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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO EXTRATO ETANOLICO
DA CASCA DE Anacardium occidentale L. (CAJUEIRO)

Paula Jayanne da Silva Nery', Livia Maria Garcia Leandro®.
RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora do
extrato etandlico da casca e das folhas frescas de Anacardium occidentale L., diante de cepas
bacterianas padrdes de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 10536
e multirresistentes de Staphylococcus aureus 358 e Escherichia coli 27. Esse estudo é
experimental de carater quantitativo, cujo extrato etandlico foi utilizado para analise da
concentracdo inibitéria minima (CIM) através de teste de microdilui¢do e para modulagédo de
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina). Os testes foram feitos em triplicata e submetidos
a analise estatistica de variancia (ANOVA) com teste de significancia para p<0,05.
Realizados os testes de CIM do extrato etanolico de A. occidentale, foram observados os
resultados > 1024pg/mL. As combinacgdes dos extratos da casca e das folhas frescas quando
testado com os antibidticos amicacina e gentamicina apresentaram sinergismo frente a
bactéria S. aureus. O teste realizado com a bactéria E. coli apresentou valor nédo significativo
quando o antibidtico gentamicina foi usado com o extrato da casca da planta. Assim, a
utilizacdo de A. occidentale pode se tornar uma alternativa promissora na luta contra a
resisténcia bacteriana, contudo sdo necessarios outros estudos com o extrato para um melhor
entendimento dos mecanismos observados nesse trabalho.

Palavras-chave: Anacardium occidentale. Plantas medicinais. Produtos naturais. Resisténcia
bacteriana.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND MODULATOR OF THE ETHANOL EXTRACT
OF THE BARK OF Anacardium occidentale L. (CASHEW)

ABSTRACT

The present study aims to evaluate the antibacterial and modulating activity of the ethanolic
extract of the bark and fresh leaves of Anacardium occidentale L., in the face of standard and
multidrug resistant bacterial strains of Staphylococcus aureus 358 and Escherichia coli 27.
This study is quantitative ly experimental, whose ethanol extract was used to analyze the
minimum inhibitory concentration (MIC) through microdilution test and for modulation of
aminoglycosides (amikacin and gentamycin). The tests were performed in triplicate and
submitted to statistical analysis of variance (ANOVA) with significance test for p<0.05. A.
occidentale ethanol extract MIC tests were performed, the results > 1024ug/mL were
observed. The combinations of peel extracts and fresh leaves when tested with amikacin and
gentamycin antibiotics presented synergism in the face of the bacterium S. aureus. The test
performed with the bacterium E. coli showed no significant value when the antibiotic
gentamycin was used with the extract from the plant bark. Thus, the use of A. occidentale may
become a promising alternative in the fight against bacterial resistance, however other studies
with the extract are needed for a better understanding of the mechanisms observed in this
study.

Keywords: Anacardium occidentale. Medicinal plants. Natural products. Bacterial resistance.

!Discente do curso de biomedicina, Centro Universitario Ledo Sampaio, paulinha_nekinha@hotmail.com

Docente do curso de biomedicina, Centro Universitario Ledo Sampaio, livialeandro@leaosampaio.edu.br



1 INTRODUCAO

No Brasil a utilizacdo de plantas para tratamento de enfermidades teve inicio com os
povos indigenas que faziam uso destas em seus rituais de cura, porém a popularizacao das
plantas medicinais aconteceu nas décadas de 70 e 80 e hoje o comércio de ervas corresponde
a quase 5% do comércio total de medicamentos. E de a acordo com o Ministério da salde, a
busca por tratamentos tendo como base a fitoterapia, aumentou cerca de 161% entre 2013 e
2015 (PORTAL BRASIL, 2017).

Nesse cenario destaca-se a utilizacdo do cajueiro (Anacardium occidentale L.), em
especial casca e caule, principalmente para infusdo (cha) que se destina ao tratamento de
diabetes, protecdo cardiovascular e reducdo dos triglicerideos, tratamento de caries dentarias
além de funcbes antissépticas, bactericidas, anti-inflamatorias (em particular inflamagdo na
gengiva), amenizar mau halito, efeito laxativo, diurético devido sua acdo depurativa e como
afrodisiaco (GREENME, 2017; AGRA et al., 2007).

O cajueiro, planta tropical e originalmente brasileira, pertencente a familia
Anacardiaceae a qual redne cerca de 70 géneros cuja distribuicdo, apesar de ser encontrada
em todas as regides do pais, concentra-se no nordeste, em especial nos estados da Bahia,
Ceara, Piaui e Rio grande do Norte (CERRATINGA, 2016), tornando-o0s 0s principais centros
de producéo de caju, castanha de caju e 6leo do pais (SERRANO; OLIVEIRA, 2013).

Hoje, proporcional ao aumento do uso de plantas para fins medicinais esta o aumento
nos casos de resisténcia bacteriana, em especial no ambiente hospitalar, sendo visto como um
grande problema de salde publica, tendo em vista que ndo se trata de um evento recente,
cabendo as autoridades o monitoramento e implantagdo de medidas para um melhor
entendimento e controle das infec¢des, bem como seu diagnostico (WHO, 2010).

Assim, 0s agentes antibacterianos naturais estdo ganhando mais destaque pelo seu uso
associado a tecnologia emergente para a conservacdo de alimentos, estando os mesmo de
grande importancia mundial, devido a utilizacdo na industria e também estando associado a
uma fonte valiosa na medicina tradicional, mas a viabilidade do uso dos extratos de plantas
medicinais, ainda € baixa, por apresentarem pouca disponibilidade no mercado (PEREIRA,
2017).

Dessa forma, 0s microrganismos mais conhecidos por provocarem mortes devido a sua
capacidade de resisténcia a inimeras drogas sdo Escherichia coli e Staphylococcus aureus

cujos episodios infecciosos geralmente estdo associados a alta letalidade e aos elevados custos



de tratamento, 0 que representa grande preocupacdo para a saude publica (DEMAIN;
SANCHEZ, 2009)

2 MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO E LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

Analitico descritivo experimental de carater quantitativo. O presente estudo foi
realizado no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio
(UNILEAO), localizado na cidade de Juazeiro do Norte-CE.

2.2 SELECAO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As amostras de Anacardium occidentale L., foram coletadas no municipio de Juazeiro
do norte, Ceara, Brasil, foram identificados e uma exsicata da espécie foi depositada no

Herbéario Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri — URCA.

2.3 PREPARACAO E OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

Para preparacdo e obtencdo dos extratos foram coletadas folhas e cascas da
Anacardium occidentale L., as quais foram triturados e posteriormente acondicionados em
recipientes individualizados contendo solvente superficie para submergir todo material
vegetal por 72 horas, apds esse periodo foi filtrado em papel filtro e concentrado em

conservador rotativo a vacuo e ultratermal banho (BRASILEIRO et al, 2006).

2.4 PREPARO DAS SOLUCOES A PARTIR DO EXTRATO

No preparo da solucdo inicial, o extrato foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO-
Merck, Darmastadt, Alemanha), foram observadas as seguintes propor¢des: 30 mg de extrato
solubilizados em 1 ml de DMSO, obtendo uma concentragdo inicial de 30 mg/mL. Em
seguida, esta solugdo foi diluida em agua destilada estéril atingindo concentracdo de extrato
de 1024 pg/mL, reduzindo a concentracdo de DMSO para 10% e a partir desta, foram



efetuadas diluicdes seriadas 1:2 durante o teste de microdiluicdo, o qual foi obtido as

concentracdes de extrato variando de 512 a 8 pug/mL e DMSO para 5% da concentracao.

2.5 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes foram linhagens padrdo das seguintes
bactérias: Escherichia coli (ATCC 10536) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e
multirresistentes da espécie Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358,
disponibilizadas pelo Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO e utilizados nos
ensaios bioldgicos 0s seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion-HIA
(DifcoLaboratoriesltda.), Brain Heart Infusionbroth-BHI (concentracdo indicada pelo
fabricante e 10%). Todos os meios de cultura serdo preparados segundo as especificacdes do

fabricante e esterilizados em autoclave.

2.7 PREPARO E PADRONIZACAO DO INOCULO BACTERIANO

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar (HIA). Antes
dos testes, as linhagens foram repassadas para 0 meio citado e incubadas a 37°C por 24 horas.
As linhagens repicadas que foram testadas foram inoculadas em Caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e incubadas na mesma situacéo antes do teste. Suspensdes com crescimento bacteriano
foram diluidas até a obtencéo de 10° céls/mL (COCKERILL et al., 2012).

2.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os ensaios para determinacdo da CIM do extrato etanolico foram efetuados atraves do
método de microdiluigdo em caldo, com concentrac¢@es variando de 512 a 8 pg/mL.

Esse método utilizou o menor volume de meio de cultura e das solucGes teste
preparadas a partir dos extratos, distribuidos em cavidades de microplacas estéreis. Foi
utilizada concentracdo dobrada das solucGes teste (1024ug/mL) em relacédo a inicial definida,
e volumes de 100pL que posteriormente foram diluidas seriadamente na propor¢édo de 1:2 em
caldo BHI 10%. Para cada cavidade, foram distribuidos 100uL do meio e nesse diluido
amostra da suspensdo de bactéria na propor¢do 1:10. Os pogos de cada placa continham um
controle negativo (contendo somente 0 meio) e um controle positivo (meio + indculo), assim

como controles de inibi¢do que utilizaram em sua composicao antibioticos em concentracfes



variando de 512 a 8ug/mL. As placas preenchidas foram incubadas durante 24 horas & uma
temperatura de 35°C (MANN; MARKHAM, 1998; PALOMINO et al., 2002).

Para leitura da CIM das amostras, foi preparada uma solucdo de Resazurina sodica
(Sigma) em agua destilada estéril na concentracao de 0,01% (p/v). Apds a incubacdo, 20uL da
solucdo indicadora foi adicionada em cada cavidade e ap6s o periodo de 1 hora a temperatura
ambiente, foi possivel realizar a interpretacdo dos resultados. A mudanca de coloracdo azul
para rosa devido a reducdo da Resazurina, indicou o crescimento bacteriano (COUTINHO et
al., 2008).

2.8.1 Avaliacdo da interferéncia do extrato sobre a resisténcia aos antibioticos

Para analisar os extratos como moduladores da acdo, a CIM de antibidticos (amicacina
e gentamicina) foi avaliada na presenca e na auséncia dos extratos em microplacas estéreis
(COUTINHO et al., 2009; MATIAS et al., 2010).

Os extratos foram diluidos em caldo BHI 10% em concentracBes subinibitorias
(MIC/8). As preparacgdes das solucdes de antibidticos foram realizadas com a adicéo de agua
destilada estéril em concentracdo dobrada (5000 pg/mL) em relagdo a concentracdo inicial
definida e volumes de 100 pL diluidas de forma seriada 1:2 em caldo BHI 10%. Cada
cavidade apresentou a suspensdo bacteriana diluida de 1:10 e 0s mesmos controles utilizados
na determinacdo da CIM para os extratos foram utilizados. As placas foram incubadas a 35°C
por 24 horas e posteriormente foi adicionada resazurina para a leitura dos resultados
(COUTINHO et al., 2008).

2.9 ANALISE ESTATISTICA
Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em meédia

geomeétrica. Para analise estatistica foi aplicada a analise de variancia de duas vias seguida do

teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 6.0.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL doS extratos
etanolicos da casca (EECAQO) e da folha (EEFAO) de Anacardium occidentale frente as
bactérias Escherichia coli 27 e ATCC 10536 e Staphylococcus aureus 358 e ATCC 25923.

Realizados os testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos etandlico
da casca e das folhas frescas de Anacardium occidentale diante de cepas multirresistentes de

Escherichia coli e Staphylococcus aureus obteve-se os resultados: > 1024pug/mL (Tabela 1).

Tabela 1: Concentragio inibitéria minima (CIM) (ug/mL) do extrato etandlico de Anacardium

occidentale.
EXTRATOS EC 27 EC-ATCC SA 358 SA-ATCC
10536 25923
EECAO > 1024pug > 1024pg > 1024pg > 1024pg
EEFAO > 1024pg > 1024pg > 1024pg > 1024pg

EECAO - Extrato Etandlico da Casca de Anacardium occidentale; EEFAO — Extrato Etanélico da Folha de
Anacardium occidentale; EC — Escherichia coli; SA — Staphylococcus aureus.

Fonte: Primaria

O grafico 1 apresentou resultados clinicamente relevantes e pode-se constatar que
houve sinergismo entre o extrato etandlico das cascas e das folhas frescas com os antibioticos
amicacina e gentamicina diante da bactéria S. aureus 358. Quando testado com a bactéria E.
coli 27, obteve-se resultados relevantes para a associacdo entre amicacina e 0s extratos das
cascas e das folhas frescas bem como gentamicina com o extrato das folhas frescas, mas néo
houve valor significante para o extrato das cascas quando associado ao antibidtico

gentamicina.

GRAFICO 1: Concentracdo Ininibitéria Minima (CIM) (ug/mL) de antibiéticos
aminoglicosideos na presenca e na auséncia do extrato etandlico da casca e das folhas de

Anacardium occidentale frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus.



10

Fkdk
600 ‘
ke

400+

Il Amicacina

BEEl Amicacina + Produto Natural (Casca)
[ Amicacina + Produto Natural (Folha)
[ Gentamicina

EA Gentamicina + Produto Natural (Casca)
B Gentamicina + Produto Natural (Folha)

2004

Valor CIM (pg/mL)

*** yalor estatisticamente significante com p <0,001
** valor estatisticamente significante com p <0,01
L * valor estatisticamente significante com p <0,05
E.coli S.aureus ns valor estatisticamente nao significante com p> 0,05

Fonte: Primaria

Os resultados demonstrados nesse trabalho vdo de encontro com a avaliagdo prévia
feita por Akinpelu (2001) em diversas bactérias da linhagem de Staphylococcus aureus com o
extrato metandlico da casca de Anacardium occidentale, o popularmente conhecido cajueiro.

Observa-se que as combinacgdes dos extratos da casca e da folha quando testado com
0s antibiodticos amicacina e gentamicina apresentaram sinergismo frente a bactéria
Staphylococcus aureus, ou seja, p<0,001. Dessa forma, entende-se que uma diversidade de
produtos naturais tem a capacidade de reverter a resisténcia bacteriana por meio da eliminacao
de plasmidios ou inativando a bomba de efluxo. Os metabdlitos presentes nesses produtos
podem mudar a acdo de antibidticos, tornando melhor o desempenho dos mesmos e reduzindo
a dose terapéutica (MATIAS, 2010).

Levando em consideracdo a vasta gama de constituintes existentes em plantas, a a¢éo
antimicrobiana favoravel do extrato de Anacardium occidentale (casca e folha) diante de
amostras de Staphylococcus aureus, pode ser explicada pela presenca de compostos
polifendlicos como os taninos e os alcaloides inicialmente encontrados nessa arvore - o
cajueiro — tendo em vista a comprovada atividade antimicrobiana e que estes compostos
dispdem de acGes especificas sobre a bactéria prejudicando a formagdo da mesma, inibindo
sistemas enzimaticos e rompendo sua parede celular (SILVA et al., 2007).

De acordo com Miranda et al (2013), no extrato de Anacardium occidentale séo
encontrados compostos antioxidantes de caracteristicas fenolicas como o cido galico, rutina e
quercitina. Esses compostos agem na membrana celular, causando a lise dos microrganismos.
O teste realizado com a bactéria Escherichia coli apresentou valor ndo significante quando o

antibiotico gentamicina foi usado com os extratos provenientes da casca da planta, uma vez
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que o mesmo antibidtico atuando individualmente apresentou, mesmo que baixo, um valor
estaticamente significante com p<0,05.

O efeito prejudicial no crescimento bacteriano devido a atuacao de extratos de plantas
estd baseado na interagdo de compostos hidrofébicos com a camada dupla de lipideos dos
microrganismos, comprometendo a producdo de energia por afetar sua cadeia respiratoria
(TINTINO et al., 2013). Esses extratos passam a ser avaliados ndo somente pela agdo
antimicrobiana, como também pelos agentes que modificam a resisténcia bacteriana pela
associacao estratégica de planta/antibidtico, atingindo um ou varios alvos, permitindo a
atuacdo de forma sinérgica assim como antagonica ou indiferente de diversos componentes
(MATIAS, 2012).

Os aminoglicosideos testados apresentaram resposta satisfatoria ao efeito modulador
do extrato etandlico de Anacardium occidentale, apesar do resultado sem valor significante
quando combinado com o antibiético gentamicina diante da bactéria E. coli 27 (extrato da
casca). O efeito significativo da acdo moduladora sobre os aminoglicosideos aparece como
opcéo para reduzir as reacdes adversas provocadas pelo uso de antimicrobianos, uma vez que
a combinacdo extrato e antibidtico foi capaz de agir na CIM dessas drogas (FIGUEREDO,
2013).

4 CONCLUSAO

Os resultados provenientes desse trabalho mostram que o extrato etandlico da casca e
das folhas frescas de Anacardium occidentale L., pode se tornar uma alternativa promissora
na luta contra a resisténcia bacteriana, uma vez que apresentam valores clinicamente
relevantes quando associado aos antibidticos amicacina e gentamicina. Contudo, estudos
futuros com o extrato dessa planta tornam-se necessarios para um melhor esclarecimento dos
mecanismos observados aqui. Dessa forma, esse trabalho podera servir como comparativo
para outros estudos, demonstrando que as espécies vegetais oriundas da flora brasileira tem

grande potencial farmacoldégico.
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