. (2003), os acidos anacardicos naturais (Cis.3, C12.2, Ci5.1, Ci5:0 €
Ci17.1) isolados do liquido da casca da castanha do caju e cinco acidos anacardicos sintéticos
andlogos (Cs.o, Cso, Cioo, Ci20 € Cis1) tém potente acdo antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Streptococcus mutans. Segundo os
autores, todos os acidos foram mais efetivos contra a MRSA, com variacdes em relacdo a
concentragdo bactericida minima (CBM). Adicionalmente, foi também observado que o
acido Cys.3 inibiu o consumo de oxigénio por bactérias presentes no trato respiratério
humano, tais como Micrococcus luteus e Pseudomonas aeruginosa.

Kubo et al. (1993b) testaram a atividade antimicrobiana dos acidos anacardicos
isolados do liquido da casca da castanha do caju (Cis3, Ci22, Cis.1 € Cis0) € andlogos
sintéticos (Cq, C1, Cs, Cg, Cio, C12, Cis € Cy) contra Bacillus subtilis, Brevibacterium
ammoniagenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Propionebacterium acnes,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces
cerevisiae, Candida utilis, Pityrosporum ovale e Penicillium chrysogenum. A concentracao
utilizada variou de 0,78 a 800 pg/mL. Os acidos anacardicos Cis.3, C12.5, Ci5.1 € 0s analogos
sintéticos Cg, C19 e C1», apresentaram atividade antibacteriana sobre as bactérias B.subtilis,
B. ammoniagenes, S. aureus, S. mutans e P. acnes. O acido Cyo foi 0 mais potente contra
Staphylococcus aureus e o acido Cy, apresentou atividade antimicrobiana comparavel ao
acido Cis5.3 que segundo os autores, é o acido anacardico com atividade antimicrobiana mais
potente, especialmente contra bactérias Gram-positivas.

Os acidos anacardicos encontrados no fruto do cajueiro também estdo presentes no
pseudofruto e da mesma forma apresentam agdo antimicrobiana contra varias espécies de
micro-organismos. Adicionalmente, foi observado que a atividade antibacteriana dos acidos
diminui, na mesma proporg¢do em que ha reducdo no nimero de cadeias laterais duplas dos
acidos Cys.3, Cy5. € Cy5.1 (Muroi; Kubo, 1993).

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana realizados com os acidos anacardicos
Cis:3, Ciso, Ciz0, além do acido (E)-2-hexanal, obtidos do pseudofruto apresentaram
atividade antibidtica sobre Helicobacter pylori (Kubo et al.,1999), o que pode representar
uma alternativa para o tratamento de Ulceras, uma vez que esta bactéria esta associada a
80% dos casos, em paises em desenvolvimento (Castillo-Juarez et al., 2007).

A atividade antimicrobiana de 10 compostos volateis (Car-3-eno, (E)-2-hexenal;

furfural; hexanal; benzaldeido; nonanal; 2 metil-1-pentanol; limoneno; a-terpeno; B-
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cariofileno) do pseudofruto de A. occidentale foi testada contra 9 bactérias e 5 fungos. Os
testes de sensibilidade mostraram que, entre os compostos testados, o (E)-2 hexanal
apresentou uma maior atividade inibitdria, pois foi ativo contra todos os micro-organismos

testados (Muroi et al., 1993).

3.8 Acao antimicrobiana da goma ou exsudato

Estudo com o exsudato do cajueiro, popularmente denominado de goma, resultou na
inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus, Aspergillus flavides, Aspergillus occhraceus,
Aspergillus chevaliere, Aspergillus candidus, Penicillium implicatum, Penicillium sp.,
Colleotrichum musae, Verticillium sp., Bacillus subtilis, Colleotrichum musae, Verticillum sp.,
Bacillus subtilis, Serratia marcescens e Staphylococcus aureus (Marques et al., 1992). Por
outro lado, a goma do cajueiro apresentou fraca atividade sobre Saccharomyces cerevisiae
mesmo em elevadas concentragdes (400 a 2000 pg/mL). Resultados negativos ocorreram
nas culturas plancténicas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Bacillus cereus, Salmonella choleraesius, Listeria monocytogenes,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Lasiodiplodia theobramae e
Colletotrichum sp. (Torquato et al., 2004).

A tabela 1 sumariza os dados relativos aos trabalhos avaliados incluindo partes da
planta, método de avaliacdo, espécies de micro-organismos avaliadas e referéncias, no
periodo entre 1982 e 2011.

Contudo, diante do exposto fica comprovada a atividade antimicrobiana de
Anacardium occidentale, com variacdes de eficacia associadas a polaridade dos extratos
e/ou fracbes e aos tipos de micro-organismos testados. De qualquer forma, merece maior
atencdo a investigacdo deste potencial, sobretudo em relagdo as bacterias normalmente
resistentes aos antibidticos comerciais, o que torna essa espécie importante insumo na

producao de bioprodutos com ac¢do antimicrobiana.

4 CONCLUSOES

Os dados obtidos mostram a eficdcia de extratos de casca do caule, folhas, fruto,
pseudofruto e goma (exsudato) bem como de compostos isolados do fruto e do pseudofruto
de A. occidentale como antimicrobiano indicando que ha nas partes desta espécie

compostos passiveis de obtencdo de bioprodutos com acdo antibacteriana e antifungica.
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Tabela 1 — Atividade antimicrobiana da casca do caule, folhas, fruto, pseudofruto, goma e compostos isolados de Anacardium occidentale L.

Micro-organismos

Parte da espécie Método — Referéncias
Inibidos N3ao inibidos
Proteus morganii, Pseudomonas aeruginosa, Sarcina lutea, Klebsiella
DAC pneumoniae, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus Escherichia coli, - Laurens et al. (1982)
Salmonella typhi
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter species,

DAD Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Acinetobacter species i Kudi et al. (1999);
Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) Abulude et al. (2009)
Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa multirresistente

Bacillus cereus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Clostridium
DAP spgrogenes, Corynebacterium pyogenes, K.pneumoniae, Stqphy/ococcus aureus, E. coli, C. albicans Akinpelu, (2001)
Micrococcus luteus, Proteus vulgares,Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Shigella dysenteriae, Staphylococcus faecalis
DAD - Listeria monocytogenes Gontijo et al. (2004)
C.parapsilosis,
Candida albicans, Candida tropicalis C.guilliermondii, C. krusei Vargas Neto, (2004)
C. kerfyr
DAP Candida tropicalis, Candida stellatoidea ¢ O/bICGH.S ’ Araujo et al. (2005)
Casca do caule C. krusei
. . Melo et al. (2006);
DAP Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis - Pereira et al. (2006a)
DAP Cryptococcus neoformans C. albicans. Braga et al. (2007)
S. aureus,
E. faecalis, Streptococcus
sp.,
DAD Candida guilliermondii Micrococcus I'u'teus, B. . Santos et al. (2007)
cereus, B. subtilis, E. coli,
K. pneumoniae,
C. albicans,
C. tropicalis
DAP Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) - Silva et al. (2007)
e Escherichia coli, Staphylococcus aureus ; Streptococcus mutans, Streptococcus i Anjos et al. (2009) ;
mitis, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei Araujo et al. (2009)
DAP Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumonia salmonella typhi, Escherichia Ayepola; Ishola,

coli, Candida albicans

(2009)
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus

Silva et al. (2009)

Folhas

DAD, DC . -
’ cereus, Klebsiella sp.
trpt t trpt livari trept li
DAD, DAP Strptococcus mutans, Strptococcus salivarius, Streptococcus oralis, i Cavalcante, (2010)
Staphylococcus aureus
DAP Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi - Musa et al. (2011)
DAP Staphylococcus aureus, Staphylococ'cus aureus resistente a meticilina (MRSA), K. pne.umomae, P.' Santos, (2011)
Bacillus cereus aeruginosa, E. coli
DAD, DA Staphylococcus afjreus, MicrocoFcus luteus, 'Baci//us.subti/i's, Enterococcus E. coli, S. marcescens Santos et al. (2011a)
faecalis, Mycobacterium smegatis, Candida albicans
Proteus morganii, Pseudomonas aeruginosa, Sarcina lutea, Klebsiella
DAC pneumoniae, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, - Laurens et al. (1982)
Salmonella typhi
Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus . Mackeen et al.
DAD, DC E. coli
occhaceous, Cryptococcus neoformans (1997)
DAC. DC Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Serratia i Sathawane et al.
’ marcescens, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumonia, Candida albicans (1997)
Corynebacterium
DAP Staphylococcus aureus, Enterobacter species, Streptococcus pneumoniae, pyogenes,E. faecalis, Kudi et al. (1999)
Enterococcus faecalis, Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa multirresistente Acinetobacter sp., P. ’
aeruginosa
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella Omojasola; Awe,
DAP, DC . . -
dysenteriae, Salmonella typhi (2004)
C. albicans, Trichopphyton Schmourlo et al.
DA Crypt
ryptococcus neoformans rubrum (2005)
Pereira et al.
hyl Escherichia coli, E jae, P
DAD Staphylococcus aureus, Escheric uz’ ec:Ju/, inr;i(j;obacter gergoviae, Pseudomonas i (2006b); Mustapha;
g Hafsat, (2007)
Escherichia coli, Klebsiella sp., Proteus mirabilis, Shigella boydii, Pseudomonas Citrobacter sp., Shigella
DAC, DC aeuriginosa, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Salmonella typhi, sonnei, Streptococcus Satish et al. (2008)
Salmonella typhimuriu faecalis
3 -
DAD Staphylococcus aureus, Staphy/oc'occus a/b'us, nterococc'us faecalis, i Abulude et al. (2009)
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae
DAP Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,  Salmonella typhi, C. albicans, Ayepola; Ishola,
Salmonella typhi, Candida albicans E. coli (2009)
Echerichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus Dahake et al.
DAD I . . . , - (2009) ; Agedah et
subtilis, Candida albicans, Aspergillus niger al. (2010)

DAD

Fusarium equiseti, F.

Satish et al. (2009)
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Graminearum,
F.lateritium,F. moniliforme,

f.oxysporum, F. proliferatum,

F. semitectum, F. solani

DAC, DC Shigella boydii, Shigella flexnery Shigella sonnei Satish et al. (2010)
DAP Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Salmonella typhi, Klebsiella Cercospora zeaef maydis, Rajashree et al.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Mycosphaerella berkeleyi (2011)
DAD, DA Staphylococcus aflreus, Microco.ccus luteus, 'Baci//us.subti/i's, Enterococcus E. coli, P. aeruginosa, S. Santos et al. (2011a)
faecalis, Mycobacterium smegatis, Candida albicans marcescens
DAP Staphylococcus aureus, Staphy/ococ.cus aureus resistente a meticilina (MRSA), K. pnejumon/ae, P: Santos, (2011)
Bacillus cereus aeruginosa, E. coli,
E. E. coli, S.
Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. gerogenes, £. co ". 3 Gongalves et al.
DAD pyogenes, K. pneumoniae, P.
coagulase . . . (2005a)
Fruto aeruginosa, Providencia sp.
DAD Aspergillus flavus, Aspergillus fumigates, Aspergillus niger, Fusarium sp. Curvalaria sp. Kannan et al. (2009)
DAP Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Salmonella typhi, Klebsiella Cercospora zeaef maydis, Rajashree et al.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli Mycosphaerella berkeleyi (2011)
DAC Bacillus cereus, Klebisiella pneumoniae - Aiswarya et al.
(2011)
Pseudofruto
DAD Fusarium oxysporum, Fusarium monoliforme, Fusarium lateritium Fusarium decemcellulare Santos et al. (2011b)
Penicillium steckii,
Penicillium implicatum,
Goma ou Aspergillus flavus, A. flavides, A. occhraceus, A. candidus, Aspergillus chevalieri, Pen/F I.I l/.u m C’?”.S ogenum,
T . . L Penicillium digitatum, A. Marques et al.
exsudato DAD Penicillium implicatum Colletotrichum musae, Penicillium sp., Verticillum sp.,

Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus

niger, A. sydowi, A.
parasiticus, Achlya sp.,
Aureobasidium pulluans,
Cunigamella blaskelean

(1992)
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DC Saccharomycies cerevisiae

S. aureus, E. coli, B. cereus,
S. cerevisiae, S.
typhimurium, L.
monocytogenes,

Lasiodiplodia theobramae,

Colletotrichum sp.,

Kluyeveromyces marxianus

Torquato et al.
(2004)

Bacillus subtilis, Brevibacterium ammoniagenes, Staphylococcus aureus,
DC Streptococcus mutans, Propionibacterium acnes, Bacillus thuringienis subsp.
Israelensis, Streptococcus mutans

E. aerogenes, E. coli, P.
aeruginosa, S. cerevisiae, C.
utilis, P. chrysogenum E. coli,

P. aeruginosa, P. mirabilis,
Proteus vulgares, S.
cerevisiae, C. utilis,
Pityrosporum ovale,

Penicillium chrysogenum

Himejima; Kubo,
(1991) ; Kubo et al.
(1993b); Muroi;
Kubo, (1993) ;
Kasemura et al.
(2002)

Bacillus subtilis, Brevibacterium ammoniagenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Propionibacterium acne, Escherichia coli, Pseudomonas
DC aeruginosa, Proteus vulgares, Enterobacter aerogenes, Saccharomyces
cerevisiae, Candida utilis, Pityrosporum ovale, Propionibacterium chrysogenum,
Trichophyton mentagrophytes

Compostos
isolados

Muroi et al. (1993)

DA Helicobacter pylori - Kubo et al. (1999)
DAD, DC Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans , Candida utilis - Lima et al. (2000)
DC Streptococcus mutans - Gaitan et al. (2003)
DC Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Streptococcus mutans - Kubo et al. (2003)

DC: Diluigdo em caldo; DAD: Difusdo em agar/técnica do disco; DAP: Difusdo em agar/técnica do pogo; DA: Diluigdo em agar; DAC

: Difusdo em agar/técnica do cilindro.
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5 CAPITULOII

Prospeccao quimica, atividade antimicrobiana e antioxidante das folhas,

casca do caule e flores de Anacardium occidentale L.

Rubenice A. da Silva, Valério Monteiro Neto e Rosane N. M. Guerra
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RESUMO

Anacardium occidentale L., familia Anacardiaceae, é espécie vegetal frequentemente
utilizada para tratar infec¢Ges. Avaliamos a atividade antimicrobiana e antioxidante de
extratos obtidos das partes aéreas. Foram preparados, separadamente, os extratos
etandlicos das folhas (EBFO), casca do caule (EBC) e flores (EBFL) para avaliagdo da atividade
antimicrobiana por difusdo em agar e diluicdo em caldo. Foi também determinada a
Concentracgdo Bactericida (CBM) e a Fungicida Minima (CFM) contra: Streptococcus mutans,
Lactobacillus  acidophilus, Staphylococcus aureus, MRSA, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Salmonella choleraesuis, Candida albicans e
Candida tropicalis. A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelo sequestro de
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). EBC, EBFO e EBFL foram analisados por métodos
colorimétricos e por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
ultravioleta (CLAE/UV). Todos os extratos apresentaram ag¢do antimicrobiana, sendo que
EBFL foi o mais efetivo, pois teve efeito sobre todos os micro-organismos testados. Foram
identificados em todos os extratos: acidos organicos, alcaloides, compostos fendlicos,
saponinas, taninos hidrolisaveis, triterpenos, flavonas, flavondis, flavononas, esteroides e
xantonas. Concluimos que compostos com atividade antimicrobiana, sobretudo com acao
sobre bactérias cariogénicas, sao predominantes nas flores, pois o EBFL foi o extrato com
acdo antimicrobiana sobre todos os micro-organismos testados e ainda, com acdo

semelhante a clorexidina.

Palavras chave: Anacardium occidentale, Antimicrobiano, Antioxidante; caju.



68

1 INTRODUCAO

Anacardium occidentale L., familia Anacardiaceae, popularmente conhecido como
cajueiro, é arvore frutifera, nativa do Brasil, com predominancia na faixa litordnea dos
estados do nordeste do pais (Maia et al., 2000; Assung¢do; Mercadante, 2003). Os principais
usos etnofarmacoldgicos da espécie incluem o tratamento de doencas infecciosas e
inflamatdrias e da dor como: doengas venéreas, doencas de pele, diarreias, estomatites,
aftas, bronquite, célicas intestinais, debilidade muscular, diabetes, dor de dente, fraqueza,
inflamagdes, psoriases, tosse, entre outras (Corréa, 1984; Girén et al., 1994; Luz, 2001;
Borba; Macedo, 2006; Rodrigues, 2007; Aiswarya et al., 2011; Dare et al., 2011).

Ha varios relatos quanto a atividade antimicrobiana do fruto (Himejima; Kubo 1991;
Gaitdn et al., 2003; Kubo et al., 2003; Kannan et al., 2009); pseudofruto (Muroi; Kubo, 1993;
Muroi et al., 1993; Kubo et al.,1999); folhas e casca do caule (Laurens et al. 1982; Mackeen
et al., 1997; Kudi et al. 1999; Akinpelu, 2001; Schmourlo et al., 2005; Braga et al., 2007; Melo
et al., 2006; Pereira et al., 2006; Mustapha; Hafsat, 2007; Santos et al.,, 2007) e goma
extraida desta espécie (Marques et al., 1992; Torquato et al., 2004), mas nao ha relatos de
atividade semelhante nas flores.

Da mesma forma a atividade antioxidante foi descrita para o fruto (Kubo et al., 2006;
Rodrigues et al., 2006; Sajilata; Singhal, 2006; Trevisan et al., 2006; kamath; Rajini, 2007,
Chaves et al.,, 2010; Andrade et al., 2011; Oliveira et al., 2011), pseudofruto (Melo-
Cavalcante et al., 2003; Trevisan et al., 2006; Broinizi et al., 2007; 2008), casca do caule
(Chaves et al., 2010; Santos, 2011) e folhas (Jaiswal et al., 2010), mas nado para flores.

Com base nessas consideracdes investigamos a atividade antimicrobiana e
antioxidante, bem como a composicdo quimica de extratos obtidos das flores, folhas e da

casca do caule, na perspectiva de avaliar qual das partes apresenta maior acao.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material botanico

As flores, folhas e casca do caule de Anacardium occidentale foram coletadas, com
instrumento cortante, no Campus da Universidade Federal do Maranhdao — UFMA, Sao Luis,
Maranhdo, Brasil, em julho de 2007, segundo determinacdes estabelecidas anteriormente
(Oliveira et al., 1991; Von Hertwig, 1991). A identificacdo botanica foi realizada no Herbdrio

Atico Seabra da UFMA, onde a exsicata estad depositada sob n 1050/ SLS017213.
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2.2 Preparagao dos extratos

As flores, folhas e casca do caule foram, em separado, submetidas a secagem em
temperatura ambiente (25 + 3 2C), por 24 horas, seguida de secagem em estufa a 37 °C,
durante sete dias. O material seco foi triturado em moinho elétrico (TENAL TE 340) e
extraido por maceracdao em etanol absoluto P. A,, repetindo-se o processo a cada semana,
por 3 semanas (Melo et al.,, 2006), com algumas modificagbes. Os extratos foram
concentrados sob pressdo reduzida, liofilizados e estocados a 4° C, em frascos estéreis, para
realizacdo dos ensaios. Os extratos das flores apresentaram rendimento médio de 15%, o
das folhas 13% e da casca do caule 18%. Para os ensaios microbioldgicos in vitro, 20 g de
cada extrato liofilizado foi ressuspenso em 100 mL de dgua destilada estéril, esterilizados por
filtragdo em membrana de 20 pum (Sartorius). Para a analise quimica, 10g dos extratos

liofilizados foram ressuspensos em etanol absoluto (P. A., — Merck).

2.3 Prospecgdo quimica e analise cromatografica (CLAE/UV) dos extratos de Anacardium
occidentale

A prospeccao dos extratos etandlicos das flores (EBFL), folhas (EBFQ), casca do caule
(EBC) de A. occidentale foi realizada utilizando métodos qualitativos e semiquantitativos
para identificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios. Os resultados foram
observados por mudanca de coloracdo, formacdao de precipitado e formacao de espuma,
considerando como critérios de avaliacdo: (+++) fortemente positivo; (++) moderadamente
positivo; (+) fracamente positivo; (-) negativo. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata (Costa, 1994; Matos, 2009).

Os extratos das flores (EBFL), folhas (EBFO) e casca do caule (EBC) foram também
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria na regido
do ultravioleta (CLAE/UV), em escala analitica. Os cromatogramas de EBFL, EBFO, EBC foram
obtidos em sistema Varian (Pro Star 310, Varian Star Workstation, 6.0). Programa: tempo de
eluicdo 40 minutos, detecgdo 278nm, fluxo Im/minutos. Coluna Polaris (C-18, fase reversa,
protegida por uma pré-coluna de 2,5 cm) loop de 20 L. Fase mével: agua ultrapura (Milli-Q)
com 2% de acido acético (A) e acetonitrila (Merck) (B). Tempo inicial de 0 minutos — 30
minutos, 70% de A e 30% de B até 50% de A e 50% de B. Tempo de 30 minutos - 40 minutos,
50% de A e 50% de B até 30% de A e 70% de B.



70

Os resultados foram expressos em tempo de retencdo (Tr) em minutos e as
concentragoes, expressas em percentagens (%), com base na relagdao da integral da area dos

picos.

2.4 Avaliagao da atividade antimicrobiana
2.4.1 Micro-organismos

A atividade antimicrobiana foi determinada sobre cepas padrdo dos seguintes micro-
organismos:

Bactérias Gram-positivas Streptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus
acidophilus (ATCC 4356), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus
resistente a meticilina - MRSA (ATCC 3438402), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),

Streptococcus pyogenes (ATCC 19615).

Bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis
(ATCC7002), Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC 51446), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700503), Helicobacter pylori (ATCC
43504). Salmonella choleraesuis foi proveniente de infecc¢ao clinica humana.

Fungos: Candida albicans (ATCC 18804), Candida albicans n237, Candida albicans
n212, Candida albicans n%l, Candida tropicalis n%84, Candida tropicalis n%82; Candida
tropicalis n? 59 e Candida tropicalis n239, provenientes de infec¢des clinicas humanas. As
cepas utilizadas foram obtidas da Fundac¢do Osvaldo Cruz — Rio de Janeiro.

As bactérias foram cultivadas em caldo nutritivo BHI (DIFCO) e incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C, 24 horas. As amostras de fungos foram repicadas em agar Sabouraud
Dextrose (DIFCO) e incubadas a 37°C, 24 horas. As suspensdes microbianas para os testes de
susceptibilidade foram preparadas em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). A turbidez foi

padronizada em 0,5, segundo a escala de McFarland (108 UFC/mL) (McFarland, 1907).

2.4.2 Difusao em agar

A atividade antimicrobiana foi determinada por difusdo em agar, empregando-se a
técnica das cavidades para a triagem (Smania et al., 1999). Foram utilizadas placas de agar
Brain Heart Infusion (BHI) para Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus, agar

sangue para Helicobacter pylori, Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis, agar
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Mueller-Hinton para as demais bactérias e agar Sabouraud-Dextrose para Candida albicans e
Candida tropicalis. Nas placas foram realizadas perfuragdes (pogos) de 5 mm de diametro.

As suspensdes microbianas padronizadas foram semeadas com auxilio de um swab
estéril e tratadas com 25uL dos extratos (EBFL, EBC e EBFO) e dos controles. Etanol absoluto
foi empregado como controle do solvente, gluconato de clorexidina a 0,12% foi utilizado
como controle positivo para as bactérias, fluconazol (128,0 ug/mL) para os fungos e agua
destilada foi usada como controle negativo em todos os ensaios.

As placas foram incubadas a 37 °C, por 1 hora, para difusdo dos tratamentos, sendo,
a seguir, invertidas para incubacgdo. As placas com agar BHI e agar sangue foram incubadas
em ambiente de microaerofilia, com 5% de CO, a 37°C, por 48 horas. As placas com agar
sangue com os inécuos de Helicobacter pylori foram incubadas em ambiente de
microaerofilia, com 5% de CO, a 37 °C, por mais 24 horas, totalizando 72 horas de
incubacdo. As placas com agar Sabouraud e as com Mueller-Hinton foram incubadas em
aerobiose, por 24 horas. Todos os ensaios foram feitos em duplicatas para cada um dos
micro-organismos. Apds a incubacdo, foi realizada a leitura dos halos de inibicao e

mensurados em milimetros.

2.4.3 Determinagao da concentragao bactericida (CBM) e fungicida (CFM) minima

A determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) e da concentracao
fungicida minima (CFM) foi realizada pela técnica de diluicdo em caldo (Smania et al., 1999),
empregando-se diluicdes seriadas dos extratos das flores (EBFL), folhas (EBFO) e casca do
caule (EBC) em caldo BHI, em concentra¢Bes que variaram de 0,3125 a 2 mg/mL. Cada tubo
recebeu 1uL da suspens3o microbiana (10% UFC/mL) e foi incubado a 37°C, por 24 horas. Em
seguida, os tubos foram repicados em placas contendo agar:

- BHI para S. mutans e L. acidophilus,

- Sangue para Helicobacter pylori, Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis,

- Mueller-Hinton para as demais bactérias e

- Sabouraud para a Candida albicans e Candida tropicalis.

Apds a incubacdo das placas a 37°C e a constata¢do do crescimento microbiano
foram determinadas as concentracoes bactericida (CBM) e fungicida minimas (CFM). Foram

consideradas CBM e CFM as menores concentragdes dos extratos onde ndao houve
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crescimento microbiano. Ndo foi possivel determinar a concentragao inibitéria minima (CIM)

devido a cor e a turbidez dos extratos.

2.5 Determinacgao da atividade antioxidante

Aliquotas de 5uL de cada extrato (200ug) e da quercetina, utilizada como padréo,
(Img/mL em metanol) foram aplicadas em placas cromatogréficas de silica gel 60 Fs4
(0,2mm, Merck). A fase movel utilizou uma mistura contendo n-butanol, acido acético e
agua (67: 23: 10). A revelagdao dos cromatogramas foi feita com solu¢dao metandlica de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila a 0,2% (DPPH, Sigma). A coloragdo roxa apareceu em
aproximadamente 30 minutos e as manchas brancas ou amarelas foram indicativas da
atividade sequestradora do radical livre DPPH (Brand-Williams et al., 1995; Cuendet et al.,
1997). Os valores de fator de retencdo (Rf) das manchas foram calculados e os
cromatogramas fotografados e registrados em sistema CAMAG.

A atividade antioxidante quantitativa foi determinada em microplacas de 96 pocos
com auxilio de um leitor de Elisa (KC4-Bio-Tek Instruments INC, USA). Em cada um dos pogos
foram colocados 71,4l de solucdo metandlica de DPPH (0,3Mm) e 178,5uL da amostra do
extrato nas concentragGes de (4, 2, 1 e 0,5 pug/mL). A quercetina foi utilizada como controle
positivo (4pg/mL). As analises foram realizadas em triplicata (n=3) . A microplaca foi mantida
em temperatura ambiente e as medidas de intensidade da absorbancia (515nm) foram
realizadas em 15 e 30 minutos. A atividade antioxidante foi expressa em percentagem (%AA)
a partir dos valores de absorbancia conforme a equacio: % AA = (Abs®™"™ — Abs°™"°) x 100
/ Abs®""°® (Sousa et al., 2007).

A concentracdo eficiente CEsq dos extratos analisados foi calculada com base nos
dados obtidos da curva dose — resposta da atividade sequestradora do radical DPPH frente a
guercetina (MERCK), apds leitura em espectrofotbmetro (Shimadzu, Japdo) utilizando
512nm de comprimento de onda, (n=3). Foi considerada como Concentragao Eficiente (CEso)
a concentracdo necessaria para sequestrar 50% da concentracdo inicial de DPPH, também

denominada de concentracdo inibitdria (Clsg) (Sousa et al., 2007).

2.6 Anadlise estatistica
O processamento e analise dos dados foram realizados no Stata 10.0 (Stata

Corporation, College Station, Texas, USA). As varidveis foram expressas como média * desvio
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padrdo. Foi empregado o teste de Mann—-Whitney nas compara¢des entre duas varidveis e
Kruskal-Wallis para multiplas comparagdes. O nivel de significancia foi pré-estabelecido em

5% (p<0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Prospecgdo quimica e perfil cromatografico (CLAE/UV) dos extratos das folhas, flores e
da casca de Anacardium occidentale

Foram detectados em todos os extratos de A. occidentale: acidos organicos,
alcaloides, compostos fendlicos, saponinas, taninos hidrolisaveis, triterpenos, flavonas,
flavonéis, flavononas, esteroides e xantonas como fortemente ou moderadamente positiva
nos extratos de flores e folhas. No extrato da casca a intensidade de detec¢dao dos
constituintes quimicos foi menor do que nos demais, mas os compostos encontrados foram
os mesmos (Tabela 1).

A figura 1 mostra que o perfil cromatografico do EBFL apresentou 37 picos com seus
respectivos tempo de retencdo (Tr). Ja o perfil cromatografico do EBFO apresentou 33 picos
e do EBC 35 picos. Em todos os cromatogramas os picos menores foram detectados abaixo

de 4%.

3.2 Atividade antimicrobiana

A acdo antimicrobiana dos extratos de flores (EBFL), folhas (EBFO) e casca do caule
(EBC) de A. occidentale foi avaliada sobre quatorze espécies e/ou cepas bacterianas,
considerando como padrao a clorexidina. O EBFO apresentou a¢do bacteriana para 10 micro-
organismos e o extrato da casca apresentou atividade para 9, enquanto o EBFL foi efetivo
em inibir o crescimento de todas as bactérias testadas (Tabela 2). A eficacia antimicrobiana
do EBFL foi também evidenciada pela determinacdo da concentracdo bactericida minima
como mostra a tabela 3.

O EBFL apresentou ac¢do antimicrobiana sobre as diferentes espécies e/ou cepas de
Candida, quer seja pela inibicdo do halo de inibicdo (Tabela 4) ou pela determinacdo da

concentragdo fungicida minima (Tabela 5).
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3.3 Atividade antioxidante

A determinagao qualitativa da atividade antioxidante nos extratos EBC, EBFO e EBFL
sugerem a existéncia de compostos com atividade antioxidante resultantes da reducdo do
radical DPPH, sendo que o fator de retencao (Rf) para EBFL e EBC foi de 0,64 e para EBFO
0,74, portanto muito semelhantes ao da quercetina (0,85), composto isolado, usado como
padrao. O mesmo ocorreu em relagdo a capacidade de sequestrar radicais livres quando os
valores de CEsg foram 0,99 para o EBFL; 1,47 para o EBFO; 1,12 para o EBC e 1,71 para a
quercetina (Tabela 6). A figura 2 mostra o percentual da atividade sequestradora do radical
livre DPPH em microplaca dos extratos de A. occidentale e do controle positivo quercetina,

apos trinta minutos de reagdo.

4. DISCUSSAO
4.1 Constituintes quimicos dos extratos de A. occidentale

Estudos comparativos da prospecc¢do quimica realizados com o extrato etandlico de
flores (EBFL), folhas (EBFO) e casca do caule (EBC) mostraram que todos estes extratos sao
ricos em metabdlitos secunddrios bioativos, sendo que os resultados mais fortemente
positivos foram encontrados nas flores.

Da mesma forma que o aqui descrito Abulude et al. (2010) identificaram saponinas,
resinas, alcaloides em extratos de Anacardium occidentale. Taninos hidrolisdveis e ndo
hidrolisaveis foram descritos por Mota et al., (1985). Também ja foram descritos outros
compostos como: esteroides (Dinda et al., 1987), compostos fendlicos (Subramanian et al.,
1969 ; Himejima; Kubo, 1991; Kubo et al., 1994; Paramashivappa et al., 2001; Kumar et al.,
2002; Correia et al., 2006; Chaves et al., 2010), acidos organicos (Dinda et al., 1987; Toschi et
al., 1993) e flavonoides (Rahman et al., 1978; Murthy et al.,, 1981; Murthy et al., 1982;
Correia et al., 2006; Abulude et al., 2010).

Varia¢des de composi¢do quimica qualitativa e/ou semiquantitativa em estudos com
a mesma espécie vegetal podem ocorrer, tendo em vista a influéncia do desenvolvimento do
vegetal, sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, indice pluviométrico, radiacao,
nutrientes, altitude, entre outros fatores ambientais (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Os resultados apresentados neste estudo comprovam que, embora a avaliagdo

qualitativa dos constituintes quimicos nao apresente diferengas significativas entre os
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extratos obtidos das flores, folhas e casca do caule, alcaloides e flavonoides apresentaram
resultados mais expressivos no EBFL do que nos demais extratos.

Os perfis cromatograficos dos extratos das flores, folhas e de casca do caule de
Anacardium occidentale nas mesmas condi¢des de andlises (Figura 1) indicam a presencga de

diferentes metabdlitos secundarios bioativos nos trés extratos analisados.

4.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de extratos dos frutos, pseudofrutos, folhas e casca de
Anacardium occidentale foi anteriormente descrita tanto para bactérias como fungos,
sobretudo Candida (Laurens et al., 1982; Sathawane et al., 1997; Akinpelu, 2001; Schmourlo
et al., 2005; Braga et al., 2007; Agedah et al., 2010; Rajashree et al., 2011). A atividade foi
majoritariamente atribuida a presenca de flavonoides, taninos, dcidos organicos, alcaloides,
saponinas, terpenos e, especialmente, a presenga de compostos fendlicos, com destaque
aos acidos anacardicos, cardol e cardanol (Himejima; Kubo, 1991; Muroi; Kubo, 1993; Muroi
et al., 1993; Kasemura et al., 2002; Kubo et al., 2003), compostos que isoladamente tém
comprovada ag¢do antimicrobiana, embora por mecanismo de ag¢dao ainda nao
completamente elucidado (Cowan, 1999; Iwu et al., 1999).

No presente estudo foi detectado um potente efeito antibacteriano dos extratos das
flores, folhas e casca do caule de A. occidentale sobre varias espécies de bactérias.
Comparativamente, os resultados mostraram uma maior efetividade do extrato das flores
contra todos os micro-organismos testados, em relacdo aos extratos das folhas e de casca,
pois o EBFL inibiu todas as bactérias testadas (Tabela 2) e também os fungos (Tabela 4), com
valores dos halos de inibicdo maiores do que os formados pelos demais extratos e
compativeis com os formados pela clorexidina ou com o fuconazol utilizados como controle.
Vale ressaltar que EBFO e o EBC foram efetivos apenas contra Candida albicans 37, mas nao
sobre as demais cepas. Indicando que no extrato das flores ha compostos com acao
antimicrobiana de largo espectro mais efetiva. Atestam a maior eficacia do EBFL como
antimicrobiano os valores da concentragdo inibitéria minima (CBM) que variou de 0,626
mg/mL para Salmonela choleraesuis a 20 mg/mL para Klebsiella pneumoniae e Proteus
mirabilis. A bactéria mais sensivel ao EBFL foi Salmonela choleraesuis, sobretudo se

considerarmos os valores do halo de inibigdo (33 mm) e da CBM (0, 625 mg/mL).
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Os trés extratos foram efetivos contra S. aureus e MRSA, resultados que corroboram
com outros estudos utilizando a casca do caule (Silva et al., 2007), casca do caule e folhas
(Kudi et al., 1999) e 4cidos anacardicos isolados da castanha (Kubo et al., 2003; Green et al.,
2007).

Bactérias S. aureus MRSA sd3o conhecidas por sua resisténcia a uma série de
antibioticos, por isso estdo frequentemente associadas as complicagGes infecciosas em
pacientes hospitalizados e em profissionais da saiude (Chambers, 1988). A resisténcia
decorre da inativacdo enzimdtica, bem como das altera¢Ges nas proteinas fixadoras de
penicilinas (PBPs). Além disso, alteracGes na permeabilidade impedem que o antibiético
chegue aos seus receptores (Ueno; Jorge, 2001; Fuda et al., 2004). Assim a efetividade dos
trés extratos sobre estes micro-organismos constitui-se em importante achado para
prospeccdo de drogas com acdo antimicrobiana.

A resisténcia a antimicrobianos tornou-se um dos principais problemas de saude
publica no mundo. Entre as principais bactérias causadoras de infec¢bes, sobretudo as
infec¢des hospitalares destacam-se S. aureus, MRSA, E. coli e Pseudomonas aeruginosa
(Arruda, 1998; Lowy, 1998; Santos, 2004; Andrade et al., 2006, Galoise-Guibal, 2006; Pinhati
et al., 2010; Cruvinel et al., 2011), todas resistentes a maioria dos antibioticos.

Outro fato importante é que os extratos também foram efetivos em inibir o
crescimento das bactérias produtoras de B-Lactamase de espectro estendido (ESBL) tais
como K. pneumoniae (ATCC 700503) e E. coli (ATCC 51446) (Rasheed et al., 2000; Haydel et
al., 2008). Os trés extratos testados foram efetivos para K. pneumoniae (ATCC 700503) e os
extratos EBFL e EBFO foram efetivos para E. coli (ATCC 51446). Segundo Bouttier et al. (2002)
a atividade antimicrobiana do liquido da casca da castanha Anacardium occidentale (LCC)
estd relacionada a inibicdo das B-Lactamases pelos acidos anacdrdicos. As B-Lactamases
possuem consideravel atividade de hidrélise e inativam uma grande variedade de
antibioticos beta-lactamicos. (Jain et al., 2003), assim os acidos anacardicos surgem como
importante alternativa para controle de micro-organismos que utilizam esta estratégia como
mecanismo de escape e resisténcia a maioria dos antibidticos disponiveis no mercado.

A resisténcia as drogas nao se limita sé as bactérias, mas tem se estendido a fungos
patdégenos, em particular, a espécie C. albicans, que com frequéncia estd associada a
infeccbes (Odds, 1994; Mukherjee et al., 2003; Cannon et al., 2007). Portanto é urgente e

necessaria a pesquisa de novos agentes antimicrobianos capazes de controlar os
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mecanismos de multirresiténcia a essas drogas (Wanderley et al., 2003). Por isso, 0S n0ssos
resultados sugerem que as varias partes aéreas de A. occidentale, sobretudo as flores sao
insumos promissores na bioprospeccdao de novos agentes antimicrobianos, de largo
espectro, a serem utilizados no tratamento de doengas causadas por micro-organismos

resistentes aos antibidticos comerciais disponiveis no mercado.

4.3 Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que, presentes em concentrag¢des baixas, comparadas
ao substrato oxidativo, retardam significantemente ou inibem a oxida¢dao do substrato
(Sousa et al., 2007).

No presente estudo, EBFL, EBFO e EBC mostraram agao antioxidante compativel a
qguercetina, baseado na capacidade de sequestrar radical DPPH livre. Resultados
semelhantes foram anteriormente descritos em extratos da casca (Chaves et al., 2010;
Santos, 2011) e das folhas (Jaiswal et al., 2010). A atividade antioxidante foi detectada em
compostos isolados do liquido da casca da castanha de caju (LCC) incluindo os &acidos
anacardicos, cardol e cardanol (Kubo et al., 2006; Rodrigues et al.,, 2006; Trevisan et al.,
2006; Andrade et al.,, 2011; Oliveira et al.,, 2011). Também foi detectada atividade
antioxidante em subprodutos como no bagaco do pedunculo (Broinizi et al., 2007, 2008),
suco do pedunculo (Melo-Cavalcante et al., 2003) e pelicula da améndoa (Kamath; Rajini,
2007). Entretanto, este é o primeiro relato da atividade antioxidante das flores.

Os compostos fendlicos sdo encontrados em todas as plantas como metabdlitos
secundarios. Estes incluem fendis simples, acido hidroxibenzoico e derivados do acido
cindmico, flavonoides, taninos e cumarinas, entre outros (Naczk; Shahidi, 2004). De acordo
com Haslam (1996), os compostos fendlicos naturais tém recebido muita atencdo nos
ultimos anos pela capacidade de inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipoxigenase, in vitro.
Assim, é possivel que a atividade antioxidante detectada esteja relacionada a presenca de

compostos fendlicos presentes nos trés extratos aqui testados (Tabela 1).

5 CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos conclui-se que os extratos obtidos das flores, das
folhas e da casca do caule de Anacardium occidentale sao ricos em metabdlitos secundarios

bioativos com potente efeito antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas, Gram-
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negativas e fungos, sendo que o extrato das flores apresentou maior efetividade ao inibir o
crescimento de todos os micro-organismos avaliados. Adicionalmente os extratos
apresentam acdo antioxidante compativel a detectada para quercetina, sugerindo que
Anacardium occidentale é espécie de grande potencial biotecnolégico na busca de
compostos com acdo antibidtica de largo espetro e ainda fonte de compostos antioxidantes

a serem utilizados nas indUstrias de alimentos e de cosméticos.
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TABELAS

Tabela 1 - Avaliacdo qualitativa e semiquantitativa dos constituintes quimicos dos extratos
etandlicos de flores, folhas e casca do caule de A. occidentale.

Extratos de Anacardium occidentale

Metabolitos secundarios

Flores Folhas Casca
Acidos organicos +++ +++ ++
Alcaloides +++ ++ ++
Compostos fendlicos +++ +++ +++
Cumarinas - - -
Resinas - - -
Saponinas +++ +++ +
Taninos condensados - - -
Taninos hidrolisaveis +++ +++ +++
Esteroides ++ ++ +
Triterpenos +++ +++ +
Antocianinas, antocianidinas - - -
Flavonas, flavondis e xantonas +++ ++ ++
Chalconas - - -
Flavonondis - - -
Leucoantocianidinas - - -
Catequinas - - -
Flavononas ++ + -

(+++) fortemente positivo, (++) moderadamente positivo, (+) fracamente positivo (-)
negativo.
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Tabela 2 - Atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos da casca do caule, folhas e flores

de A. occidentale sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Extrato bruto/halo de inibigdo (mm)

Micro-organismos 8 a a Clorexidina®
Casca Folhas Flores
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 13+3 10+1 15+1 20+1
Escherichia coli (ATCC 25922) 10+1 11+1 21+1 201
Escherichia coli (ATCC 51446) SI° 10+1 18+1 201
Helicobacter pylori (ATCC 43504) 11+1 12+1 19+1 24+1
Klebisiella pneumoniae (ATCC 700503) 8+1 8+1 13+3 11+1
Klebisiella pneumoniae (ATCC 13883) Sl Sl 12+1 11+1
Lactobacillus acidophilus (ATCC 00076) S S 15+1 20+1
Proteus mirabilis ( ATCC 7002) 14+ 1 12+1 17 +1 9+1
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) S S 19+1 12+1
S. aureus MRSA (ATCC 3438402) 161 15+1 18+ 1 201
Salmonella choleraesuis 15+1 14+2 331 201
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 17+1 16+1 22+1 21+1
Streptococcus mutans (ATCC 25175) S S 18+1 25+1
Streptococcus pyogenes ( ATCC 19615) 12+1 10+1 161 19+1

®Resultados: médias * desvio padrdo de amostras testadas em duplicata.

®S): Sem halo de inibicdo.
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Tabela 3 - Concentracgdo bactericida minima (CBM) de extratos etandlicos de flores, folhas e
casca do caule de A. occidentale sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas .

Extrato bruto (mg/mL)

Micro-organismos

Flores Folhas Casca
Escherichia coli (ATCC 25922) 1,25+1 201 201
Escherichia coli (ATCC 51446) 1,25+1 10+1 NR
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 10+1 20+1 20+1
Helicobacter pylori (ATCC 43504) 5+1 20+1 10+1
Klebisella pneumoniae (ATCC 13883) 20+1 NR* NR
Klebisella pneumoniae (ATCC 700503) 20+1 NR NR
Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) 5+1 NR NR
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 1,25+1 NR NR
Proteus mirabilis (ATCC 7002) 201 201 201
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 10+1 10+1 20+1
Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 3438402) 2,5+1 10+1 5+1
Streptococcus mutans ( ATCC 25175) 2,51 NR NR
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) 5+1 NR 5+1
Salmonella Choleraesuis 0,625+0 51 5+1

*NR: Nao realizado, pois os extratos ndo formaram halos de inibicao.



Tabela 4 - Atividade antifungica
occidentale L. sobre Candida sp.

90

de extratos de flores, folhas e casca do caule de A.

Extrato/halo de inibi¢do (mm)*

Espécie/amostra Flores® Folhas® Casca® Fluconazol®

ATCC18804 16+1 S| S| 15+ 1

Condida 37 19+1 12+1 11+1 13+1
albicans 12 17+1 S| S| 13+1

1 13+1 S| S| 12+1

39 15+1 S| S| 15+ 1

Condida 59 14+1 S| S| 15+1
tropicalis 84 14 +1 S| S| 1342
82 14+1 S| S| 14+ 0

® Resultados: médias + desvio padrdo de amostras testadas em duplicata.

®S| = sem halo de inibicao.
(*) (p<0,05).
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Tabela 5 - Concentracdo fungicida minima (CFM) de extratos etandlicos de flores, folhas e
casca do caule de A. occidentale sobre Candida sp.

Extratos brutos (mg/mL)

Espécie /amostra

Flores Folha Casca

ATCC 18804 20+1 NR* NR

Condida 37 20+1 >20 >20
albicans 12 20+1 NR NR
1 20+1 NR NR

39 20+1 NR NR

Condida 59 20+1 NR NR
tropicalis 84 20+1 NR NR
82 20+1 NR NR

*: NR Nao realizado, pois ndo formou halo de inibi¢ao.
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Tabela 6 — Atividade antioxidante dos extratos de casca do caule, folhas e flores de A.
occidentale em comparacdo a quercetina, considerando o percentual (%AA) de inibicdo
do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

Concentragao dos extratos (ug/mL)

(J“er:‘;f:s) Amostras 0,5 1 2 4 CEso
Flores 24+2 48+ 1 853 94+0,2 0,99

Folhas 17+1 301 57t1 90+0,4 1,47

%0 Casca 2212 42 +1 76 £2 94 +0,5 1,12

Quercetina - - - 94 +0,5 1,71
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Figura 1 - Perfis cromatograficos (CLAE/UV, 278nm) do extrato da casca do caule (A)
flores (B) e folhas (C) de Anacardium occidentale.
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Figura 2 - Atividade antioxidante de extratos das flores (EBFL), folhas (EBFO) e casca do caule
(EBC) de A. occidentale em comparacdo a quercetina (MERCK, 4ug.mL?) utilizada como
controle positivo para avaliar o sequestro de radicais livres de DPPH, em trinta minutos. Os
resultados representam o percentual de inibicdo dos valores obtidos em quadruplicata para
cada um dos extratos nas concentrages de 0,5; 1; 2 e 4 ug/mL.
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RESUMO
O presente estudo avaliou a atividade do extrato etandlico de flores (EBFL) de Anacardium
occidentale e de suas fracdes sobre micro-organismos cariogénicos e Candida albicans;
avaliou a atividade do extrato sobre a viabilidade do biofilme de Streptococcus mutans e
identificou a composicdo quimica do extrato etandlico e da fracdo ativa. A atividade
antimicrobiana foi avaliada por difusdao em agar e por diluicdo em caldo para determinacgao
da Concentracdo Bactericida (CBM) e da Concentracdo Fungicida (CFM) Minima. A
composi¢dao quimica do EBFL e da fracao ativa foi determinada por cromatografia a gas
acoplada com espectrometria de massa, apds derivatizacdo (CG/EM/BSTFA) e
espectrometria de prétons. O extrato etandlico das flores apresentou atividade
antimicrobiana sobre Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e Candida albicans e
ainda efeito bactericida sobre o biofiime de Streptococcus mutans. A concentracdo
bactericida e fungicida minima (CBM e CFM) do EBFL sobre os micro-organismos testados
foram estimadas em 2,5 mg/mL para Streptococcus mutans, 5 mg/mL para Lactobacillus
acidophilus e 20 mg/mL para Candida albicans. Foram identificados no extrato bruto das
flores: acido fosférico, acido dodecanoico, acido hexadecanoico, acido octadecanoico e
acido 1,2-benzenodicarboxilico. Na fracao F1 foram identificados: acido fosférico, acido
benzoico, acido chiquimico, frutose, glicose, acido etilgalico, sorbitol, acido gdlico, acido
hexadecanoico, mio-inositol e 4cido octadecanoico. Somente a fragdo F1 inibiu o
crescimento de S. mutans, L. acidophilus e C. albicans tanto nas culturas de células
plancténicas como no biofilme. Considerando que o acido chiquimico, em isolado, nao
apresentou atividade e que ndo foram detectados acidos anacardicos no extrato das flores
concluimos que atividade antimicrobiana ndo esta associada a presenca destes compostos.
Ressaltamos que por se tratar de extrato bruto a atividade detectada pode também ser
resultante da acdo sinérgica de varios compostos presentes no EBFL. Em conjunto, os dados
sugerem que Anacardium occidentale é espécie promissora para obtencdo de compostos a
serem empregados no controle ou prevencdo da cdrie dentaria, bem como na candidiase

oral.

Palavras chaves: Atividade antimicrobiana, Anacardium occidentale, Caju, Carie dentaria,

Biofilme.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria e a doenca periodontal sdo consideradas questdes relevantes para a
saude publica no Brasil, cerca de 60% de criangas de até cinco anos de idade, sdo afetadas
por estas doencas (Brasil, 2007).

A carie se desenvolve a partir da formacdo de um biofilme dental decorrente da
colonizagdo por micro-organismos acidogénicos, o que resulta na desmineralizagdo do
esmalte (Selwitz et al., 2007), sendo que Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus acidophilus, sdo considerados os principais micro-organismos responsaveis pela
instalacdo e manutencdo do processo cariogénico (Loesche, 1986; Leverett et al., 1993;
Marsh, 1999; Featherstone, 2000).

Nas infec¢Oes orais Candida albicans é a mais frequente das leveduras (O’Sullivan et
al., 2000). H4 evidéncias de que estes micro-organismos estdo diretamente associados ao
desenvolvimento da cérie e da doenca periodontal (Jarvensivu et al., 2004), devido a
propriedade de formar biofilme sobre superficie dentdria (Ramage et al., 2005), tanto
diretamente, como agregadas as bactérias (Arendorf; Walker, 1980; Nikawa et al., 1998).

Métodos mecanicos, como a escovacao e o fio dental, sdo considerados eficazes no
controle da placa bacteriana (Macedo; Lacaz-Neto, 1983; Fernandes; Guedes-Pinto, 1995),
devido a efetividade que apresentam sobre o controle da placa bacteriana, na maioria das
vezes (Costa et al., 2001). Contudo, muitas vezes é necessario o uso de agentes quimicos
como coadjuvante da higiene bucal. Dentre esses agentes, o gluconato de clorexidina é o
mais estudado e eficaz (Bowden, 1996; Torres et al., 2000; Zanata; Roésing, 2007). Entretanto
0 seu uso pode resultar em manchas nos dentes e nas restauragdes, queimacado na lingua,
inflamacdes gengivais, descamacado e ferimento na mucosa oral, disturbios no paladar, o que
leva a restricGes quanto a dosagem e ao tempo de aplicacdo da clorexidina (Autio-Gold,
2008). Os varios efeitos colaterais da clorexidina tém motivado a busca por alternativas de
novos antissépticos para uso odontolégico que possam ser utilizados em solucbes de
enxaguatorios bucais e dentifricios.

Anacardium occidentale L., Anacardiaceae, apresenta comprovada atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Previamente foi
evidenciada acdo de extratos e compostos isolados das partes aéreas contra Streptococcus
mutans (Himejima; Kubo, 1991; Muroi; Kubo, 1993) e Candida albicans, (Marques et al.,

1992; Mackeen et al., 1997; Schmourlo et al., 2005; Braga et al., 2007; Dahake et al., 2009;
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Kannan et al., 2009). Recentemente detectamos que o extrato das flores apresenta acdo
antimicrobiana mais efetiva do que os demais extratos. Entretanto, ndao foram encontrados
dados relativos ao efeito antimicrobiano das flores. Assim, foi objetivo deste estudo avaliar a
atividade anticarie do extrato das flores e de suas fragdes considerando sua a¢dao sobre

Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e Candida albicans.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material botanico

As coletas das flores de Anacardium occidentale foram realizadas com instrumento
cortante no Campus do Bacanga da Universidade Federal do Maranh3o, municipio de Sao
Luis, estado do Maranhdo, Brasil, em julho/2007 e setembro/2008, segundo determinacGes
estabelecidas anteriormente (Oliveira et al., 1991; Von Hertwig, 1991). A identificacdo
botanica foi realizada no Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranh3o

(UFMA), onde a exsicata esta depositada sob n? 1050/ SLS017213.

2.2 Preparo do extrato bruto etandlico das flores (EBFL) de Anacardium occidentale

As flores foram submetidas a secagem em temperatura ambiente (25 + 3 °C), por 24
horas, seguida de secagem em estufa a 37 °C durante sete dias. O material seco foi triturado
em moinho elétrico (TENAL TE 340) e extraido por maceracdo em etanol absoluto P. A,,
repetindo o processo a cada semana, por 3 semanas (Melo et al., 2006), com algumas
modificacGes. O extrato foi concentrado sob pressdo reduzida, liofilizado e estocado em
frascos estéreis a 4 °C, até a realizacdo dos ensaios. Os extratos das flores apresentaram
rendimento médio de 15%.

Foram obtidos dois extratos para as flores em anos e meses diferentes (25/07/2007 e
04/09/2008). A cada ano amostras dos extratos das flores foram testadas quanto a atividade
antimicrobiana. Estes extratos e dosagens foram comparados entre si, com a finalidade de

padronizar o método de obtencdo e avaliar a estabilidade dos extratos.

2.3 Preparacdo do bioproduto — Depdsito de patente n° 000065/23/07/2010 INPI — RIMA,
Brasil. Registro PI1002268-6
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2.4 Obtengdo das fragoes (F1, F2, F3, F4) do extrato etandlico das flores (EBFL)

O extrato etandlico de flores (EBFL) de Anacardium occidentale foi submetido a
separacdo por método quimico de acordo com o descrito para a obtencao dos acidos livres
do liquido da casca da castanha de caju (LCC) com algumas modificagdes (Paramashivappa et
al., 2001). O EBFL (10 g) foi solubilizado em metanol e agua (90:10). Na solugdo foram
adicionados lentamente e sob agitacdo constante 5 g de hidréxido de calcio (MERCK)
gerando a formacdo de precipitados (sais de cdlcio). Os precipitados formados (pp) foram
separados por filtragdo a vacuo. Em 5g dos precipitados (ppl+pp2 = 78,09%) solubilizado em
450 mL de 4gua destilada foram adicionados lentamente solugdo de HCI (37%, Synth), até
atingir pH em torno de 3. A mistura reacional final foi extraida em funil de separagao com
acetato de etila P. A. (Synth, 4 x 250 mL). Em seguida, a fase organica foi filtrada e seca com
sulfato de sédio anidro (Synth), concentrada sob pressao reduzida (rotaevaporador, Buchi) e
o residuo pesado para determina¢dao do rendimento da reagdo (produto da reagdo — 295,1
mg) (Fracdo F1 - 2,951%). A mistura reacional residual (solucdo hidrometandlica) do EBFL
resultante das filtracdes dos precipitados (ppl-pp2) foi alcalinizada com 20 mL de hidréxido
de amoénia (IACS) até atingir pH 9 e mantida sob agitacdo por 15 minutos (Corning
Stirrer/Hot Plate). Finalizado o tempo de rea¢do a mistura foi extraida em funil de separacdo
com hexano/acetato de etila na propor¢cdo 980: 20 (4 x 250 mL). A fase organica foi
neutralizada com solucdo de HCl a 5% seguida de dgua destilada, filtrada e seca com sulfato
de sddio anidro e concentrada (rotaevaporador, Buchi) e o produto da reagdo pesou 240,5
mg (Fracdo F2 - 2,405%). Antes da mistura residual final ser descartada foi realizado outra
extragdo com acetato de etila puro (250 mL), neutralizada com 100mL de HCl a 5%, seguida
de &gua destilada, filtrada e seca com sulfato de sddio anidro e concentrada
(rotaevaporador, Buchi) e o produto da reagdo pesou 430,6 mg (F3 - 4,303%) (Figura 1).

O extrato bruto de flores (EBFL), as fracdes de acidos (F1), a neutra menos polar (F2),
a fracdo acetato de etila (F3) obtidos das reacdes acido-base do EBFL e o precipitado (sais de
calcio — F4) foram submetidos aos ensaios microbiolégicos e métodos cromatograficos e
espectrométricos de analise.

Para os testes microbioldgicos foram utilizados 1 mg/mL das fragdes, filtrados em

membrana de O, m (Sartorius) e armazenados a , para uso em ensaios in vitro.
b de 0,20 um (Sart d 4°C t



100

2.5 Perfis cromatograficos por CLAE/UV da fracdo acida (F1) obtida de EBFL de Anacardium
occidentale e dos padroes acido chiquimico e mistura de acidos anacardicos.

O EBFL, a fracdo F1 e os acidos chiquimico e anacardico padrdo foram analisados, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria na regidao do ultravioleta
(CLAE/UV) em escala analitica. Os cromatogramas foram obtidos em sistema Varian (Pro Star
310, VARIAN Star Workstation, 6.0). Os eluentes utilizados foram: A: agua ultrapura (Mille-Q,
Millipore) com 0,2% de acido acético (CH;COOH, Merck) e B: acetonitrila pura (ACN, grau
HPLC, J.T. Baker). Gradiente de elui¢cdo: tempo inicial 0 min a 5min, foi utilizada uma mistura
de 50% de A e do eluente B. Foi utilizada a coluna HPLC Polaris C-18-A de particula de 5 um
de didmetro e dimensdes de 250 x 4,6mm. As amostras foram diluidas em agua Milli-Q,
filtradas (Millex, HV 0, 45 um, membrana durapore PVDV, 13 mm de diametro). O volume
injetado da amostra foi de 20ulL e a detec¢do foi nos comprimentos de ondas (A) de 212 e
278nm e o fluxo de 1mL.min™". Os resultados foram expressos em tempo de retengdo (Tr) em
minutos e as concentracdes, expressas em percentagens (%), foram determinadas com base

na relacao da integral area dos picos.

2.6 Perfil cromatografico do extrato de flores e fragdo F1 por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massa (CG/EM)

O EBFL e fracdo F1 foram derivatizados com BSTFA (bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamida) a 30°C, durante 30 minutos, de acordo com Owen et al. (2000a,b) e
submetidos as analises em sistema CG/EM (Agilent GC 6890 séries/espectrOmetro de massas
quadrupolo Agilent MSD 5973N), utilizando coluna de 30m HP5, com espessura de 0,25 mm
(Agilent). A temperatura do injetor foi de 250°C e do detector foi de 250°C, até 270 °C. O
hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de 1 mL/mim "1. A andlise foi executada
utilizando-se o seguinte programa: 5 min de aquecimento isotérmico a 70 °C, seguido de
aumento de temperatura a 5°C, min'1 até 310°C e um minuto final de aquecimento a 310°C.
O sistema foi ent3o equilibrado por 6 min a 70 °C antes da injecdo automatica da préxima
amostra. Os espectros de massas foram gravados a 2 scan s'1 com uma taxa de scan de 50 a
600 m/z. Os cromatogramas de ions totais (TIC) e espectros de massas foram avaliados
usando o programa Chem Station (Agilent Technologies, EUA). Os picos foram comparados

com a NIST Mass Spectral Library e a base Wiley.
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2.7. Avaliagao da atividade antimicrobiana
2.7.1 Micro-organismos

As cepas foram obtidas da Fundagdo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro — R.J.
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) e Candida
albicans (ATCC 18804). As culturas bacterianas foram realizadas em agar e em caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Difco). Candida albicans foi cultivada em agar Sabouraud (Difco). Todas
as culturas foram realizadas a 37 °C, por 24 horas. As suspensdes microbianas para os testes
de susceptibilidade foram preparadas em solugdo salina estéril (NaCl 0.9%) e a turbidez

padronizada na escala 0,5 de McFarland (108 UFC/mL) (McFarland, 1907).

2.7.2 Determinacdo da atividade antimicrobiana por difusdao em agar

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdao em agar,
empregando-se a técnica das cavidades (Smania et al., 1999). Para os ensaios
microbioldgicos in vitro, 20 g de cada extrato liofilizado foi ressuspenso em 100 mL de 4gua
destilada estéril, esterilizado por filtragdo em membrana de 20 um (Sartorius).

Foram utilizadas placas de agar BHI para Streptococcus mutans e Lactobacillus
acidophilus e de agar Sabouraud-Dextrose para C. albicans, nas quais foram realizadas
perfuracdes (pocos) de 5 mm de diametro. As suspensdes microbianas padronizadas foram
semeadas com auxilio de um swab estéril e foi adicionado, em diferentes cavidades,
aliguotas de 25 plL dos extratos das flores e dos controles. Etanol absoluto foi empregado
como controle do solvente, gluconato de clorexidina a 0,12% foi utilizada como controle
positivo para as bactérias, fluconazol (128,0 pug/mL) para o fungo e agua destilada foi usada
como controle negativo. As placas foram incubadas a 37°C, por 1 hora, sendo que as placas
com agar BHI foram incubadas em presenca de 5% de CO, a 37°C, por 48 horas e as placas
com agar Sabouraud foram incubadas em aerobiose, por 24 horas. Os ensaios foram feitos
em triplicatas. Ao final foi realizada a leitura e a medida dos halos de inibicdo expressas em

milimetros.

2.7.3 Determinacdo da concentracao bactericida e da concentracdo fungicida minima
A determinagdo da concentra¢do bactericida minima (CBM) e da concentragdo
fungicida minima (CFM) foi realizada pela técnica de diluicdo em caldo (Smania et al., 1999),

empregando-se diluicdes seriadas do extrato etandlico das flores (EBFL) conforme atividade
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antimicrobiana em caldo BHI. Apds a diluicdo do EBFL (2000 pg/mL a 31,25 ug/mL) cada
tubo recebeu 1 pL da suspensdo microbiana (10® UFC/mL). Os tubos foram incubados a 37°C,
por 24h. Em seguida, o contetido dos tubos foi repicado em placas de agar BHI (para as
bactérias) e agar Sabouraud (para fungo). Foram consideradas como CBM e CFM a menor
concentragdo do extrato onde ndo ocorreu crescimento microbiano.

A determinagao da concentragdo bactericida minima (CBM) do bioproduto, em forma
gel, desenvolvido a base do extrato etandlico de flores de A. occidentale foi realizada pela
técnica de diluicdo em caldo (Smania et al., 1999), empregando-se diluicdes seriadas do gel
em caldo BHI nas concentracdes de 60 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL para S. mutans.
Cada tubo recebeu 1 plL da suspensao microbiana (10® UFC/mL). Os tubos foram incubados a
37°C por 24 horas. Em seguida, os tubos foram repicados em placas de agar BHI. Apods as
incubacdes a 37°C, as placas foram inspecionadas para a evidenciacdo do crescimento
microbiano. Foram consideradas CBM as menores concentragdes do produto onde nao

houve crescimento microbiano.

2.8 Inibigao da viabilidade do biofilme de Streptococcus mutans

Com base na CBM, foi avaliado o efeito do EBFL sobre a viabilidade de biofilme de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), conforme descrito previamente (Koo et al., 2002), com
algumas modificacGes. Placas de poliestireno de 24 cavidades (Nunc) contendo 1 mL de
Tryptone-yeast Extract Broth, suplementado com sacarose a 1%, foram inoculadas com 10°
UFC/mL de S. mutans. O meio foi trocado a cada 24h, até 96 horas, quando o sobrenadante
foi removido e o biofilme tratado com o EBFL a 1% em caldo peptonado, em concentragao
equivalente a quatro vezes a CBM. O poco controle recebeu apenas caldo peptonado a 1%
(Koo et al., 2002). Nos intervalos de 30, 60, 120 e 180 minutos, o EBFL foi aspirado, o
biofilme lavado trés vezes com solucdo salina a 0,9% estéril, raspado e ressuspenso em 1 mL
de caldo peptonado a 1%. Ao final a suspensdo foi submetida ao ultrassom (Thornton,
Modelo T7, Brasil) a 50 W, duas vezes, com trés pulsos de dez segundos, e intervalo de cinco
segundos. Apds homogeneizacdo (QL-901, Biomixer) a suspens3o foi diluida (10" a 10*) em
PBS (phosphate-buffered saline, pH 7.2). Aliqguotas de 100 pL de cada diluicdo foram
inoculadas em placas de agar sangue (agar + sangue de carneiro a 5%).

As placas foram incubadas em presenca de 5% de CO,, a 37 °C, por 48 horas. Ao final

foi determinado o niumero de unidades formadoras de col6nia (UFC/mL), transformados em
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Logip para analise. Todos os ensaios foram feitos em quadruplicata. Foi considerado efeito
bactericida o tempo de contato com o extrato com redugdo = 3 Log;g da UFC/mL, em relagdo
a contagem inicial (Koo et al., 2002). Clorexidina a 0,12% foi incluida como controle positivo

nas mesmas condi¢des (Koo et al., 2002).

2.9 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do Programa Stata 10.0 (Stata
Corporation, College Station, Texas, USA). As varidveis foram expressas como média * desvio
padrdo e analisadas pelos testes de Mann-Whitney nas comparagdes entre duas varidveis,
ou Kruskal-Wallis para multiplas comparacoes. Utilizou-se também o Teste de Dunn como

Pds-testes. O nivel de significancia foi pré-estabelecido em 5% (p<0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Atividade antimicrobiana

O teste de susceptibilidade por difusdao em agar revelou a atividade antimicrobiana
do EBFL de A. occidentale a partir da formacdo de halos de inibicdo de crescimento que
variaram de 16 a 20,7 mm de diametro. O maior halo foi observado para Streptococcus
mutans. A clorexidina, usada como controle positivo apresentou halos de inibicdo de 25 mm
e 20 mm para Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus, respectivamente. O
fluconazol utilizado como controle positivo para C. albicans apresentou halo de inibicdo de
15,7 mm (Tabela 1).

Diluicdes seriadas do EBFL mostraram efeito dose-dependente, com halos que
variaram de 16 a 10,7 mm nas diluicbes de 50 a 12,5 mg/mL para Streptococcus mutans;
13,7 a 9,7 mm para Lactobacillus acidophilus e 14 a 9 mm para C. albicans (Tabela 2).

A tabela 3 mostra que a concentracdo bactericida minima (CBM) do EBFL foi de 2,5
mg/mL para Streptococcus mutans e 5 mg/mL para Lactobacillus acidophilus e a CFM foi de
20 mg/mL para Candida albicans.

A tabela 4 mostra que a concentracgdo bactericida minima (CBM) do bioproduto foi de
6, 5 e 3 mg/mL para Streptococcus mutans nas concentracées de 60, 100 e 200 mg/mL do

produto, respectivamente.



104

A tabela 5 mostra que das quatro fracdes obtidas somente a fracdo F1 apresentou
acao antimicrobiana para S. mutans, L. acidophilus e C. albicans com halos de inibigdo

compativeis com os detectados nos controles positivos clorexidina e fluconazol.

3.2 Inibi¢ao da viabilidade do biofilme de Streptococcus mutans

A avaliagao do efeito de EBFL foi também realizada sobre o biofilme de Streptococcus
mutans. Os efeitos inibitdrios do EBFL sobre a viabilidade bacteriana foram semelhantes ao
da clorexidina utilizada como padrao. Redugdes significativas na contagem de colonias foram
observadas apds 30 minutos de tratamento em comparagdo com os ensaios realizados com
o controle negativo (dgua peptonada) (p < 0.05). O efeito bactericida foi evidenciado em
duas horas de tratamento, uma vez que foram obtidas redu¢bes superiores a 3Logip em
relagdo a contagem obtida com o controle negativo no mesmo periodo. Em todos os

intervalos os dados do extrato foram semelhantes aos da clorexidina (Figura 2).

3.3 Analise da composi¢cdo quimica e perfil cromatografico do extrato de flores (EBFL) e
fracao F1

A tabela 6 mostra os compostos presentes tanto no EBFL como em sua fragao ativa
(F1). Foram identificados no extrato: acido fosfdrico, acido dodecanoico, acido
hexadecanoico, acido octadecanoico e o acido 1,2-benzenodicarboxilico. Na fracdo ativa F1
foram identificados os seguintes compostos: acido fosfdrico, acido benzoico, &acido
chiquimico, frutose, glicose, acido etilgdlico, sorbitol, acido galico, 4cido hexadecanoico, mio-
inositol e o acido octadecanoico.

O 4cido chiguimico isolado do extrato das flores (Figura 3A) foi comparado (hit) com
o espectro do acido chiquimico da base de dados NIST (Figura 3B) apds sialinizacdo e analise
CG/EM apresentou para o acido chiquimico: pico de Tr= 22.551min., dados de m/z (%): 204
(100); 73 (42); 205 (18,8); 255 (0,93); 73 (42); 357 (0,9); 206 (0,82); 254 (0,6) e 133 (0,4%).

O 4acido etilgalico foi identificado na fracdo ativa F1 do EBFL de A. occidentale. No
espectro de HRMN (DX-500 Bruker em CD30OD metanol deuterado observa-se que a fragdo
ativa contém o acido gdlico metilado e etilado, sendo que o etilado é majoritario, mas a

fracdo ativa F1 ndo esta pura, existem ainda outros compostos (Figura 4).
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3.4 Perfis cromatograficos por CLAE/UV da fracdo acida (F1) em comparagdo ao acido
chiquimico e a mistura de acidos anacardicos.

O cromatograma da fracdo acida F1 obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE/UV) no comprimento de onda de 212nm, foi avaliado com base no
comprimento de onda do croméforo do padrdo acido chiquimico (Sigma-Aldrich, A=212 nm,
Tr= 3,7 min) (Figura 5A). A fragao F1 (Figura 5B) apresentou perfil cromatografico com dois
picos majoritdrios, com tempo de retencdo (Tr) de 2.759 minutos e percentagem (%) de
30,72 e 4.653 minutos com 41,61%. O extrato bruto de flores (EBFL) (Figura 5C) apresentou
perfil com picos na faixa entre 3 minutos e 10 minutos. O componente detectado no Tr=
3.517 minutos, o mais polar tem 11,03%, e os picos majoritarios a Tr= 5.476 min (27,84%),
6.549 minutos (18.86%), 8.016 minutos (16,69%).

O perfil cromatografico do EBFL (Figura 6B) obtido nas mesmas condi¢des de eluicao
e deteccdo a A=278 nm, do cromdforo dos acidos anacardicos (padrao Sigma-Aldrich, A=
278nm, Tr= 18.936 minutos (acido anacardico 1), Tr=20.186 minutos (acido anacardico 2) e
Tr=21.226 minutos (acido anacdrdico 3) (Figura 6A), no comprimento de onda de 212 nm
(Figura 6C), apresentou semelhanga em tempo de retengdao dos picos detectados, embora

com diferencgas quanto a intensidade.

4 DISCUSSAO

No presente estudo foi detectado um potente efeito antimicrobiano do extrato
etandlico preparado com as flores de A. occidentale sobre Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophilus e Candida albicans. Efeitos compativeis com os obtidos com a
clorexidina e com o fluconazol, compostos considerados padrao no controle de bactérias e
fungos orais, respectivamente. Comparativamente, os resultados mostraram uma maior
efetividade do EBFL sobre Streptococcus mutans do que sobre os outros dois micro-
organismos, sugerindo o seu potencial na prevencao da instalacdo do processo cariogénico
ou no controle do biofilme dentario ja instalado. Particularmente, porque Streptococcus
mutans é considerado o principal fator etioldgico da cérie dental devido a sua viruléncia
(Hamada; Slade, 1980; Loesche, 1986; Caufield, 1997; Hamilton-Miller, 2001) e também por
ser o responsavel pelo inicio da lesdo cariosa (Loesche, 1986; Lenander-Lumikari et al.,

2000).
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Avaliamos comparativamente dois extratos obtidos das flores de A. occidentale, em
anos diferentes. Além disso, testamos por dois anos consecutivos a eficdcia quanto a acao
antimicrobiana cada um dos extratos. Todos os resultados foram semelhantes quanto a
atividade antimicrobiana mostrando que a atividade bioldgica ficou preservada, com similar
magnitude, durante 2 anos, em extratos mantidos a 4 °C, em frascos escuros.

A clorexidina foi empregada como controle positivo em todos os ensaios com as
bactérias cariogénicas, pois é o agente antimicrobiano mais indicado em odontologia,
quando se trata do controle do biofilme dentario e de outras doengas da cavidade oral,
devido a sua elevada atividade antimicrobiana (Bowden, 1996; Jones, 1997; Eley, 1999;
Kulkarni; Damle, 2003). Contudo, a clorexidina apresenta vdarios efeitos colaterais (Moran et
al., 1992; Bowden, 1996; Eley, 1999). Dai a necessidade de investigacdo de compostos
alternativos, com eficacia de similar magnitude, para uso na pratica clinica.

Streptococcus mutans sao encontrados na cavidade bucal como células plancténicas
e como células organizadas em biofilme (Resende, 2007). Nos ensaios in vitro os micro-
organismos em estado plancténico sdo mais sensiveis que aqueles em biofilmes (Marsh,
2004). Assim, as principais vantagens de avaliar a atividade de antimicrobiana sobre o
biofilme se deve a uma menor interferéncia do estresse ambiental, que é mais moderado,
por causa da alta densidade populacional, resisténcia aos agentes deletérios e presenca de
matriz extracelular, que atua como barreira fisica, contra variagdes fisico-quimicas no meio
modificando a suscetibilidade aos antimicrobianos (Gilbert et al., 1997, Costerton et al.,
1999). Ainda assim, o extrato de flores de Anacardium occidentale foi capaz de reduzir
significativamente a populacdo de Streptococcus mutans no biofilme, com apenas 30
minutos de tratamento, com eficacia semelhante a clorexidina, usada como controle
positivo.

Sao escassos os dados acerca da atividade antimicrobiana das flores de Anacardium
occidentale sobre bactérias cariogénicas e sobre levedura do género Candida, embora
resultados utilizando extratos de fruto, pseudofruto, folhas e/ou casca do caule, sejam
bastante numerosos (Himejima; Kubo, 1991; Muroi; Kubo, 1993; Muroi et al., 1993; Kubo et
al., 2003; Schmourlo et al., 2005; Braga et al., 2007). Em geral a atividade antimicrobiana
tem sido atribuida a presenca dos acidos anacardicos, cardol e cardanol (Kubo et al., 1986;

Paramashivappa et al., 2001; Kasemura et al., 2002; Trevisan et al., 2006), uma vez que estes
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compostos, embora por mecanismos de acdo ainda ndo completamente elucidados, tém
comprovada agao antimicrobiana (Cowan, 1999; Iwu et al., 1999).

Alguns dos compostos identificados por cromatografia CG/EM no extrato bruto das
flores e sua fragao F1 tais como os dacidos galico, benzoico, dodecanoico, octadecanoico e
hexadecanoico foram anteriormente identificados no pseudofruto (Bicalho et al., 2000;
Bicalho; Rezende 2001; Michodjehoun-Mestres et al., 2009; Gémez-Caravaca et al., 2010) e
no fruto (Maia et al., 2000).

A andlise dos perfis cromatograficos obtidos por CLAE/UV do extrato bruto de flores
e da fragdo F1 mostrou que nas condi¢des de analises o acido chiquimico esta presente em
pequena concentracdo, enquanto que os acidos anacardicos ndo foram detectados. Os
ensaios in vitro realizados com acido chiquimico (Sigma-Aldrich) ndo apresentaram atividade
antimicrobiana contra S. mutans, Lactobacillus acidophilus e C. albicans. Assim, com base no
perfil cromatografico do extrato e da fragdo é razoavel inferir que a atividade antimicrobiana
ndo estd relacionada nem ao acido chiquimico nem aos acidos anacardicos, mas sim a
presenca de outros compostos que isoladamente ou em associacdo exercem atividade

anticarie semelhante a clorexidina.

5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos conclui-se que o extrato bruto das flores de
Anacardium occidentale apresenta efeito anticarie devido sua efetividade sobre
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e Candida albicans indicando que ha nas
flores compostos que podem ser alvo de produtos eficazes no tratamento de cérie e outras

afeccOes orais.
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Tabela 1 - Susceptibilidade microbiana por difusdo em agar do extrato de flores de A.

occidentale sobre micro-organismos orais.

Halos de inibigdo (mm)

p2
Micro-organismos SIEHDCEE Clorexidina Fluconazol
Flores
Streptococus mutans 20,7 +0,58" 25+1 NR® 0.045
Lactobacillus acidophilus 16 +0,58 20+ 1,52 NR 0.046
Candida albicans 16+1 NR 15,7 £ 0,58 0.317

(a) valor de p - Mann-Whitney;
(b) Média + Desvio padrao de amostras testadas em triplicata
(c)NR - Ndo Realizado.
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Tabela 2 - Atividade antimicrobiana de dilui¢des seriadas do extrato bruto de flores (EBFL)
de Anacardium occidentale L. sobre micro-organismos orais.

Concentragdo do extrato (mg/mL)

Micro-organismos pb
100 50 25 12,5 Clorexidina Fluconazol

S. mutans 20,7+0,58° 16+1 13+1 10,5+0,5 251 NR* 0,008

L. acidophilus 16+0,58 13,7+1,15 11,3+1,53 9,67+0,58 20,5%3,04 NR 0,011

C. albicans 16 +£0,58 14,3+0,58 12+1 91 NR 161 0,007

(a) Média * Desvio padrdo do halo de inibicdo (mm) das concentra¢des indicadas estatisticamente
diferente do halo médio da droga padrao apds o teste de Dunn;

(b) Valor de p.

(c) NR - N&o Realizado.
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Tabela 3 - Concentracgdo Bactericida e Fungicida Minima do extrato de flores de Anacardium
occidentale sobre Streptococcus mutans, Lactobacilus acidophilus e Candida. albicans.

Micro-organismos CBM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Streptococcus mutans 2,5 NR*
Lactobacillus acidophilus 5 NR
Candida albicans NR 20

*NR: Avaliacdo ndo realizada

Tabela 4 - Concentragdo bactericida minima do gel de flores de A. occidentale sobre

Streptococcus mutans

Produto/Concentragdo
(mg/mL) CBM (mg/mL)
60 6
100 5

200 3
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Tabela 5 - Atividade antimicrobiana de fracdes do extrato de flores de A. occidentale sobre
micro-organismos orais.

Halos de inibigao (mm)

Fragoes Controles
Micro-organismos F1 F2 F3 F4 Clorexidina Fluconazol P’
Streptococcus mutans 17 + 0,1b SI Sl Sl 17+0,4 NR® B
Lactobacillus acidophilus 22 +2,0 SI SI SI 16+0,1 NR 0,083
Candida albicans 15+1,0 S| S| S| NR 16+1 0,683

(a)Valor de p - Mann-Whitney
(b)Média + Desvio padrao dos halos
(c) SI: Sem halo de inibicdo

(d)NR: Ndo Realizado.



Tabela 6 - Compostos identificados por Cromatografia CG/EM no extrato etandlico

bruto e na fracdo (F1) de flores de A. occidentale L.

Tr (min) Extrato das flores Tr (min) Fragao F1
7,704  Acido fosférico 7,726  Acido fosférico
16,909 Acido dodecanoico 22,357 Acido benzoico

22,543 Acido chiquimico
22,783 Frutose
23,637 NI
24,224 NI
24,384 NI
24,704 Glicose
25,437 Acido etilgalico
25,704 Sorbitol
25,837 Glicose
25,984 Acido gélico
27,024 Acucar NI
27,52  Acido hexadecanoico 27,531 Acido hexadecanoico
29,292 Mio-inositol
29,745 NI
31,746 NI
31,904 Acido octadecanoico 31,892 Acido octadecanoico
33,556  *NI
37,872 acido 1,2-benzenodicarboxilico
50,511 NI
53,325 NI
50,545 NI

NI— Compostos ndo identificados
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FIGURAS

Extrato de flores de Anacardium
occidentale (EBLF) 10g

1- Metanol/Agua (90:10) a 50°C com
agitacdo por 3h.
2- 5gdeCa(OH),

Filtragdo

Sais de célcio (F4)

ppl+pp2 (78,09 %)

(PA, pH 3)

(PA)

Solugdo

hidrometandlica

1- Solubilizagdo com H,0 e HCI

2- Extragio com acetato de etila

1- Hidréxide de amonia {pH 9)

2- Extragio com Hexano/Acetato
de etila (98:2)

Frag8o acetato de Fracdo aquosa

descartada

Fracdo

etila Hexano/acetato de metandlicaf/amdnia

etila

Fracdo aquosa

descartada

Concentragdo

Extracio com Acetato de
etila /hexano (980/20)
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(F1)
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Fragdo acetato de etila
/hexano (neutra) (F2)
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Fra¢3o acetato de

etila {F3)

Figura 1 - Fluxograma de obtencdo de fragdes do extrato etanélico de flores (EBFL)

de Anacardium occidentale L.
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Figura 2 — Atividade antimicrobiana do extrato bruto de flores de Anacardium occidentale sobre o
biofilme de Streptococcus mutans. Reducdes significativas na contagem de col6nias ocorreram apds
30 minutos de tratamento em comparagdo com os ensaios realizados com o controle negativo
(p<0,05). O efeito bactericida foi evidenciado em 2 horas, uma vez que foram obtidas reducdes
superiores a 3 Logyp em relagdo a contagem obtida com o controle negativo no mesmo periodo. Em
todos os intervalos os dados do extrato de flores foram semelhantes aos da clorexidina.
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Figura 3 - Espectro de massa do acido chiquimico identificado no extrato de flores (EBFL) de
Anacardium occidentale (A) comparado (hit) com o espectro do acido chiquimico da base de
dados NIST (B).
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Neste espectro a fracao ativa do extrato das flores de A. occidentale contém o acido gdlico
metilado e etilado, sendo que o etilado é majoritario. Existem os sinais de deslocamento
guimico expressos em & dos H do anel aromatico, dois sinais triplos da metila com & ou
ppm do CHs do radical etila, sinal simples da metila e H,O do solvente.
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Figura 5 — Perfil cromatografico (HPLC/UV), deteccdo 212nm. Perfil cromatografico do
acido chiquimico (Sigma — Aldrich) (A), da fracdo F1 (B) e do extrato bruto de flores (C).



123

Figura 6 - Perfis cromatograficos (CLAE/UV). A. Mistura de acidos anacadicos (Sigma Aldrich).
B. Extrato de flores A. occidentale (EBFL) no comprimento de onda de 278nm C. Extrato de
flores no comprimento de onda 212nm.
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7 CAPITULO IV

COMPOSICOES FARMACEUTICAS E ODONTOLOGICAS A BASE DE FLORES OU
EXTRATO DE PARTES AEREAS DE ANACARDIUM OCCIDENTALE E USO DESSAS
COMPOSICOES.

Patente depositada em: 23 de julho de 2010

N2 de registro: 0000221003772336

CAMPO DA INVENCAO:

A presente invencgado se refere a um processo de obteng¢ado de produto farmacoldégico
gue apresente atividade antimicrobiana sobre as afeccdes bucais, a partir de planta da
familia Anacardiaceae, género Anacardium, mais particularmente a espécie Anacardium
occidentale, a processo de obtencdo desse produto, as aplicacbes deste produto, mais
particularmente a obtencdo de extrato etandlico e/ou hidroalcodlico das flores desta planta,
a obtencao de liofilizados destes extratos, mais particularmente a obtencdo de um produto
farmacéutico baseado nestes liofilizados e uso terapéutico dos produtos farmacéuticos na
prevencao e tratamento da doencga carie e tratamento de inflamag¢bes e infecgdes da
cavidade oral em pacientes de todas as faixas etarias, em particular em pacientes especiais

com habilidade motora comprometida.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Anacardium occidentale Linn., espécie nativa do Brasil, abundante, especialmente no
litoral do nordeste, conhecida popularmente como cajueiro é muito usada pela populagao
para tratamento de varias afec¢des. De acordo com os resultados aqui obtidos concluimos
que as varias partes aéreas de A. occidentale, e em especial as flores, apresentam atividade
antimicrobiana de largo espectro e atividade antioxidante. A atividade antimicrobiana é
especialmente relevante sobre micro-organismos cariogénicos como Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophilus e Candida albicans e sobre micro-organismos resistentes a maioria
dos antibidticos disponiveis no mercado como Staphylococcus aureus MRSA e Pseudomonas
aeruginosa, por exemplo.

No extrato das flores foi detectada a presenca mais expressiva de alcaloides e
flavonoides, embora estes mesmos metabdlitos estejam também presentes nos extratos das
folhas e da casca.

Como o extrato das flores foi o que apresentou maior atividade antimicrobiana ele
foi fracionado resultando em 4 fragdes. Das fracdes somente a F1 foi ativa, assim a avaliacdao
quimica utilizando métodos cromatograficos e espectrométricos sé foi realizada com o
extrato das flores e da sua fragao F1.

Embora muitas vezes a atividade antimicrobiana de Anacardium occidentale esteja
associada a presenga dos acidos anacardicos e do acido chiquimico, detectamos que nas
flores estes ndo sdo os principais compostos ativos, pelo menos ndo isoladamente.

Elaboramos a partir das flores uma formulacdo terapéutica alvo da solicitacdo de
patente. O produto quando testado in vitro apresentou acdo comparavel a clorexidina sobre
Streptococcus mutans, bactéria responsavel pelo inicio da lesdo de carie.

Diante dos resultados obtidos inferimos que os compostos presentes nas flores de
Anacardium occidentale podem ser alvos importantes na prospeccao de produtos com agao

antimicrobiana de largo espectro no geral, e com acdo anticdrie, em particular.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

elsolamento e identificacdo de moléculas que exercem a atividade antimicrobiana e
antioxidante

eEnsaios microbiolégicos com a substancia identificada

eControle da estabilidade e eficacia do bioproduto obtido

eEnsaios pré-clinicos e clinicos com o bioproduto
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