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RESUMO

Anacardium occidentale Linn é uma planta nativa do Brasil, comercialmente explorada,
assim como na medicina popular, por ter propriedades farmacoldgicas comprovadas. Sua
acdo antimicrobiana tem sido estudada como alternativa ao tratamento de infecgdes
bacterianas e ao controle de parasitos gastrointestinais, visto que ha resisténcia as terapias
convencionais. Dentre as infec¢fes bacterianas mais comuns, destacam-se aquelas em que
ha presenca de biofilmes, pois esta associa¢do potencializa a viruléncia e a sua capacidade
de resisténcia, culminando em dificuldades no controle e erradicagdo. Bem como o problema
que envolve parasitos gastrointestinais, sendo estes responsaveis por afetar um grande
nimero de pessoas em condicdes precarias de saneamento e por causar grandes perdas
econdmicas no setor agropecudrio. O uso de produtos naturais oriundos do metabolismo
secundario vegetal tem se mostrado eficiente contra estes problemas por sua variedade de
biomoléculas que possuem atividade bioldgica. Desta forma, este trabalho objetivou
investigar a presenca de potencial biotecnologico no extrato etanélico do tegumento da
améndoa de A. occidentale L., visando aplicacGes antimicrobianas e anti-helminticas. Para
isto, foi realizada a triagem fitoquimica, evidenciando diversas classes de metabolitos
secundarios. Testes de concentracao inibitéria minima, concentracdo bactericida minima e
antibiofilme foram realizados em bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de
leveduras do género Candida. Os testes com bactérias que apresentaram melhores resultados
foram observados em gram-positivas, entretanto, houve alteracbes no crescimento das
demais cepas testadas. Verificou-se, também, a reducédo na producéo de biofilme. O teste de
mortalidade realizado com Caenorhabditis elegans obteve a DL50 para a linhagem sensivel
na concentracao de 97,32 + 10,9 pg/mL, e para a linhagem resistente a Ivermectina (IVR15)
a DL50 de 128,6 + 13,6 pg/mL. A toxicidade do composto foi mensurada frente a Artemia
salina, apresentando uma DL50 de 46,96 pg/ mL. Mesmo se tratando de um extrato, estes
achados despertam grandes expectativas quanto aos constituintes presentes e em seu uso
como insumo biotecnoldgico para a producdo de novas drogas antimicrobianas e anti-

helminticas.

Palavras-chave: caju; extrato-etandlico; antimicrobiano; anti-helmintico.



ABSTRACT

Anacardium occidentale L is a native plant from Brazil commercially exploited, widely used
in folklore medicine and with pharmacological properties. Its antimicrobial action was under
study as alternatives to the treatment of microbial infections and control of gastrointestinal
parasites as resistance to conventional therapies. Among the most common infections are
those which biofilms are present, enhancing their virulence and resistance culminating in
difficulties to control and eradicate it. Another issue involves gastrointestinal parasites
responsible for affecting numerous people in precarious sanitation conditions, as well as
losses in the husbandry sector. The use of natural products derived from secondary plant
metabolism shown to be efficient against these problems due to its variety of biomolecules
with biological activity. This work aimed to investigate the presence of biotechnological
potential of A. occidentale L cashew nut integument extract for antimicrobial and
anthelmintic applications. For this, several classes of secondary metabolites evidenced by
phytochemical screening. Minimum inhibitory concentration, minimal bactericidal
concentration and antibiofilm tests were perform on gram- positive and gram-negative
bacteria, in addition to candida yeasts. The best results were observe in gram-positive bacteria.
However, the growth for the other organisms were also affect. In the antibiofilm test, all
presented a decrease in their production. In the mortality test against C. elegans the extract
presented anthelmintic effect with LD50 of 128,6 + 13,6 pg/mL for IVR15 and 0.018 ug/mL
for N2. The toxicity of the compound was measure against Artemia saline, having an LD50
of 97,32 £ 10,9 ng/mL. Even though it is an extract, these findings raise great expectations
regarding of the constituents and their use as biotechnological inputs for the production of

new antimicrobial and anthelmintic drugs.

Keywords: cashew; ethanolic extract; antimicrobial; anti-helminthic.
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), espécie vegetal amplamente difundida no
Brasil, em especial na regido Nordeste do pais, apresenta-se como um importante meio para
0 desenvolvimento socioeconémico desta regido. Isto se deve a sua exploragdo comercial, a
qual possui alto valor agregado devido a diversidade de produtos que podem ser extraidos,
dentre eles, o principal, a castanha de caju (FREIRE et al., 2018; Serrano; Pessoa, 2016).

De forma a acompanhar as exigéncias do mercado externo, essa planta tem passado
por métodos de melhoramento genético que visam a producdo de espécimes com
caracteristicas de resisténcia a condi¢cdes de estresse ambientais, como o baixo indice
pluviométrico, solo salino e temperaturas elevadas (PAIVA et al., 1992). Esta busca por um
padrdo superior visa, principalmente, a producdo de castanhas com tamanhos maiores,
refletindo no aumento da produgé@o e em améndoas de maior qualidade (NETO et al., 2018).
A propagacdo vegetativa através da produgdo de clones é o método mais utilizado para este
fim, sendo selecionadas as melhores caracteristicas das variacdes de cajueiro gigante e
cajueiro ando precoce, conferindo maior qualidade e aumento produtivo (BOMTEMPO;
SILVA, 2018).

Além dos varios usos e de seus diversos subprodutos, A. occidentale L. também se
apresenta como uma importante planta para a medicina popular. Sendo utilizada contra
diversas enfermidades, seja em forma de chéas, emulsdo em agua, xaropes, entre outras
(AJILEYE et al., 2015; FREIRE et al., 2018). Diante desses usos, o potencial desse vegetal
ja foi confirmado por meio de pesquisas direcionadas nas areas de parasitologia e
microbiologia (ARAUJO et al., 2018; LOPES et al., 2018). Tem-se demonstrado como uma
alternativa eficaz no tratamento de infec¢bes causadas por micro-organismos e no controle
de parasitos, uma vez que o tratamento convencional tem promovido a sele¢do de organismos
resistentes (FREIRE et al., 2018).

Uma das formas de resisténcia desenvolvida por micro-organismos se trata de
estruturas complexas organizadas como biofilmes. Desta forma, as células localizadas em
camadas mais internas ficam protegidas, ndo sofrendo acdo dos antimicrobianos. Estes ndo
possuem uma boa penetracdo, bem como as interacdes entre os elementos da propria matriz
do biofilme e o antibiotico (BARROS, 2017).

Com relagdo aos parasitos, 0s danos ndo se restringem apenas & saude humana,
atingindo também animais domésticos e, principalmente, o setor agropecuario. Este

ultimo sofre grandes perdas econémicas em sua produtividade devido as parasitoses que
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acometem o sistema gastrointestinal de animais de producéo e aos nematoides que parasitam
as raizes, competindo com a planta por nutrientes (PALOQUE et al., 2018). Isto reflete muito
na economia, pois afeta a cadeia produtora, gerando custos extras nos processos de producéo.
Esse fenbmeno gera a necessidade de se buscar novos meios que evitem essa perda produtiva
(TALWANA et al., 2016). Nas ultimas decadas, as buscas por soluces a tais problemas tém
se concentrado em produtos naturais de origem vegetal, devido a diversidade de substancias e
seus potenciais efeitos (VITA et al., 2019).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Informacdes gerais do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), pertencente a familia anacardiacea, € uma
espécie originéria das regides tropicais da América do Sul e predominante em grande parte
dos estados brasileiros, em especial na regido Nordeste (LOPES et al., 2017). Devido a sua
capacidade adaptativa a solos de baixa fertilidade, temperaturas elevadas e estresse hidrico,
esta planta é considerada uma importante fonte de renda, ajudando no desenvolvimento
socioecondémico da regido Nordeste do Brasil. Apresenta importante interesse internacional
por conta da exportacao de castanha, além de sua producéo interna de subprodutos oriundos
de seu pseudofruto, o caju (FREIRE et al., 2018; SERRANO; PESSOA, 2016).

Com relacdo a variabilidade genética, o cajueiro € dividido de acordo com o porte,
sendo ele: comum ou ando. O comum, também chamado de gigante, apresenta porte elevado
com altura variando de 8 a 15 metros, sua envergadura pode chegar a 20 metros e sua
ocorréncia se da de forma natural. Ja 0 ando é caracterizado por baixo porte e apresenta
precocidade de florescimento em relacdo ao gigante, esse provém de selecdes fenotipicas de
cajueiros comuns de baixo porte (ALMEIDA et al., 2017).

Embora o cajueiro comum seja 0 mais cultivado, sua producdo varia bastante de 1
até 100 kg por safra. O cajueiro ando precoce, ainda que sua producdo méaxima seja 43
kg/safra, destaca-se pela quantidade de exemplares por hectare (YOKOMIZO et al., 2018).

Com as exigéncias do mercado e a demanda cada vez mais alta por produtos do
cajueiro, em especial a castanha para exploragdo comercial, tem-se requerido a producédo de
gendtipos adaptados a diferentes condi¢des de clima e solo. Desta forma, o0 melhoramento
genético do cajueiro oferece vantagens por conferir caracteristicas benéficas aos
espécimes trabalhados (PAIVA et al., 1992). A propagacdo vegetativa por enxertia
proporciona uniformidade de caracteristicas dos cajueiros, possibilitando a obtencdo de
castanhas e améndoas de maior tamanho e qualidade, refletindo maior preco internacional
(NETO et al., 2018).

A Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias (EMBRAPA) tem investido em
pesquisas para a producdo de diversos genotipos de cajueiro por meio da propagacgéo de
clones. 1sso, em busca de obter espécimes com maiores qualidades e produtividade,
melhorando seu desempenho para maior exploragdo comercial (NETO et al., 2018; PAIVA;

BARROS, 2003). Existem, atualmente, muitas variacfes de cajueiro obtidas através de
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clones, cada qual com caracteristicas peculiares referentes a producédo, tamanho da castanha,
qualidade do pedunculo e, talvez, uma das caracteristicas mais importante da planta, a sua
capacidade adaptativa a diferentes ambientes (VIEIRA et al., 2011).

O clone de cajueiro-ando-precoce “CCP 76 (Clone Cajueiro Pacajus) é um exemplo
de adaptacdo a diferentes ambientes. Por esse motivo, € cultivado em muitas regiGes do
Brasil e tem se mostrado como padréo de exceléncia entre os demais, sendo o mais plantado
por conta de sua atratividade e qualidade do pedunculo, pois possui alto teor de sélidos
sollveis e reduzido teor de taninos (NETO et al., 2013). Ele surgiu a partir da planta matriz
CP 76 (Cajueiro Pacajus), oriunda de plantas CP 06 as quais foram introduzidas por semente
e avaliadas por 15 anos antes de sua disponibilidade no mercado (VIZZOTTO; KROLOW,
WEBER, 2010).

A exploracdo dos produtos do cajueiro compreende um conjunto de atividades
geradoras de um grande nimero de produtos intermediarios e finais, sendo a améndoa da
castanha do caju um dos principais produtos. Outros produtos, como o liquido da castanha,
possuem elevado valor na industria, juntamente com o pedunculo usado na fabricacédo de
sucos, vinhos, refrigerantes, doces e racdes para animais (YOKOMIZO et al., 2018).

A “Cajucultura” movimenta uma cadeia produtiva consideravel na vida de pequenos
e grandes produtores no meio rural da regido Nordeste do Brasil. Estima-se que ocorra a
geracdo anual de cerca de 250 mil empregos diretos e indiretos. A relevancia é ainda maior
por conta de a demanda por mao de obra coincidir com o periodo de entre safras da maioria
de outras culturas de subsisténcia (SERANO; PESSOA, 2016).

Seu fruto verdadeiro, a castanha de caju, é considerada a parte mais importante de
sua cadeia produtiva por conta de seu valor de mercado. E um aquénio reniforme de
cor marrom-acinzentada, composto pelo pericarpo e pela améndoa. O pericarpo é constituido
por trés camadas: epicarpo, mesocarpo e endocarpo (SERANO; PESSOA, 2016). (Figura 1).

Figura 1: Corte longitudinal da castanha de caju.

Fonte: Autor
O mesocarpo é uma camada intermedidria localizada abaixo do epicarpo,

apresentando aspecto esponjoso, cujos alvéolos sao preenchidos por um liquido caustico e
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inflamével — o liquido da casca da castanha (LCC). Esse liquido apresenta aproximadamente
25% do peso total da castanha e tem seu uso empregado na industria quimica para a producéo
de polimeros que sdo utilizados na producdo de materiais plasticos, isolantes, vernizes,
inseticidas e fungicidas (AGOSTINI-COSTA et al., 2018; OSMARI et al., 2015).

A améndoa, principal produto comercial do cajueiro, apresenta elevado valor
nutritivo composto por proteinas, lipidios, carboidratos, fosforo, ferro, zinco, magnésio e
fibras, que sdo elementos essenciais requeridos na dieta humana, além de apresentar,
também, gorduras insaturadas que contribuem para a diminuicdo do nivel de colesterol LDL
(Low Density Lipoprotein) no sangue (NEVES et al., 2015). Estes nutrientes apresentam
papéis restauradores a salde e seu consumo tem sido sugerido como uma fonte natural de
antioxidantes muito importantes no combate aos radicais livres, pois estdo intimamente
envolvidos em muitos processos patologicos (CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011).

Outro ponto positivo além da questdo nutricional promovida por meio de seus
macronutrientes, diz respeito a presenca de compostos fitoquimicos com caracteristicas
antioxidantes de grande relevancia, agindo contra muitas espécies reativas danosas ao
sistema celular (ALASALVAR et al., 2015).

Metabolitos secundarios como os encontrados em nozes e oleaginosas s&o ricos em
polifendis que sdo considerados um dos principais compostos bioativos para beneficios a
salde e tem seu consumo associado a reducdo nos riscos de doencas cardiovasculares e
cancer (CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011; DEAN, 2018).

A améndoa da castanha de caju é envolvida por um tegumento, nesta fina camada ha
presenca de o-catequina, [-sitosterol, 1-epicatequina, proantocianidina leucocianidina e
leucopelargonidina, alcaloide e compostos fen6licos como taninos e flavonoides e seus
derivados (IWU, 2014). Este tegumento é removido durante o processamento industrial,
reduzindo substancialmente estes elementos na améndoa (ALASALVAR et al., 2015;
OLIVEIRA, 2016; PAIVA etal., 2000).

Além dos aspectos econdmicos gerados pela exploragdo comercial do cajueiro, outras
atividades relacionadas ao uso de suas propriedades fitoterapicas sdo bem exploradas de
forma empirica na medicina popular, por meio do uso de suas partes na elaboracéo de chés,
xaropes e emulsdo em agua. Estes sdo empregados no tratamento de doencas infecciosas,
inflamatdrias, desordens gastrintestinais e condicGes de estresse oxidativo (AJILEYE, et al.,
2015).

Na literatura, ha relatos de sua acdo farmacolégica como inibidor da

acetilcolinesterase e tirosinase, bem como o seu fator anticancerigeno apresentado por
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compostos extraidos de suas diferentes partes contra vérias linhagens de células
cancerigenas, agindo em proteinas relacionadas a apoptose (GONCALVES; GOBBO, 2012;
ZHANG, 2016). Estudos apontam ainda para o grande potencial terapéutico do cajueiro
frente a muitos micro-organismos patogénicos, sendo de grande relevancia as pesquisas
nesta area por conta dos inlimeros prejuizos que sdo gerados por tais organismos (ARAUJO
etal., 2018; BAPTISTAetal., 2018).

A atividade antimicrobiana do cajueiro tem sido estudada com o intuito de se obter
fontes alternativas no tratamento de diversas infec¢des (FREIRE et al., 2018). Em testes in
vitro utilizando extratos da casca do caule de A. occidentale L., bem como suas folhas, foram
comprovadas sua acdo inibitéria e bactericida contra micro-organismos patogénicos
formadores de biofilme dental (ARAUJO et al., 2018; CAJADO et al., 2016), além de
atividade antimalarica (GIMENEZ et al., 2019). Muitos desses resultados provém da acéo de
metabdlitos secundarios como 0s taninos e outros compostos extraidos da planta, conferido
pela sua capacidade de precipitar proteinas importantes a sobrevivéncia do micro-organismo
(BAPTISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2015).

Dentro desse contexto, a investigacdo cientifica com plantas medicinais abrange
indmeros aspectos importantes de carater inter e multidisciplinar. 1sso permite aos
pesquisadores uma maior abrangéncia e riqueza de conhecimento a respeito de seus

constituintes e seu emprego nos mais diversos campos do mercado (SILVA et al., 2017).

2.2 Metabolismo vegetal: primario e secundario

Durante todo o seu ciclo de vida, as plantas estdo expostas a diversas mudancas e
fatores ambientais que provocam estresse e comprometem o seu desenvolvimento. Devido
a isso, para suportar determinadas condigdes, muitas estratégias metabdlicas sdo sinalizadas
de forma a controlar e impedir maiores danos provocados ao organismo por conta de
adversidades desfavoraveis do meio ambiente (LE GALL et al., 2015; ZHU, 2016).

O metabolismo vegetal pode ser dividido em metabolismo primério e secundario. O
primeiro diz respeito ao conjunto de reacdes envolvidas em processos essenciais e vitais.
Processos esses, comuns e pouco variaveis em grande parte dos vegetais, levando a sintese
de proteinas, carboidratos, lipidios, &cidos graxos, acidos nucleicos. Compostos importantes
para seu crescimento e desenvolvimento (GIL-CHAVEZ et al., 2013; OLIVEIRA, 2016;
REZENDE et al., 2016). J& o metabolismo secundario refere-se a produgdo de um amplo e

diversificado sortimento de compostos organicos. Esses, em sua grande maioria, ndo estéo
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diretamente relacionados ao crescimento e desenvolvimento vegetal (CROTEAU et al.,
2000). Trata-se do metabolismo secundério, o qual pode ser definido como o conjunto de
reacOes que levam a formacdo de produtos necessarios para interacfes entre o vegetal e 0
ambiente (REZENDE et al., 2016).

Esses produtos conferem protecdo ao organismo vegetal contra adversidades
abidticas, como a protecdo a radiacdo ultravioleta, estresse hidrico, altas temperaturas,
deficiéncia de nutrientes, excesso de sais e metais pesados ou bidtico como protecdo contra
herbivoria, atragdo de polinizadores e defesa contra fitopatégenos (HOLL et al., 2018;
LEONOQV et al., 2015; ZHU, 2016;).

Os metabolitos secundarios das plantas podem ser distinguidos por aproximadamente
trés classes de compostos quimicos, nomeadamente alcaloides, compostos fenolicos e
terpenos, cada classe composta por milhares de compostos diferentes (CHOMEL et al.,
2016).

Em termos estruturais ou de familias compostas, 0os metabdlitos das plantas sdo
extremamente diversos, bem como as suas concentracbes podem ocorrer variacbes por
diversos fatores (DEBORDE et al., 2017). Tais variacBes na diversidade fitoquimica
refletem as respostas nas variagdes a inimigos naturais, incluindo herbivoros especialistas e
generalistas (RICHARDS et al., 2015). Outros fatores externos, como variagdes temporais
e espaciais, assim como as proporcdes relativas dos metaboélitos secundarios, podem ocorrer
em diferentes niveis sazonais diarios. Mesmo com o controle genético, podem sofrer
modulacdes em sua expressdo resultantes de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos
e evolutivos (BARBOSA, 2015). Acredita-se que as plantas desenvolveram vias
bioquimicas secundarias para sintetizar fitoquimicos como adaptacdo evolutiva para assim
adaptar-se aos diferentes ecossistemas, aumentando suas chances de sobrevivéncia
(LEONOV et al., 2015).

Por conta desse grande sortimento, tais metabdlitos apresentam uma ampla gama de
aplicagdes comerciais em diversos setores tais como alimentos, cosméticos, farmacéuticos e
biotecnologia industrial, além de possuir importantes funcfes ecoldgicas e agronémicas
através do fornecimento de insumos bioativos (THIMMAPPA et al., 2014).

A importancia comercial do metabolismo secundéario reside nas mais diversas
aplicagdes medicinais e farmacéuticas, como antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico,
antineoplasico, citotdxico, anti-hipertensivo, hipolipidémico e anti-inflamatério. Sendo
utilizado também no setor alimenticio, sendo crucial para saborizar nozes e oleaginosas, além

de seu uso no melhoramento e modificacdes do sabor e aroma dos alimentos (BARBOSA et
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al., 2017; DEAN, 2018; SILVA,; BIESKI, 2018).

As plantas sintetizam compostos que contribuem para a salde e sobrevivéncia
humana. S6 em relacdo aos medicamentos, mais de um terco teve sua origem a partir de
produtos naturais oriundos dos processos de sintese do metabolismo vegetal. Exemplos
disso, sdo os conhecidos como fitoterapicos, presentes em muitas formulagdes. Através da
elucidacdo de seus mecanismos de agdo, € possivel direcionéd-los para diversos fins
terapéuticos (CHAE etal., 2014; YUAN et al., 2016).

Como exemplo bem-sucedido de desenvolvimento de drogas baseado em produtos
naturais, temos a Artemisinina, encontrada em Artemisia annua. Entre todos os farmacos
utilizados contra a malaria, ela possui a mais rapida acdo (YUAN et al., 2016). O alcaloide
Vimblastina extraido de Catharanthus roseus L., usada no tratamento de neoplasias age
como antimitético devido sua interacdo com a tubulina (LOPES, 2017). Existe também o
Panax ginseng, conhecido, por suas propriedades restauradoras, ténicas e revitalizantes
(SHIN; KNOW; PARK, 2015).

Entretanto, para que o uso de uma espécie ofereca seguranca, € importante que a
mesma seja estudada do ponto de vista quimico, farmacoldgico, toxicoldgico, entre outros
testes, de forma a proporcionar seguranca e aceitacdo no setor farmacéutico (FRANCO;
FERREIRA, 2011).

O conhecimento sobre a atividade bioldgica de um produto natural revelada através
da triagem de metabdlitos secundarios € uma das etapas iniciais na pesquisa quimica. O
mesmo Vvisa conhecer as classes das quais pertencem 0s constituintes quimicos naturais
obtidos no processo de extracdo, podendo ser aplicado no manejo de pragas de forma direta
ou indireta (CARRERA et al., 2014; SILVA et al., 2017).

Dentre as varias aplicabilidades dos produtos gerados por esses processos, Seu uso
como ferramenta antimicrobiana é amplamente explorada em muitos trabalhos cientificos.
Essa importancia se da principalmente por sua vastiddao de compostos quimicos com amplo
espectro de bioatividade em muitos organismos patogénicos (CIOCH et al, 2017).

A maioria dos antibidticos disponiveis hoje possui como principal origem fontes
microbianas e sintéticos, porém, muitas plantas desenvolveram inGmeras estratégias
quimicas de producéo de compostos bactericidas para se protegerem do ataque dos micro-
organismos (BORGES et al., 2013; OLLE et al., 2017). A exploracao desses compostos em
prol de beneficios a salde humana e animal é um campo que tem crescido bastante nas
ultimas décadas. Muitas das descobertas sdo feitas por processos simples que visam

evidenciar determinados potenciais dos compostos bioativos (KYAW et al., 2012).
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Com os avangos da biotecnologia, muitas técnicas e alternativas vém sendo
exploradas com a finalidade de se obter produtos que apresentem maior eficdcia diante dos
atualmente existentes, podendo assim chegar a novas terapias biologicas (GUSMAO;
SILVA; MEDEIROS, 2017).

A fitoquimica tem por finalidade o estudo das propriedades quimicas de cada grupo
da planta, desde sua estrutura quimica e molecular até suas propriedades bioldgicas.
Objetivando com isso esclarecer e registrar os constituintes resultantes do metabolismo
secundario, bem como elucidar suas estruturas quimicas e moleculares através do seu
isolamento e assim obter respostas referentes a seus principios ativos dentre outras
caracteristicas (VI1ZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). A eficécia dos fitoquimicos esta
relacionada a complexidade de suas propriedades quimicas e estéricas tridimensionais bem
organizadas, oferecendo diversas vantagens em termos de eficiéncia e seletividade diante de
seus alvos moleculares (YUAN et al., 2016).

Entre os principais agentes terapéuticos provenientes de tais produtos, 0s compostos
fenolicos como flavonoides e taninos, destacam-se por apresentarem importantes atividades
antioxidantes e anti-inflamatdrias cruciais para a reducdo dos riscos de doencas
neurodegenerativas. 1sso ocorre porque elas agem como quimiopreventivo contra diversos
processos patoldgicos e seu consumo estd intimamente relacionado com a diminuicdo dos
riscos de problemas cardiovasculares, distrbios metabdlicos e cancer (DIAS et al., 2015;
ZHANG, 2016).

Por conta de tamanha importancia, esses compostos tém sido amplamente estudados e
seus efeitos atribuidos a sua estruturacdo quimica especifica, além de seus potenciais
antimicrobianos ja comprovados por meio de diversos estudos in vitro contra diversos
organismos patogénicos (CAMACHO, 2017; ZHANG, 2016).

Os polifendis sdo metabolitos secundarios de ocorréncia natural em todos os vegetais.
Sdo encontrados com destaque nas diversas partes do vegetal, como folhas, frutos e
sementes. Eles apresentam uma enorme diversidade estrutural, incluindo 4&cidos
clorogénicos, taninos hidrolisaveis e flavonoides, a maioria deles tem ocorréncia em forma
de glicosilados (MARIN et al., 2015).

Para desempenhar suas func¢des no organismo humano, os polifendis precisam passar
por transformacgdes enzimaticas digestivas ou pela acdo do metabolismo da microbiota.
Assim, eles agem no organismo humano, sofrendo a¢6es enzimaéticas e finalmente atingindo
seus alvos nos mais diversos Orgdos, agindo como antivirais, antibacterianos e
antiparasitarios (MARIN et al., 2015).
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Muitos constituintes quimicos, como taninos extraidos do metabolismo vegetal,
mostraram-se muito eficientes no combate a muitos organismos patogénicos. Os compostos
formados entre taninos e proteinas sdo as bases para as propriedades inseticidas,
antifngicas, antibacterianas e anti-helminticas (GONCALVES; GOBBO, 2012). Além
disso, micro-organismos dificilmente desenvolvem resisténcia a fitocompostos, pois
geralmente agem por mecanismos de acao inespecificos, podendo apresentar resultados até
mesmo contra patdgenos resistentes a multiplas drogas (DIAS-SOUZA et al., 2017).

Muitos testes feitos com extratos contendo taninos demonstraram possuir diversas
atividades antibacterianas e antifingicas. Esses potenciais farmacol6gicos podem ser
atribuidos a complexacdo com ions metalicos, capacidade antioxidante e capacidade de
interagir com macromoléculas como proteinas e polissacarideos (CASTEJON, 2011,
GONCALVES; GOBBO, 2012).

O screening dos produtos do metabolismo secundario e seu estudo em micro-
organismos in vitro proporcionam uma visdo bioldgica e previsdo terapéutica frente a

diversos patogenos de consideravel relevancia clinica (FINKEL; MITCHELL, 2011).
2.3 Micro-organismo de interesse clinico

Em nosso meio, a presenga de micro-organismos é um fator inevitavel, uma vez que
eles habitam os mais diversos ambientes. Muitos dos quais sdo benéficos a outros seres
vivos, fazendo parte de sua microbiota natural, agindo de forma comensal. Entretanto, essa
condicdo de comensalismo pode passar para parasitismo dependendo de muitos fatores, tanto
do micro-organismo quanto do hospedeiro ou fatores ambientais (SILVA; DOMINGUES,
2017).

Os micro-organismos de interesse clinico oferecem muitos danos e prejuizos nos
setores de satude. Um dos fatores de maior relevancia diz respeito a resisténcia microbiana
aos antibidticos, pois pode reduzir substancialmente as opc¢des de tratamento. Tornando-se
um grande desafio para os profissionais da area estudarem novos métodos de controle e
combate microbiologico (THEURETZBACHER, 2017).

Entre os grandes problemas enfrentados no ambiente hospitalar, as infeccOes
nosocomiais sdo responsaveis por grandes incidéncias de contaminagdes e reinfeccdes de
pacientes. S&o tidas também como importantes fatores de risco para sérios problemas de
saude que levam a morte (KHAN; AHMAD; MEHBOOB, 2015). Muitas dessas infec¢des
ocorrem quando bactérias ou fungos migram para outras regides do corpo diferentes de seu
ambiente nativo, passando a colonizar estes locais elas geram problemas ao hospedeiro
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podendo levar a sérias complicacdes de saude (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).

Por muitas décadas o0 aumento de resisténcia microbiana aos agentes antimicrobianos
tem crescido em niveis alarmantes, tornando-os insuficientes ao tratamento convencional.
Essa resisténcia esta atribuida ao uso excessivo de antibidticos e a transferéncia de genes
resistentes dentro e entre organismos como respostas evolutivas (BORGES et al., 2013).
Muitas bactérias causadoras destas infeccdes mostraram ser potencialmente dificeis de
controlar e erradicar, em especial em pacientes imunocomprometidos. Nesses, tem-se elevado
as taxas de mortalidade devido ao comprometimento de suas fungdes imunoldgicas (TONG
etal., 2015).

Como um dos principais micro-organismos patogénicos, as bactérias gram- positivas
sdo responsaveis por um amplo numero de infecgdes nosocomiais, afetando os setores de
salde em todo o mundo. Séo infeccBes prevalentes em unidades de saude e incluem
principalmente as infec¢Bes da corrente sanguinea associadas a linha central, infecgdes no
trato urinario associadas ao cateter e ainda aquelas adquiridas no centro cirdrgico e
pneumonias associadas a ventilacdo mecéanica (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).

Muitas bactérias de habitos comensais, como no caso de Staphylococcus aureus,
podem se tornar patogénicas sob condicdes de disfun¢do imune. Diante disso, podem causar
varias infec¢des, desde as mais simples, como na mucosa localizada, até as sistémicas graves,
com altas taxas de morbidade e mortalidade (FOSTER et al., 2014; SCHLECHT et al.,
2015).

Vérias infeccBes gram-positivas provaram ser particularmente dificeis de tratar com
terapias antibioticas. Isso por conta de seu alto nivel de resisténcia aos compostos
antimicrobianos (O'TOOLE, et al., 2000). Outra questdo a torna ainda mais importante
quando estas infeccBes atingem niveis preocupantes, como nos casos de pneumonia e sepse,
aumentando os riscos de vida ao paciente (MROCHEN et al., 2018).

Micro-organismos desse tipo tém sido relatados como um dos principais patdogenos
relacionados a uma série de problemas infeciosos em muitos paises industrializados. Sendo
a causa mais abundante de infec¢BGes hospitalares e, em consequéncia do alto encargo
financeiro, acabam causando prejuizos nos sistemas de saude publica em todo o mundo
(RIGBY; DELEO, 2012).

A apresentacdo quanto a propagacao de infec¢Ges e o tratamento adequado tem
gerado preocupacdes em diversos campos da saude. 1sso acontece por conta dos altos niveis
de resisténcia bacteriana que os patdgenos vém apresentando para a maioria dos antibiéticos
(IWAMOTO et al., 2013; LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Além disso, muitas estratégias de
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evasdo imune sdo observadas, como em S. aureus, 0 que garante sua fuga das respostas
imunolégicas do hospedeiro e também por meio da liberacdo de toxinas ou modulacéo de
mecanismos importantes na defesa do hospedeiro (KIM et al., 2012).

Fora isso, outros patdgenos de interesse clinico sdo destaque por conta de suas
caracteristicas altamente adaptativas e capacidade de aquisicdo de resisténcia aos
antimicrobianos por varios mecanismos (KAYE; POGUE, 2015).

Um exemplo bem comum esta na Escherichia coli, que € um membro importante da
microflora intestinal natural em humanos e outros mamiferos, sendo inofensivo quando
habitando seu ambiente nativo. Entretanto, dependendo de fatores de viruléncia, a E. coli
pode causar muitos problemas intestinais e extraintestinais, levando a sérias complicagdes
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Embora essa relacdo ndo afete o organismo
hospedeiro em condi¢des normais, nos casos de individuos imunocomprometidos podem
ocorrer diversos problemas. Pois existe um lado alternativo para E. coli proporcionado
através do ganho e perda de genes. Isso permite que esse patdgeno seja altamente
diversificado e adaptado, podendo assim colonizar desde o trato gastrointestinal até outros
ambientes como trato urindrio, corrente sanguinea e sistema nervoso central (CROXEN et
al., 2013).

As bactérias como a Serratia sp e Salmonella sp, entre outras, também se apresentam
mais prevalentes em hospitais e centros cirtrgicos, chegando a causar um grande nimero de
infeccdes (DANTAS; SANTOS, 2016). Muitas dessas bactérias sdo benéficas quando em
condicdo de comensalismo, a exemplo temos Streptococcus salivarius como um dos
primeiros organismos colonizadores da cavidade oral e do intestino humano. Contribuindo
assim para o equilibrio e estabelecimento imunolégico (KACI et al., 2014; WINTER et al.,
2013). Entretanto, mudancas na homeostase do organismo hospedeiro, podem favorecer a
proliferacdo desses organismos e assim ativar seu lado patdégeno, podendo levar a sérias
complicacdes medicas (DELORME et al., 2015).

Existem ainda processos infecciosos ocasionados ndo apenas por bactérias, mas
fungos também fazem parte da grande problemaética das infec¢Ges hospitalares. As infec¢Bes
fangicas sdo responsaveis pela elevada taxa de morbidade e mortalidade em hospitais de
todo o mundo (SILVA et al., 2017). Dentre essas infeccOes, as especies de Candida tém um
papel importante na patologia humana por conta dos serios efeitos provocados no
hospedeiro. Os efeitos vdo desde disturbios nas mucosas superficiais que ndo ameacam a
vida, até doencas invasivas que podem se disseminar por varios 0rgaos, tornando-se

particularmente preocupantes (BROWN et al., 2012).
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Candida albicans é um fungo dimoérfico, podendo exibir crescimento em forma de
levedura, pseudo-hifa ou hifa verdadeira, dependendo das condi¢gdes ambientais. A espécie
desse género é a mais abundante em humanos com caracteristicas comensais que, em
condi¢cdes normais e individuos saudaveis, colonizam as membranas da mucosa e pele
(NETEA et al., 2015).

Outra caracteristica desse organismo € sua capacidade de sobreviver como comensal
em locais distintos do organismo hospedeiro, mesmo cada local possuindo caracteristicas e
pressdes ambientais distintas. Essa capacidade implica no grande nimero de doencas
causadas por C. albicans, excedendo o da maioria de outros micro-organismos comensais
(CALDERONE; FONZI, 2001). Além disso, varios fatores de viruléncia, como dimorfismo,
adesinas, producao de enzimas, capacidade de adaptar-se a variag0es de temperaturas, dentre
outros mecanismos, fazem dessa espécie de fungo um patégeno muito versatil, poderoso e
de dificil controle (CORREA et al., 2017).

Outra espécie de Candida, a C. tropicalis, é bem importante no ambiente hospitalar.
Isso por sua alta capacidade de aderir e formar biofilmes em diferentes dispositivos médicos,
bem como adesdo, invasdo e capacidade de danificar tecidos internos por conta de sua
producédo de enzimas proteoliticas (NEGRI et al., 2016).

O interesse voltado a questdo dos fatores de viruléncia desse organismo constitui
importante meio para o desenvolvimento de novas terapias e producdo de farmacos para o
tratamento de patologias oriundas de fungos do tipo (CARDOSO, 2013).

2.4 Biofilmes microbianos

A maioria dos micro-organismos vive geralmente em comunidades densamente
povoadas. A forma de vida em comunidade confere propriedades altamente invasivas a
organismos oportunistas por fornecer condicGes essenciais para o sucesso na colonizacao de
diversos substratos, além de conferir protecdo, resisténcia e aumento da viruléncia
(DRESCHER et al., 2014).

A importancia dessa formag&o é tamanha que os biofilmes s&o considerados um dos
modos de vida amplamente distribuidos e mais bem-sucedidos da terra. S&o encontrados em
todos os organismos superiores, podendo estar associados a infec¢cdes em plantas e animais,
bem como contaminando dispositivos médicos e implantes (FLEMMING et al., 2016).

Biofilmes sdo comunidades de micro-organismos ligados a uma superficie bidtica ou

abiotica incorporada em uma matriz exopolimérica. S&8o consércios microbianos
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onipresentes que asseguram a resisténcia efetiva das células constituintes aos impactos
ambientais e as respostas imunes do hospedeiro (BAIDAMSHINA et al., 2017).

Bactérias incorporadas em biofilmes sdo varias ordens de magnitude mais resistentes
aos antimicrobianos do que as que estdo em forma plancténica. As condi¢des garantidas pela
organizagdo complexa proporcionam uma taxa aumentada de troca génica e,
consequentemente, aumento da tolerancia aos antimicrobianos (RABIN et al., 2015).

A composicdo da matriz que forma o biofilme é basicamente constituida por um ou
mais polissacarideos, acidos nucleicos, proteinas, enzimas, lipideos, ions minerais e varios
detritos celulares (Figura 2).

Figura 2: Representacdo da composicdo do biofilme Bacteriano.

- Célhula bactenana

Enzima
OOOCCOO  Exopolissacarideo
YK Acidos nucleicos

RARAAAN  Proteina

Canais de agua

Fonte: (Adaptado de Rabin et al., 2015).

Essa composicao é responsavel por assegurar diversas funcdes a célula bacteriana,
garantindo seu sucesso na colonizac¢do de muitos substratos (LEROY et al., 2008; RABIN
et al., 2015). Por conta dos constituintes da matriz, muitas drogas usadas no tratamento de
infec¢Bes ndo conseguem atingir seu efeito in vivo, uma vez que ocorrem interagdes entre o
antimicrobiano e componentes da matriz, impossibilitando sua difuséo e consequentemente
reduzindo sua eficacia (BATONI et al., 2016).

A formagdo dessa estrutura organizacional tridimensional é um fator de
sobrevivéncia, pois, através dela, muitos micro-organismos formadores de biofilme se
desenvolvem. Isso faz com que as colonias ali presentes adquiram caracteristicas peculiares.
Implicando em dificuldades no tratamento, fazendo com que os métodos convencionais
sejam insuficientes (BRAVO, 2016; SHAGAGHI et al., 2016). Essa organizagdo €
considerada uma fonte perpétua de infecgdes nosocomiais. Por isso, S0 responsaveis por

mais de 50% das infec¢des hospitalares por meio da colonizacao de dispositivos médicos
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utilizados durante o tratamento em pacientes (THALLINGER et al., 2013; ROY et al.,
2018).

A formacéo do biofilme é um processo complexo e dindmico e pode ser dividido em
pelo menos trés eventos principais. O primeiro é a fixacéo inicial, seguido pela maturacéo e
depois pela dispersdo. Esses processos demandam alto custo energético, dependem da
disponibilidade de nutrientes, da sintese e secre¢do de material extracelular e diversos outros
fatores envolvidos em sua formacdo (FLEMMING et al., 2016; LISTER; HORSWILL,
2014).

O crescimento do biofilme e fixagdo se inicia quando células planctdnicas se aderem
a uma superficie e passam a secretar componentes da matriz extracelular. Sua expansdo
ocorre quando as células aderentes passam por divisdo e tendem a se difundir para locais em
que ha condicBes satisfatorias de nutrientes. L&, as células passam por um processo
adaptativo com o aumento da sintese de exopolissacarideos (NADELL et al., 2015).

Problemas infecciosos oriundos de biofilmes bacterianos séo rotineiros nas unidades
de tratamento de salide e causam muita preocupacdo aos profissionais da area. No geral, as
infeccdes associadas aos biofilmes podem ser divididas em duas categorias principais. A
primeira envolve a sua formacdo em tecidos do hospedeiro; a segunda esta relacionada a
colonizacdo de superficies abidticas, como os dispositivos médicos (BATONI, et al., 2016).

Essas infeccOes teciduais ou associadas a dispositivos médicos possuem importante
reconhecimento na clinica médica como fator de doencas nosocomiais de dificil tratamento.
Acontece isso por conta da sua cronicidade se caracterizar como infec¢Bes persistentes e
dano tecidual no paciente, além, claro, da resisténcia a resposta imune do hospedeiro aos
agentes antimicrobianos (BARROS, 2017).

O tratamento de infec¢Bes com antibidticos tem sido descrito desde sua descoberta,
no entanto, nos Ultimos anos houve um aumento alarmante em todo 0 mundo em patégenos
bacterianos resistentes a multiplas drogas. Causando assim um sério desafio aos tratamentos
antimicrobianos eficazes por antibidticos convencionais e levando a uma necessidade crucial
de identificar novos agentes de biocontrole (CRUZ, 2017; SHAGAGHI et al., 2016).

Diante dessas condiges, o tratamento de infecgOes causadas por esses organismos
se torna dificil. Para que os antibioticos sejam eficazes, € necessario que atravessem a matriz
extracelular e alcancem as bactérias encapsuladas (CIOFU; TOLKER-NIELSEN, 2010).

No entanto, a penetragdo e difusdo dos antimicrobianos na matriz polissacaridica séo
fracas. Além disso, a organizagdo dos micro-organismos nessas condi¢des dificulta ainda

mais a acao dos antibidticos. Certos mecanismos da matriz extracelular do biofilme podem
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se ligar ao agente antimicrobiano, impedindo sua penetracdo. Isso reduz sua eficécia e
proporciona maior protecdo e resisténcia aos antibidticos (CHIANG et al., 2013;
OKSHEVSKY; MEYER, 2015; PINTO, 2016).

A remoc¢do bem-sucedida de biofilmes complexos requer o uso de formulacgdes
enzimaticas. 1sso, em associa¢do com drogas ja utilizadas, promove a clivagem de elementos
importantes da matriz do biofilme e aumenta o poder antibi6tico e a resposta imune do
hospedeiro, resultando em maior eficacia no tratamento, além de dificultar a aderéncia
celular aos substratos (THALLINGER et al., 2013).

Com o crescente numero de problemas ocasionados por micro-organismos
patogénicos, principalmente contaminando utensilios hospitalares, faz-se necessario
intensificar a utilizacdo de agentes antimicrobianos para controla-los. No entanto, devido ao
uso indiscriminado de tais quimicos, a resisténcia bacteriana vem evoluindo rapidamente.
Por isso, tem-se que buscar por novas alternativas de tratamento (BARBOSA, 2015;
MONTEIRO, 2017).

A forma de controlar ou erradicar problemas infecciosos € um grande desafio no
ambiente clinico por conta de muitas variaveis que dificultam seu combate, uma vez que 0s
micro-organismos podem se comportar ou se associar a condi¢cdes complexas. Um problema
bem evidente que dificulta o controle microbiol6gico, mesmo com o uso de drogas que
demonstram resultados inibitorios bem satisfatorios, encontra certa limitacdo quando as
células bacterianas se organizam em biofilmes (BARROS, 2017).

Mesmo que o0s antibidticos possam diminuir o nimero de bactérias no biofilme, eles
ndo as erradicam completamente in vivo. 1sso gera consequéncias clinicas por causa das
dificuldades em combaté-las. Por via disso, ocorre a reinfec¢do cronica do paciente, além
dos efeitos colaterais, uma vez que altas doses do antibiético podem ser necessarias durante
o tratamento (CIOFU; TOLKER-NIELSEN, 2010; ROY et al., 2018). Em feridas cronicas
e infectadas, € rotineira a presenca de espécies de micro-organismos colonizando-as,
incluindo Staphylococcus aureus. Muitos deles sdo fortes formadores de biofilmes,
acarretando em dificuldades no processo de cicatrizagdo do paciente (DEAN et al., 2011).

Além disso, estudos tém demonstrado que biomoléculas de origem vegetal podem
ser usadas quando mecanismos de resisténcia microbiana tornam o0s tratamentos
convencionais ineficientes, agindo inclusive na formacdo de biofilmes (SIMOES;
BENNETT; ROSA, 2009).

Esses fatores incentivam a busca por novas moléculas biologicamente ativas que

apresentem potencial antibacteriano e antibiofilme. Isso vem ganhando atencéo especial no
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mundo cientifico, apresentando-se como uma forma promissora para a producdo de novas
drogas (SOARES et al., 2015).

Portanto, qualquer esforco para explorar produtos medicinais disponiveis na flora
botanica para melhorar as opcbes de tratamento e retomada de salde dos pacientes

acometidos por infecgdes merece atencao.
2.5 Problemas causados por nematoides

Nematoides sdo um grupo de animais bem diversificado e extremamente abundante
nos ecossistemas, podendo se apresentar como organismos de vida livre ou parasitando
alguma outra espécie animal ou vegetal (BIRD et al., 2015). Esses organismos vermiformes
ocorrem em todos os tipos de substratos e sedimentos e em todas as zonas climaticas, sendo
assim, de consideravel importancia ecologica (TRAUNSPURGER, 2000).

Sua importancia se da pelo fato de que podem ser transmissores de muitas doencas
em plantas e animais, levando a grandes prejuizos em diversos tipos de plantacdes ou
afetando a satide humana e animal (ESTEVES; FONSECA-GENEVOIS, 2006). Por ser um
grupo altamente diversificado, seus habitos alimentares também sdo bem amplos. Entre eles,
0s principais e mais estudados sdo 0s que parasitam plantas e animais por conta dos prejuizos
que oferecem no setor agropecuario, médico e veterinario (GOULART, 2010).

Nematoides fitopatogénicos sdo frequentemente controlados em plantacGes
comerciais pela aplicacéo periddica de nematicidas quimicos. Entretanto, este método gera
inimeros questionamentos por ser ambientalmente inaceitavel aos ecossistemas por sua alta
toxicidade, custo elevado e sua capacidade de gerar residuos no solo, podendo comprometer
rios, lagos e o lencol freatico (ALMEIDA et al., 2016; TRIPATHI et al., 2015).

O ciclo de vida desses vermes é tipicamente dividido em seis estagios: o0 ovo, quatro
estagios juvenis e o adulto e a duragdo de cada um, difere em espécies e também fatores
como temperatura, umidade e planta hospedeira (COYNE; NICOL; CLAUDIUS-COLE,
2018).

Outra gquestdo bem relevante abrange os setores de producdo de alimentos derivados
de produtos animais. Isso porque eles sofrem muitas perdas em sua produtividade, em virtude
do parasitismo, gerando custos de bilhdes de délares em todo o mundo (GANG; HALLEM,
2016). Gerando impacto na economia do sistema de producao de leite e proteina animal e
afetando a qualidade e quantidade dos produtos, resultando na queda do preco (ANTONIO
etal., 2019; MACHADO, 2015; SILVA et al., 2017; VIEIRA, 2007).

A quantidade de danos gerados depende de uma vasta gama de fatores como
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densidade populacional, viruléncia da espécie e resisténcia do sistema imunoldgico do
hospedeiro (COYNE; NICOL; CLAUDIUS-COLE, 2018).

Em relacdo a ovinocultura, os prejuizos econdémicos resultantes de animais infectados
por nematoides podem chegar a 60%. Isso torna a atividade economicamente inviavel
(ROBERTO et al., 2018). A situacdo ainda é mais agravante por conta da predominancia de
animais contaminados em virtude da disponibilidade de est&gios infeciosos de nematoides
nas pastagens (TARIQ, 2017).

Um problema que preocupa ainda mais consiste na multipla resisténcia anti-
helmintica, tornando escassas ou insuficientes as opc¢des de controle e tratamento. Em
consequéncia disso, acaba-se exigindo doses mais elevadas, aumentando o risco de
contaminacdo alimentar pelos residuos gerados e também questdes ambientais
(ENGSTROM et al., 2016).

Naturalmente, os herbivoros utilizam respostas imunes ou comportamentais de forma
a suprimir ou prevenir os males causados pelos parasitas que os acometem (CASTEJON,
2011). Existem evidéncias de que animais parasitados possuem a pratica de se
automedicarem na natureza. Fazem isso por meio da ingestdo de vegetais com potenciais
biol6gicos. Esses relatos estdo em muitos estudos e baseiam-se no postulado de que esses
animais evoluiram e adquiriram tais mecanismos como resposta e protecdo contra parasitas
(GLAZER et al., 2015).

Ruminantes comumente apresentam tais comportamentos por meio de busca seletiva
por vegetais que apresentam potenciais terapéuticos com atividade anti-helmintica. Tanto
para fins profilaticos como terapéuticos, a preferéncia por plantas com altos teores de tanino
parece estar relacionada a condicdo de parasitismo por nematoides (VILLALBA et al.,
2014).

Diversos estudos obtidos nas ultimas décadas indicam o potencial que 0s compostos
fenolicos ingeridos na dieta, em especial taninos, podem reduzir infec¢fes por nematoides
em pequenos ruminantes (GLAZER et al., 2015).

Além disso, questdes como bem-estar animal, seguranca alimentar e cuidados
ambientais tém preocupado consumidores e produtores. Despertando a necessidade de
desenvolver novas estratégias de controle que apresentem sustentabilidade, seguranca e
produtividade (LOPES et al., 2018).

Outra questdo importante é que os helmintos estdo entre 0s principais parasitas que
causam doencas no ser humano. Eles sdo frequentemente observados nos paises em

desenvolvimento. Isso torna seu estudo consideravelmente interessante para a area da salde,
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porque esses organismos possuem parte de seu ciclo evolutivo desenvolvido no aparelho
digestivo humano, causando muitas complicagdes no hospedeiro (BACELAR, 2018;
CHIPOLINE, PACHECO, 2016). O impacto gerado nos sistemas de saude publica e sua
predominancia afeta principalmente criancas residentes em regides carentes de condi¢bes
sanitarias basicas, refletindo em elevadas incidéncias de doencas e comprometimento em
seu desenvolvimento (FIN, 2016; INYANG-ETOH; OKONKWO; EJEZIE, 2018).

Estima-se que bilhdes de pessoas em todo 0 mundo encontram-se expostas aos riscos
de infeccdes por helmintos. As espécies mais comuns sdo Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura e ancilostomideos Necator americanus e Ancylostoma duodenale (FENALTI et al.,
2016). Embora a maioria das infecgdes causadas por vermes esteja geralmente limitada a
paises tropicais, esta contaminacdo pode se estender pelos viajantes, podendo inclusive se
desenvolver fora de climas tropicais (SUNITA et al., 2017).

No Brasil, as parasitoses gastrintestinais prevalecem principalmente entre as classes
de nivel socioecondmico mais baixas. Ocorrendo devido a precariedade em saneamento,
educacdo e habitacdo, aumentando as taxas de doencas entre este grupo populacional
(FENALTI et al., 2016).

A maioria dos medicamentos eficazes para doencgas parasitarias ndo apresenta
viabilidade financeira para a industria farmacéutica tido que os recursos dos grupos afetadas
séo limitados (PALOQUE et al., 2018).

Para a producdo de novos medicamentos, € crucial o investimento em pesquisas e
desenvolvimento de novas tecnologias. I1sso muitas vezes ndo tem atencao especial, uma vez
que o setor farmacéutico acaba quase sempre focando nas doencas globais porque geram
maior lucratividade. Resultante disto, grande € o nuimero de doengas negligenciadas
circunscritas no ambito de paises pobres, justamente por ndo atender a expectativa lucrativa
do mercado no atual cenario capitalista (RODRIGUES; VIEIRA, 2016).

A utilizagdo de plantas medicinais baseada no conhecimento etnoveterinario fornece
opcodes farmacologicas para tratamentos de animais acometidos por parasitas gastrintestinais.
Estudos avaliando a eficiéncia de produtos naturais no controle das parasitoses tém
apresentado grande eficacia. Os mesmos sdo vistos como uma alternativa ao tratamento por
meio de compostos sintéticos, devido ao surgimento de linhagens resistentes (FREIRE et al.,
2018), também por apresentarem resultados promissores além dos baixos riscos ao meio
ambiente (SOARES et al., 2018).

Existem muitos estudos preliminares que avaliam a atividade anti-helmintica. Eles se

baseiam em testes in vitro utilizando o nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans. Por
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ele ser amplamente difundido na pesquisa cientifica, € facil o seu cultivo em laboratério. O
mesmo apresenta curto periodo de vida e baixo custo, além de possuir um vasto banco de
informacdes cientificas em relagdo a seu genoma, comportamento e metabolismo (ANDRE
etal., 2018).

Muitas vantagens séo conferidas quando se trabalha com um organismo modelo, tais
como a disponibilidade de bibliotecas mutantes e transgénicas, o que facilita a tarefa de
decifrar mecanismos moleculares e interacdes comportamentais.

Nematoides de solo, como o C. elegans, possuem uma rica variedade de
comportamentos, incluindo quimiotaxia e termotaxia. O estudo deles permite analises
comportamentais detalhadas. Assim, é possivel a resolugdo de diversos problemas
ocasionados por outros nematoides prejudiciais. De posse desse conhecimento e de seus
mecanismos, obtém-se 0s meios para os controlar ou combater (GAUGLER, 2018).

Muitos desses estudos buscam desenvolver estratégias baseadas em fitoquimicos
para o controle de nematoides por conta de suas complexas interagc@es quimicas entre plantas
e nematoides (CHITWOOD, 2002).
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3 HIPOTESE CIENTIFICA

O TCC é rico em diversas classes quimicas de metabdlitos secundarios. Muitos dos
quais possuem grande namero de estudos evidenciando suas atividades biologicas nas mais
diversas areas da terapéutica, microbiologia, parasitologia, nutracéutica, ciéncias médicas e
areas afins. Desta forma, o extrato bruto etandlico do tegumento da améndoa de castanha de
caju (A. occientale L.) apresenta potencial antibacteriano, antifungico, antibiofilme e anti-

helmintico.
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4 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana e anti-helmintica tem aumentado muito diante das
drogas atualmente disponiveis. Este ritmo ndo tem sido acompanhado pelo setor
farmacéutico na producéo e descoberta de novas drogas mais eficientes. Dessa forma, a

busca por novas biomoléculas com atividade sobre tais organismos é necesséria.
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5 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial antibacteriano, antifngico e anti-
helmintico do extrato etandlico do tegumento da améndoa de castanhas de caju (genotipo
CCP 76).

5.1 Objetivos Especificos

2.1.1 Caracterizar o extrato quanto a presenca de diferentes classes de metabdlitos
secundarios;

2.1.2 Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracao
bactericida minima (CBM) do extrato em bactérias gram-positivas e gram-negativas,
bem como em leveduras do género Candida;

2.1.3 Testar a atividade antibiofilme do extrato;

2.1.4 Avaliar a capacidade anti-helmintica em linhagens de Caenorhabditis elegans
sensiveis e resistentes a lvermectina;

2.1.5 Avaliar a toxicidade do extrato em Artemia salina.
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6 METODOLOGIA

6.1 Obtencdo do tegumento da améndoa

As sementes do gendtipo CCP 76 (Clone Cajueiro Pacajus) foram adquiridas em
marco de 2016 no Campo Experimental de Pacajus-Ceard, da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA.

As sementes foram lavadas em solucéo de hipoclorito a 2%, secas e quebradas com
auxilio de martelo para a retirada da améndoa. Apos a obtencdo da améndoa, foram
retirados o tegumento envolvente com auxilio de uma Iamina. Em seguida, o tegumento foi
processado em moinho até a formacao de um po fino, pesado e estocado sob refrigeracao a
4°C.

6.2 Preparacdo do Extrato Etandlico.

Para aproducdo do extrato, foi adicionado 100 ml de alcool etilico 70% v/v para cada
10 g de material macerado sob agitacéo orbital a 2400 rpm a temperatura ambiente. A troca
de solvente foi realizada a cada 8 horas até apresentar uma mudanca acentuada na coloragéo
do material macerado.

Os extratos resultantes das trocas foram centrifugados a 2500 rpm por 5 min, 0s
sobrenadantes foram coletados e conduzidos a capela de exaustdo até a total evaporacdo da
parte liquida. O material resultante foi dissolvido em agua e liofilizado para a retirada dos

liquidos residuais e armazenado em freezer a -20°C.

6.3 Testes Fitoquimicos

Os testes fitoquimicos foram realizados de forma a evidenciar as principais classes
de substancias quimicas presentes por reaces qualitativas. 1sso, a partir de extratos com
reagentes especificos para cada classe, de acordo com o protocolo estabelecido por Matos
(1995). As classes de substancias testadas foram os fendis, os taninos, os flavonoides, as

antocianinas, as antocianidinas, as catequinas, as leucoantocianidinas e os alcaloides.
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6.4 Ensaios bioldgicos.

A acdo das substancias bioativas das plantas, assim como, suas doses terapéuticas,
deve ser devidamente elucidada de forma a dar seguranca em testes que viabilizem seu uso
em pessoas e animais (FENALTI et al., 2016). Por conta da rapidez, custo e conveniéncia,
0 uso de Artemia salina tem sido amplamente utilizado para testes de toxicidade na busca de
potenciais drogas a partir de extratos vegetais (ARUMUGAM et al., 2019). A fim de avaliar

0 grau de toxicidade do extrato, foram realizados ensaios em Artemia salina.

6.5 Cepas microbianas

Para o seguinte estudo foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus MRSA
(ATCC 700998), Escherichia coli (N22), Salmonella Serovar typhimurium (ATCC 14028),
Streptococcus salivarius (NCTC 8618), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Serratia
marcescens (CDC 4112), Candida albicans (ATCC 90028), Candida tropicalis (ATCC 750)
disponibilizados pela Funda¢do Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro - Brasil.

6.6 Preparacdo do extrato para os testes bioldgicos

Para a preparacdo do material a ser testado em bactéria, fungo e nematoide, o extrato
etanolico do TCC foi pesado, 2.000ug do material foram dissolvidos em 1.000uL de dgua

deionizada, atingindo uma concentracéo final de 2mg/mL.

6.7 CondicGes de cultivo e crescimento dos microrganismos

As cepas bacterianas estocadas em meio Brain Hearth Infusion (BHI; M210-500G,
HIMEDIA), caldo com 30% de glicerol, a temperatura de -86 °C, foram ativadas usando uma
aliquota de 50 pL da solucdo inoculando em 5 mL de meio BHI caldo estéril previamente
incubado por 24 h a temperatura de 37 °C. Em seguida, foi colhida uma nova aliquota de
50pL do cultivo e inoculada em 5 mL de meio BHI caldo estéril e incubada por 16-20 h nas
mesmas condi¢bes. Ao atingir a fase tardia de crescimento exponencial, 0os micro-
organismos foram centrifugados e ressuspendidos em meio de cultura estéril com
concentragdo ajustada para 1x10% UFC.mL™ com auxilio de um espectrofotdmetro com

comprimento de onda de 600nm.
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Para o cultivo de fungo do género Candida, seguiu-se 0 mesmo procedimento
anterior, exceto o meio de cultivo, o qual foi usado meio especifico Sabouraud Dextrose
Broth (SDB).

6.8 Linhagem Caenorhabditis elegans sensivel (Bristol N2) e resistente a

Ivermectina (IVR1s)

Nesse estudo foram utilizadas as linhagens de Caenorhabditis elegans sensivel e
resistente a lvermectina, obtida por meio do Departamento de Parasitologia/ICB/USP.
Culturas monoxénicas da referida linhagem foram mantidas em placas com meio NGM agar
(Nematode Growth Media) enriquecido com fosfato de potassio 1M em pH 6.0, CaCl, 1M,
MgSO4 1M, semeado com Escherichia coli NA22 e incubadas em estufa B.O.D. (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) a 22°C, como descrito por (WOOD, 1988).

6.9 Ensaio de atividade antimicrobiana CIM e CBM.

A atividade antimicrobiana do extrato foi verificada segundo o teste de microdiluicéo
em placas de poliestireno de 96 pocos, padronizada segundo a diretriz M07 — A 92 edicdo,
Metodologia para Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos por Dilui¢do para Bactérias
de Crescimento Aerobico (CLSI, 2012).

Para o teste com o extrato, foi utilizada uma placa de 96 pocos. Cada poc¢o da placa
foi preenchido com 100 pL de meio de cultura BHI caldo estéril, com exce¢do da primeira
linha, a qual foi preenchida com 200 pL do extrato na concentracdo de 2 mg/mL. Partindo
dessa concentracdo, foram realizadas diluicGes seriadas na base dois para obtencdo de
diferentes concentragfes. Em seguida, foram adicionadas 100 pL da solucéo bacteriana na
concentragdo ajustada, com concentragéo final de 1x10°® UFC/mL™. A placa foi incubada
por 24 h nas mesmas condicgdes de cultivo anterior. Os testes foram feitos em replicatas de

cinco. (Figura 3.)
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Figura 3. Representacdo esquematica para determinacgdo de CIM
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Fonte: Adaptado de Furtado, 2017.

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo
Bactericida Minima (CBM), sendo considerada CIM a menor concentragdo do extrato capaz
de inibir visualmente o crescimento bacteriano apds 24 h de incubacdo. Além disso, a
inibicdo do crescimento plancténico foi visualizada através de leitura espectrofotométrica de
D.O. sob £= 620 nm (Biotrak II Reader - Amersham Biosciences).

Para determinagédo da CBM, foi retirada uma aliquota de 10 pL dos pogos onde néo
houve crescimento microbiano visivel e inoculados em placas de Petri contendo meio de
cultura BHI agar estéril. Apés um periodo de 24 h de incubacdo a 37 °C em condigdes
aerobicas. Foi considerado CBM a menor concentracdo capaz de inibir completamente o

crescimento microbiano na superficie de agar.

6.10 Ensaio de atividade antibiofilme

O ensaio antibiofilme foi realizado de acordo com a metodologia estabelecida por
O’toole (2011) com algumas modificacOes. Para a quantificacdo da biomassa, as bactérias
planctonicas foram removidas e 0s po¢os lavados 3 vezes com agua destilada. Apos secagem
da placa a temperatura ambiente, 200 pL de alcool metilico PA foram adicionados e deixados
por 15 minutos para fixacdo das células aderidas. Apos a remocao do metanol, 200 pL de
Cristal Violeta- CV 0,1% foram adicionados por 10 minutos para permitir uma quantificacéo
indireta da biomassa atraves da coloragdo. Em seguida, o CV foi removido e repetido o
processo de lavagem e secagem da placa. Em seguida, foram adicionados 200 pL de &cido
aceético 33% por 10 minutos para dissolucdo do corante preso ao biofilme. A suspensdo obtida

em cada poco foi transferida para uma nova placa de 96 pocos, onde foi realizada a medicéo
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da absorbancia em um leitor de microplacas a 590 nm (Biotrak Il Reader - Amersham
Biosciences) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo esquematica da metodologia de quantificacdo de biofilme dos
micro-organismos, em placas de poliestireno de 96 pogos
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Fonte: Adaptado de FURTADO, 2017.

6.11 Teste de mortalidade em Caenorhabditis elegans N2 e IVR1s

A avaliacdo do efeito anti-helmintico seguiu a metodologia descrita por Katiki et al.
(2011) com adaptacBes. Os nematoides foram recolhidos das placas de cultivo com auxilio
do tampao M9, separados por malhas de 38 e 53 um para selecdo dos adultos, a suspenséo foi
ajustada para conter, aproximadamente, 120 nematoides em cada 100 pL de tampéo.

O teste foi incubado em placa de 96 pogos e o extrato foi aplicado em dilui¢des
seriadas, perfazendo sete concentracdes que variaram de 1000 pg/mL a 0,39 pug /mL com
cinco replicatas cada. Para controle negativo, foi utilizado 100 pL de tampdo M9 e 100 pL
da suspensdo de M9 com nematdides adultos. Apds o periodo de 24 horas de exposic¢do, foi
realizada a contagem de mortos e vivos com auxilio de microscopio modelo Carl Zeiss

Microlmagining Primo star®.

6.12 Teste de toxicidade em Artemia salina.

Para avaliar o grau de toxicidade do extrato, foi utilizado Artemia salina, seguindo
metodologia descrita por Meyer e colaboradores (1982) com algumas adaptacdes. Apos a
eclosdo dos ovos, foi aguardado o tempo para que esses alcancassem O estagio de
metanauplio (48 horas). As larvas foram transferidas para placas de 24 pocos, ficando 10
larvas em cada pogo. O teste foi realizado em triplicata, contendo agua do mar artificial

(1.000pL em todos os pocos) e a respectiva amostra no mesmo volume, seguindo dilui¢des
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seriadas nas concentracdes de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100ug/ml. Para controle positivo,
foi usada solucdo de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 10 mg/ml e o negativo foi utilizado
agua do mar artificial. Ap6s o periodo de 48 horas de contato, foram contados os animais

mortos com o auxilio de um estereoscapio. (Figura 5).

Figura 5: Esquema de preparacdo e execucdo de teste de letalidade em Artemia salina L.
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Fonte: Adaptado de Moreira, 2013.
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7 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas, foi utilizado o Software GraphPad Prism (Versdo 7.0
para Windows). Para a analise de significancia entre os grupos, foi utilizado One-Way

ANOVA com pos-teste de Bonferroni, considerando p<0.05 como significativo.
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8 RESULTADOS

8.1 Testes Fitoquimicos

Nos testes fitoquimicos, foi observada a presenca de algumas classes de metabdlitos
secundarios, principalmente da classe dos compostos fendlicos (Tabela 1).

tabelal: Fitoquimicos presentes no extrato do TCC.

FITOQUIMICOS Presenca (+) / Auséncia (-)
Antocianidinas -
Antocianinas -
Catequinas +
Esteroides livres -
Fenois -
Flavonoides
Flavonois
Flavononas
Flavononois
Leucoantocianidinas
Saponinas
Taninos
Triterpenos
Xantonas -

+ + +

+ 4+ +

Fonte: Autor. Legenda: A auséncia ou presenca de metabdlitos séo representados por + ou —
respectivamente.

8.2 Teste de Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida Minima

O extrato apresentou efeito de CIM para S. aureus, MRSA, S. salivarius e C. albicans
com valores de 250; 15,6; 31,2 e 250 ug, respectivamente. Embora o resultado inibitorio
para S. aureus tenha ficado em 250ug, quando analisadas as placas para CBM, nédo foi
observado qualquer crescimento microbiano sobre a superficie do agar, mesmo na
concentracdo de 15,6 pg. Além disto, para MRSA os valores de CIM e CBM foram
semelhantes, 0 mesmo foi observado também em S. salivarius.

Embora a CIM para C. albicans tenha ficado na concentragdo de 250 pg, quando
avaliada sua CBM, ndo foi observado nenhum efeito bactericida, pois mesmo na

concentracdo mais elevada, o fungo conseguiu crescer com éxito sobre a superficie do agar,
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que confirma apenas seu efeito bacteriostatico. Vale ressaltar ainda que os demais micro-
organismos ndo apresentaram CIM e consequentemente CBM (Tabela 2). E importante
lembrar que o extrato em contato com o meio de cultivo apresentou precipitacdo nas
concentracdes mais altas. De forma a excluir esse interferente na leitura de sua D.O. foi feito

um controle de turbidez.

tabela 2: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) em pg/mL do extrato etandlico do TCC contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas e fungos do género Candida.

MICRO-ORGANISMOS CIM CBM
S. aureus (ATCC 700998) MRSA 250 g 15,6 ug
S. aureus (25923) 15,6 ug 15,6 ug
S. salivarius (NCTC 8618), 31,2 ug 31,2 ug

Escherichia coli (N22) - -
Salmonella Serovar typhimurium (14028) - -
Serratia marcescens (CDC 4112) - -
Candida albicans (ATCC 90028) 250 g -
Candida tropicalis (ATCC) - -

Fonte: Autor. Legenda: - representa ndo ter apresentado CIM e CBM.

8.3 Efeito antibiofilme

Nos testes para biofilme, todos os micro-organismos apresentaram reducdo na
producdo 24 horas ap6s o contato com o extrato (Graficos 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G e 1H).
Observa-se maior producéo de biofilme nas concentracGes mais altas do extrato para quase
todos 0s micro-organismos. Como mencionado anteriormente, nessas concentragdes, 0
extrato apresentou precipitacdo. Além disso, sua colora¢do nessas concentracdes apresenta
aspecto de coloracdo ambar, possivelmente pela presenca de pigmentos. De forma a excluir
estes interferentes, foi feito um controle de turbidez contendo apenas extrato e meio de

cultivo.
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Grafico 1: Efeito antibiofilme em bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungo do
género Candida.
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Fonte: autor. Legenda: Os valores representam a média + SEM da absorbancia para o teste de biofilme. Para
andlises estatisticas foram utilizados 0 One-way ANOVA seguido com p0s-teste de Bonferroni em relacdo ao
grupo controle negtivo. *mostra diferencas significativas em relacdo ao controle. Valores significativos:
****n<0,0001. Bactérias gram-positivas (1A, 1B e 1C), bactérias gram-negativas (1D, 1E e 1F) e fungos do

género Candida (1G e 1H).



51

8.4 Teste mortalidade em C. elegans N2 e IVR15

O extrato testado apresentou efeito inibitério comprovado contra as duas linhagens

de C. elegans, apresentando efeito dose-resposta com DLso de 128,6 + 13,6 pug/mL para

IVR1s e 97,32 + 10,9 pg/mL para N2 (Gréfico 2).

Grafico 2: Teste de mortalidade larvar utilizando extrato etanélico do TCC em
Caenorhabditis. elegans.
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Fonte: Autor. Legenda: Os valores representam a Dose Letal (DLsg) em pg/mL necessarios para matar 50%

dos animais.

8.5 Teste de toxicidade frente a Artemia salina.

Na avaliacdo do potencial toxico do extrato do TCC os valores de DLso foram de
46,96 pug/mL para 48h de exposicao ao extrato (grafico 3).

Graéfico 3: Teste de toxicidade avaliado em Artemia salina apds 48h em contato com o
extrato do Tegumento da castanha de caju.
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Fonte: Autor. Legenda: Os valores representam a porcentagem de mortalidade dos animais (Eixo y) em
decorréncia da concentracdo do extrato em pg/mL.
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9 DISCUSSAO

A realizacdo de andlises quimicas dos vegetais com potencial antimicrobiano e
antiparasitario € primordial, pois permite aprofundar conhecimentos a respeito das atividades
terapéuticas, gerando melhorias na qualidade e eficiéncia para a producdo de novas drogas
(SPRENGER et al., 2015). A exploracdo das mais variadas classes de compostos quimicos
advindos do metabolismo vegetal fornece esse suporte. A triagem preliminar de seus
constituintes permite inferir tais classes. Uma vez identificada a presenca de determinados
grupos quimicos e o conhecimento de suas caracteristicas, surge a importancia de avaliar
seus efeitos bioldgicos.

Nesse trabalho, foi identificada a presenca de importantes classes de metabdlitos
secundarios presentes no extrato do TCC (Tabela 1), moléculas que possuem seus
mecanismos amplamente explorados para a produgdo de medicamentos ou produtos com
acdo antimicrobiana. Radulovic e colaboradores (2013) ressaltam sobre o poder
antimicrobiano que o metabolismo secundario vegetal apresenta contra uma variedade de
organismos patogénicos, oferecendo insumos promissores para elaboracao de novas drogas.

Os metabdlitos aqui evidenciados abrangem principalmente compostos fendlicos.
Segundo Celebioglu e colaboradores (2018), estes compostos apresentam muita
importancia para a microbiologia, uma vez que eles podem interagir com alvos moleculares
em varios micro-organismos patogénicos, bloqueando reacdes vitais a célula.

Mesquita e colaboradores (2017) afirmam que o interesse crescente pelo
conhecimento dessas moléculas estd em seus possiveis mecanismos de inibir ou cessar 0
crescimento e desenvolvimento microbioldgico. Os autores relatam ainda que este aumento
surge em virtude da necessidade de descoberta de novas drogas no setor, condicdo essa
movida pela resisténcia que os patdgenos vém apresentando ao longo dos anos frente as
drogas existentes.

Neste estudo, A. occidentale L. demonstrou atividade antimicrobiana (Tabela 2),
porém as bactérias gram-negativas como E. coli, Serratia e Salmonela apresentaram menor
sensibilidade quando comparadas aos organismos gram-positivos. Segundo Pombo et al.
(2018), esta baixa atividade possivelmente esta relacionada a complexidade em sua parede
celular, uma vez que bactérias gram-negativas apresentam maior resisténcia aos extratos
vegetais por conta de sua espessa camada de peptidoglicano com suas ligagdes entre si e outros

componentes. Esta complexidade oferece mais barreiras contra a entrada de algum
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componente na célula. Ainda assim, vale ressaltar que houve reducgéo no crescimento celular
destes organismos, demonstrando que, embora o extrato ndo tenha apresentado reducéo total,
conseguiu perturbar o meio e consequentemente, reduzir o crescimento microbioldgico.

Da mesma forma, quando avaliado em leveduras, os resultados de CIM foram
expressivos apenas para C. albicans nas maiores doses, tendo o efeito reduzido
gradativamente em funcdo da reducdo da concentragdo do extrato. Esses organismos s&o
mais resistentes aos compostos antimicrobianos, pois contam com uma estruturacéo celular
mais elaborada, com parede celular revestida de quitina. Contudo, ao avaliar a CBM, foi
confirmado que ndo houve morte total, sugerindo efeito fungistatico. Monteiro e
colaboradores (2017) testaram a atividade antibacteriana e antiflngica do liquido da castanha
de caju, obtendo resultados positivos para bactérias gram-positivas, corroborando com este
estudo. No entanto, os autores ndo observaram resultados inibitorios em fungos do género
Candida.

E importante ressaltar os resultados encontrados em organismos gram-positivos
(Tabela 2), visto que a estrutura da parede celular dessas bactérias as torna mais suscetiveis
qguando em contato com o extrato. Estes resultados microbiologicos foram semelhantes aos
trabalhos de Celis e colaboradores (2011), utilizando extratos etan6licos de diferentes partes
de Anacardium excelsum, onde obtiveram os melhores resultados com o extrato da semente
e seu tegumento. Entretanto, cabe ressaltar que a dose utilizada pelos autores foi de 40 mg,
enguanto no atual estudo foi possivel obter resultados bem expressivos na dose de 15,6
pg/mL.

No trabalho de Ramos e colaboradores (2018), os autores descreveram resultados
bactericidas para S. aureus utilizando extrato etandlico de folhas de A. occiedentale L. com
concentracdo de 260 pg/mL, enquanto em nossos resultados utilizando o TCC mostrou-se
mais eficiente, necessitando de apenas 15,6 pg/mL.

Dias-Souza e colaboradores (2017) em seu trabalho obtiveram resultados de CIM de
15,6 pg/mL e CBM de 125 pg/mL de extrato em S. aureus, diferindo de nossos resultados.
Foi possivel observar em S. aureus ATCC 700998 que a CIM e CBM foram de 250 e 15,6
ng/mL, respectivamente. E sabido que muitos organismos apresentam comportamentos que
Ihes permitem sobreviver quando as condi¢des se encontram desfavoraveis. Uma forma é
reduzindo sua taxa metabdlica, o que os faz entrar em fase de dorméncia, até que se
estabelecam as condigdes favoraveis para a retomada de crescimento.

E provavel que essa bactéria tenha se mantido viva por um curto periodo, mantendo

sua reproducdo, mas nédo tenha conseguido sobreviver por longo periodo em contato com o
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extrato. Outra hipoGtese pode estar relacionada com uma possivel perturbagdo do quorum-
sensing, impedindo a comunicacédo entre as células. Segundo Papenfort e Bassler (2016), o
quorum-sensing é um processo responsavel pela comunicacao célula-célula, permitindo que
as bactérias modifiqguem coletivamente 0 comportamento em resposta a mudancas na
densidade celular. Vattem et al. (2007) relatam que esse sistema é usado para modular a
expressdo de genes relacionados a sobrevivéncia, viruléncia e patogenicidade.

Uma possivel hipotese é que este mecanismo tenha sido bloqueado pelo extrato,
tornando imperceptivel o ambiente desfavoravel. Com isto, as células bacterianas
continuaram crescendo e saturando o meio, resultando em estresse metabdlico e,
consequentemente, morte celular. Desta forma, o resultado de CIM pode ser explicado como
a densidade oOptica das células mortas capturadas pelo espectrofotdmetro, uma vez que a
CBM destas concentragcfes ndo foi observada pelo crescimento sobre a superficie do agar.

E importante ressaltar ainda que a bactéria apresenta resisténcia a meticilina e,
embora seja prematuro afirmar qualquer relagdo com o observado nesse trabalho visto a
atuacdo especifica, estes resultados sdo interessantes pois sugerem uma alternativa ao uso
de drogas sintéticas.

Segundo Anand e colaboradores (2015), os efeitos antimicrobianos podem ser
atribuidos aos polifendis presentes no extrato. De acordo com Cioch et al. (2017), esses
compostos apresentam propriedades lipofilicas, destruindo a parede celular e a membrana
citoplasmatica dos micro-organismos, inibindo também a sintese de biomoléculas
importantes para sua sobrevivéncia. A forte atividade antibacteriana in vitro observada em
organismos gram-positivos sugere amplas aplicagdes farmacéuticas.

Nos resultados para biofilmes, todos os organismos apresentaram reducdo em sua
producdo em baixas concentracdes do extrato (Gréafico 1). Biofilmes conferem mecanismos
de sobrevivéncia vantajosos aos membros da comunidade microbiana, ajudando na
adaptabilidade em diversos meios através da inducéo de uma série de mudancas metabdlicas,
como a producéo de exopolissacarideos (BRANDWEIN; STEINBERG; MESHNER, 2016).

A maioria dos organismos testados exibiu maior producéo de biofilme nas doses mais
altas. Acredita-se que nessas concentracfes o extrato tenha induzido estresse quimico e
biologico nas células, induzindo-as a produzir biofilmes mais densos como efeito de
protecdo. Além disso, outras variaveis fisicas e quimicas, como interagdes entre 0s proprios
constituintes, devem ser consideradas, por se tratar de um extrato. I1sso explicaria a inibi¢éo
na producado de biofilme quando se reduz a dose, como o observado neste trabalho.

Resultados semelhantes foram observados nos trabalhos de Celebioglu e
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colaboradores (2018) e Wang e colaboradores (2017). Neles, os autores observaram que, na
presenca de tanino, as células exibiram producéo de exopolissacarideos aumentada.

A maioria das pesquisas antimicrobianas é realizada com células planctdnicas, no
entanto, a maioria dos micro-organismos em habitats naturais vive em formas de biofilme.
Entender como uma droga age sobre esses organismos nessas condi¢des é importante por
conta das barreiras que essas estruturas podem oferecer contra a acao antimicrobiana (DIAS-
SOUZA et al., 2013).

Além das estruturas exopolissacaridicas, ocorre também a presenca de proteinas e
acidos nucleicos. Entre esses componentes proteicos, incluem-se adesinas da superficie
celular, subunidades proteicas de flagelos, pili, dentre outras moléculas de natureza proteica
(FONG; YILDIZ, 2015). Assim, considerando a presenca dos compostos fendlicos e sua
capacidade de interacdo com proteinas, como 0s taninos, é possivel que esses compostos
tenham se ligado a essas estruturas proteicas, impedindo sua aderéncia inicial.

Polifenois, particularmente flavonoides e seus derivados como 0s encontrados em
nossos estudos, sdo relatados como agentes antibiofilme. Esse efeito pode estar relacionado
a capacidade dos fendis de se ligarem firmemente a proteinas, formando complexos com
proteinas e componentes da parede celular (ELIAS, 2011). Huber et al. (2003) atribuem que
essas influéncias tém relacdo com a capacidade que os compostos apresentam em interferir
na comunicacdo microbiana realizada pelo quérum-sensing.

A capacidade inibitéria de biofilmes também foi observada nos trabalhos de Dias-
Souza e colaboradores (2017), eles observaram que uma concentracdo de 500 pg/mL, foi
capaz de inibir a producéo de biofilme. Nesse estudo, o0 menor valor capaz de reduzir ao
maximo essa producao foi de 31,2 ug/mL, aproximadamente 16 vezes mais eficiente.

Na literatura existem muitos trabalhos evidenciando os potenciais bioldgicos de A.
occidentale L. Em uma revisdo bibliografica realizada por Baptista e colaboradores (2018),
0s autores destacam que a maioria dos trabalhos visa explorar suas propriedades
antimicrobianas por meio de testes relativamente simples como concentracdo inibitoria e
bactericida minima, além de disco difusdo. Esses trabalhos exploram diversas partes do
vegetal, como folhas, fruto, caule, castanha e raizes. Esses achados abrem horizontes
promissores na questdo de combate ou controle de micro-organismos patogénicos, criando
expectativas para novas drogas mais efetivas.

Durante décadas, os anti-helminticos de origem quimica mostraram eficiéncia em
muitas espécies de parasitos, no entanto, seu uso indiscriminado tem selecionado linhagens

resistentes (RIET-CORREA et al., 2013). De forma a amenizar os problemas com 0s
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nematoides, € necessario desenvolver e disponibilizar novas estratégias de gestao
alternativas de baixo custo, rentavéis, mais eficientes e menos agressivas ao meio ambiente.

Em todo mundo, novas pesquisas com plantas apresentando potencial medicinal
contra parasitas vém sendo exploradas a cada dia, tornando-se cada vez mais evidente um
provavel uso de suas substancias no controle e combate a nematoides (BAURI et al., 2015).
Além disso, em relacdo aos antiparasitarios convencionais, produtos naturais possuem
baixo custo, menores efeitos colaterais e reduzem a possibilidade de aparecimento de
resisténcia (FENALTI et al., 2016).

Muitos testes com C. elegans tem sido realizado para se estabelecer modelos de a¢ao
de novos anti-helminticos com resultados replicados em animais infectados por nematoides
gastrintestinais resistentes a medicamentos (KATIKI et al., 2013).

Nossos estudos comprovam a eficiéncia anti-helmintica do extrato etandlico do TCC,
tanto na linhagem sensivel como na resistente a Ivermectina, onde, por meio do teste de
mortalidade percebe-se o potencial nematicida de A. occidentale L., que apresentou DLso de
128,6 £ 13,6 pg/mL para IVR1s e 97,32 £ 10,9 pg/mL para N2.

A aderéncia do extrato etanolico as larvas dos parasitos impede a motilidade e a
alimentacdo, resultando em estresse energético e consequente morte do parasito. Acredita-
se que essa acdo de aderéncia ocorra principalmente pela presenca de taninos no extrato
(GOMES et al., 2010). Segundo Nery e colaboradores (2010), uma hipotese para esse efeito
diz respeito a interacdo do tanino com as proteinas da cuticula, cavidade oral, eséfago, cloaca
e vulva do nematoide, alterando suas propriedades fisicas e quimicas.

De acordo com Montenegro (2012), outro mecanismo de toxicidade se deve ao fato
de que taninos possuem a capacidade de se complexar com ions metalicos. Como muitas
reacGes enzimaticas necessitam desses ions como cofatores para sua acdo, pode ocorrer a
inibicdo de vias metabolicas ou reagdes vitais ao organismo.

Bauri e colaboradores (2015), assim como nos trabalhos de Raza et al. (2016),
relatam que uma possivel via para o efeito anti-helmintico dos taninos é sua ligacdo as
glicoproteinas da cuticula do parasito, além de sua interferéncia na geracdo de energia ao
desacoplar a fosforilagao oxidativa, causando sua morte.

Nos estudos de Ademola e Eloff (2011), os autores avaliaram o efeito anti-helmintico
do extrato de folhas de A. occidentale L., obtendo valores de DLsg de 0,142 mg/mL no
nematoide gastrintestinal Haemonchus contortus. Esses dados, ao serem comparados com
os resultados apresentados em nosso estudo, tornam evidente a eficiéncia mais elevada do
extrato do TCC.
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A toxicidade é um dos parametros essenciais para a avaliacdo de resposta bioldgica e
do potencial lesivo de causar morte em células e tecidos. Este teste é considerado um dos
iniciais para avaliar a viabilidade de uma substancia com potencial aplicacdo farmacéutica
(CORREA et al., 2017).

O teste de toxicidade utilizando Artemia salina tem sido amplamente utilizado para
mensurar o efeito toxico de uma grande variedade de produtos vegetais. Ele tem funcionado
como uma técnica alternativa por questdes éticas e de bem-estar animal, além de facil
execucdo e baixo custo (OMEKE; ANAGA; OKOYE, 2018).

No teste feito nessa pesquisa, 0 extrato do TCC apresentou uma DLsg de 46,96 pg/ml
apos 48h de contato (Grafico 3). Apresentando relacdo direta com a taxa de mortalidade de
A. salina a medida que a concentra¢do aumenta.

Segundo Silva (2011), existe uma correlacdo entre a DLso € 0 grau de toxicidade de

extratos vegetais sobre as larvas de A. Salina. Os extratos que obtém DLso acima de 1.000
pg/mL n&o séo considerados toxicos. Nesse estudo, a DLsg alcangou valores bem abaixo de
1.000 pg/mL, prova-se, entdo, o poder de toxicidade aguda do extrato contra A. salina.

Harlita, Sagi e Astuti (2016) avaliaram o efeito de toxicidade aguda do extrato da
casca de A. occidentale L. em ratos albinos e seus resultados para DLso foram de 2.018 mg/
mL’1, ndo apresentaram alteragdes anatdbmicas nem nos 6rgdos nem no peso dos animais.
Apenas algumas mudancas comportamentais foram observadas, como passividade e
secrecdo de fluidos. Diante disso, esse extrato foi caracterizado como moderadamente
toxico.

Apesar desse extrato ter apresentado toxicidade, é provavel que seu uso como
produto de acdo antimicrobiana e anti-helmintica seja viavel, por se tratar de um extrato
bruto, muitos compostos quimicos estdo presentes no meio. As possibilidades de isolar os
constituintes de forma a deixar seu uso mais seguro para aplica¢fes farmacéuticas poderao

fazer bom uso do efeito apresentado.
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10 CONCLUSAO

O extrato etandlico do TCC demonstrou alta eficiéncia, revelando-se um insumo
biotecnoldgico promissor no combate a micro-organismos gram-positivos e na reducao de
biofilmes microbianos. Ademais, apresentou potencial no tratamento de parasitoses
gastrintestinais, como nematoides, conforme evidenciado neste estudo. Dessa forma, o
extrato do TCC pode ser sugerido como uma alternativa complementar na formulacéo de
racfes para ruminantes, contribuindo como medida profilatica contra infeccbes por
nematoides.

Embora ndo tenha apresentado resultados tdo satisfatérios para bactérias gram-
negativas como visto, é provavel que seu uso em doses mais elevadas ou em sinergismo com
outras drogas ja disponiveis possa potencializar o efeito antibacteriano. Fora isso, as
possibilidades de isolamento de seus constituintes podem ainda torné-los mais eficientes ou
reduzir sua toxicidade, o que podera viabilizar seu uso em medicamentos contra 0s

problemas apresentados nesse estudo.
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