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RESUMO

O cultivo de Anacardium occidentale Lin, mais conhecido popularmente como
cajueiro, é uma das atividades agropecuarias mais importantes do Nordeste brasileiro. E
utilizada na medicina tradicional para fins terapéuticos, incluindo atividade antimicrobiana. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano da infuséo de folhas de
cajueiro em diferentes horarios de coleta frente a bactéria Streptococcus mutans e analisar o
potencial toxico e citotoxico das infusdes nas concentracdes utilizadas. A Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) foi determinada nos horéarios de 7, 9, 11, 13, 15, 17 e 19h utilizando
a cepa de S. mutans UA159. Também foi determinada a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) e foram realizados testes de toxicidade das infusbes em Artemia salina Leach e
citotoxicidade na presencga da enzima LDH em neutrofilo humano. Os resultados dos ensaios
antimicrobianos mostraram que as infusdes de folhas de cajueiro podem estimular, inibir ou
n&o ter efeito sobre o crescimento bacteriano, conforme a hora de coleta e a concentracdo. Os
valores das CIMs foram de 250 pg.mL™ (7h), 125 pg.mL™* (9-15h) e 62,5 ug.mL™(17 e 19h).
Ocorreu estimulo no crescimento bacteriano nas concentraces de 15,62 ug.mL™ (9-19h),
31,25 pg mL™.(15h) e 62,50 pug.mL™ (15h). A infusdo coletada & 7h ndo apresentou
nenhuma concentracdo de estimulo. Nos testes de Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
as infusdes foram consideradas como bacteriostatica. Os testes de toxicidade em Artemia
salina resultaram em valores para a concentracdo letal média (CLso) de 266,15; 285,48 e
345,15 nos horéarios de coleta de 11, 17 e 19h, respectivamente. Assim, para esses horarios de
coleta as infusdes foram consideradas atoxicas nos seus valores de CIMs (125 e 62,5ug.mL™).
Os testes de citotoxicidade mostraram que as infusGes ndo sdo tdxicas nas concentracdes de 1,
10, 100 e 200pg.mL™

Palavras-chave: Anacardium occidentale Lin, folhas, infusdo, Streptococcus mutans e
toxicidade



ABSTRACT

The cultivation of Anacardium occidentale Lin, more known as cashew tree, is
one of the most important agriculture and stock-breeding activities in the northeast of Brazil.
It is used in traditional medicine with therapeutic purposes, including antigerm activitiy. The
objective of this work is to check the antigerm potential by infusing the leaves of the cashew
tree in different hours of collection before the bacterium Streptococcus mutans. Its objective
also includes the analysis of the toxical and cytotoxical potential of these infusions in used
concentrations. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined in the time-
tables 7,9,11,13,15,17 and 19H using the cepa of S.mutans UA159. It was also determined
the Minimum Bactericidal Concentration (MBC), when tests of toxicity of infusions were
done in Artemia salina Leach and cytotoxicity in the presence of LDH enzyme in human
neutrophil. The results of the antigerm samples showed that the infusions of the leaves of the
cashew tree may stimulate, inhibit or not present effects on the bacterium growth, according
to the time of collection and concentration. The values of the MIC (Minimum Inhibitory Con-
centration) were 250 pg.mL™ (7h), 125 pg. mL™? (9-15h) e 62,5 pg. mL™*(17 e 19h). Some
stimulus occured in the bacterium growth in the following concentrations: 15,62 pg. mL™ (9-
19h), 31,25 pg mL™.(15h) e 62,50 pg. mL™ (15h). The collected infusion at 7 A.M. did not
present any stimulus concentration. In the tests of Minimum Bactericidal Concentration
(MBC), the infusions were considered bacteriostatic. The tests of toxicity in Artemia salina
resulted in values for the average lethal concentration (CLso) of 266,15; 285,48 and 345,15 in
the collection times of 11, 17 and 19h, respectively. Therefore, for the hours of colletion the
infusions were considered nontoxical in their values of Minimum Inhibitory Concentration
(125 e 62,5pg.mL™). The tests of cytotoxicity showed that the infusions were not toxical in
the concentrations of 1, 10, 100 e 200pg. mL™

Keywords: Anacardium occidentale, leaves, infusion, Streptococcus mutans and toxicity.
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1.REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Produtos Naturais

Ao longo dos anos 0 homem busca na natureza a cura para os diversos tipos de
doencas, principalmente nas plantas. As plantas por sintetizar seus principios ativos naturais
sdo consideradas verdadeiros laboratorios bioquimicos complexos. Além disso, a medicina
tradicional denominada de fitoterapia tem sido recomendada pela OMS (Organizagédo
Mundial de Sadde) como forma de atendimento primario a saide (COWAN,1999 apud
MOURA, 2006,p.17).

Com o avanco da quimica farmacéutica no inicio do século XIX, as plantas
passaram a representar a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de novos
farmacos. Atualmente, apesar do grande desenvolvimento de processos biotecnolégicos e de
sintese organica, 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados sdo originados
de plantas (CUNICO et al.,2004 apud MOURA, 2006,p.18).

As plantas medicinais sdo de importante auxilio terapéutico para diversos tipos de
enfermidade. Estima-se que aproximadamente 20.000 espécies de diversas familias sdo
utilizadas para esse fim. Cerca de 80% da populacdo mundial se mantém dependente (total ou
parcialmente) de medicamentos a base de produtos naturais. No século XIX foi pela primeira
vez documentado experiéncias cientificas sobre as propriedades antimicrobianas dos
componentes de plantas. Devido a grande quantidade de efeitos colaterais dos medicamentos
disponiveis hoje no mercado farmacéutico tem sido impulsionado a descoberta de novos
agentes farmacoterapéuticos em plantas medicinais (KUETE et al., 2008).

Pesquisas relacionadas com o aprimoramento de fitoterapicos ja existentes e
obtenc¢do de novos farmacos a partir de plantas vém reassumindo um papel muito importante
nos ultimos anos, no entanto 30% dos medicamentos produzidos pelos paises desenvolvidos
sdo provenientes de produtos naturais. No Annual Reports of Medicinal Chemistry no periodo
de 1941 a 2002, dos 90 farmacos analisados, 61 eram derivados semi-sintéticos de plantas e
nove eram oriundos de plantas medicinais (SILVEIRA et al., 2009).

Nos paises em desenvolvimento, 65-80% da populacdo depende do uso de
fitoterapicos aos cuidados basicos de salde, até 80% da populacdo da Africa, 71% no Chile, e
40% na Colémbia entre outros (AGRA et al., 2008).

No ano de 1995 passou a existir normatizagdo oficial sobre os medicamentos
fitoterapicos no Brasil. A Portaria n.° 6 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da

Saude, de 31/jan./95, foi revogada de acordo com o artigo 4.° da Resolucdo da Diretoria
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Colegiada n.° 17, de 24/fev./00 — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Ministério da
Saude. O artigo 1.° da referida resolucdo aprovou o regulamento técnico, visando a normatizar
o registro de medicamentos fitoterapicos no Sistema de Vigilancia Sanitaria (JUNIOR et al.,
2005).

Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas constituem uma importante
fonte de substancias bioativas. O interesse cientifico destes metabdlitos foi impulsionado com
a busca de novos agentes terapéuticos de origem vegetal, devido ao crescente
desenvolvimento do padrdo de resisténcia dos microorganismos aos mais usados
antimicrobianos atualmente (MBOSSO et al., 2010).

A resisténcia aos antibidticos € uma das principais questdes da OMS para o
milénio de acordo com o World Health Report (Relatério Mundial de Saude) de doencas
infecciosas de 2000, dai na ultima década ter-se presenciado um aumento na investigacao de
plantas como fonte de controle de enfermidades. Devido a disponiblidade limitada e os altos
precos dos produtos farmacéuticos, aproximadamente dois tergos da populagcdo mundial sdo
dependentes de remédios tradicionais (MBOSSO et al., 2010).

Portanto uma abordagem para a descoberta de agentes antimicrobianos
provenientes de fitoterapicos baseado na avaliacdo de plantas medicinais tem sido utilizadas
por conter compostos biologicamente ativos. Além disso, agentes antimicrobianos que
adquiriram resisténcia aos microorganismos podem causar infeccBes graves, especialmente
em pacientes imunossuprimidos que sdo tolerantes ao uso de agentes antimicrobianos
(OZCELIK et al., 2005).

Antimicrobianos originados de plantas medicinais com um enorme potencial
terapéutico tem-se tornado eficazes no tratamento de doencas infecciosas, a0 mesmo tempo
aliviando muitos dos efeitos colaterais que sdo freqlientemente associados ao uso de
antimicrobianos de origem sintética (KOKOSKA et al, 2002).

As plantas utilizadas na medicina popular como fitoterapicos tém contribuido para
a producéo de varios medicamentos que atualmente sdo utilizados na clinica. Como exemplo,
podemos citar a morfina, a emetina, a vincristina, a colchichina, a rutina, entre outros. Cabe
mencionar que, em 1980, dados da literatura demonstraram que os consumidores dos Estados
Unidos pagaram mais de 8 bilhdes de ddlares em prescricdes com produtos fitoterapicos.
(FILHO et al., 1998).

Tém sido relatado na literatura que as especiarias e as ervas possuem propriedades

antibacterianas contra bactérias de origem alimentar e fungos, porém existem poucos dados
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ou observagdes sobre a atividade antimicrobiana de chas de ervas contra patdgenos orais. As
ervas e os extratos vegetais contém fitoquimicos com diferentes propriedades bioldgicas
favorecendo a saude humana e ajudando a reduzir o risco de doenca crénica (TSAI et al.,
2008).0utro aspecto relevante que deve ser levado em consideracdo € que grande parte das
plantas sdo desconhecidas sob o ponto de vista cientifico comparado a quantidade de plantas
existentes no planeta, onde entre 250 - 50mil espécies, somente cerca de 5% tém sido
estudada fitoquimicamente e uma menor porcentagem tem sido avaliada sob os aspectos
bioldgicos (FILHO et al.,1998).

Tem sido observado um considerdvel aumento no uso de fitoterapicos, no entanto
0s produtos naturais estdo envolvidos no desenvolvimento de 44% de novos farmacos
(HOSTETTMAN, et al.,2003 apud POLITI, 2009,p.2).

1.2 Infusédo Medicinal

Infusdo é definida como uma técnica de extracdo de plantas, muito usada para a
obtencdo de chas de plantas medicinais utilizando como solvente a agua que, ap0s seu
aquecimento a temperatura de ebulicdo, é vertida sobre o material vegetal moido e, entdo,
deixado a esfriar até a temperatura ambiente antes do uso (PACHU, 2007).

Uma variacdo dessa técnica é conhecida como abafado, em que ap6s a adicdo de
agua fervente, a mistura extratante é abafada com uma tampa, evitando assim a perda de
material volatil com o vapor do solvente, seguindo resfriamento, em repouso (PACHU, 2007)

O cha de origem chinesa tem sido cultivado e consumido pelas suas caracteristicas
de aroma e sabor e propriedades medicinais em mais de 160 paises, especialmente asiaticos.
As propriedades funcionais do cha sdo devido a presenca de polifendlicos em seu contetdo
(NISHIYAMA, et al., 2010), substancias que tém sido alvo de grande atencdo nos Gltimos
anos, especialmente, por apresentarem atividade antioxidante tendo o cha se tornado uma
bebida largamente consumida no mundo. (LIMA et al., 2004).

O conceito de cha e infusdo segundo a ANVISA e definido da seguinte forma:

Chés: sdo produtos constituidos de partes de vegetais, inteiras, fragmentadas ou
moidas, obtidos por processos tecnoldgicos adequados a cada espécie, utilizados
exclusivamente na preparacdo de bebidas alimenticias por infusdo ou decocgdo em
agua potavel, ndo podendo ter finalidades farmacoterapéuticas. Disponivel em:
www.anvisa.gov.br/legis/portarias/519_98htm. Portaria 519 de 26 de junho de 1998.

Infusdo: método de preparacdo no qual a dgua potével, em temperatura acima de
90°C, é vertida sobre o cha que deve permanecer em repouso por tempo
determinado, conforme a(s) espécie(s) vegetal(ais).Disponivel em:

www.anvisa.gov.br/legis/portarias/519_98htm. Portaria 519 de 26 de junho de 1998.
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O consumo de ch& no Brasil esta relacionado a cura de enfermidades, tendo suas
principais origens em culturas indigenas, negras e européias.O consumo da bebida no pais
cresceu e se modernizou no final do século XX, surgindo inclusive uma legislacéo especifica,
porém ainda convivendo com o comércio de espécies medicinais por feirantes e o plantio em
quintais para o consumo familiar (MORAES-de-SOUSA, 2007).

A OMS (Organizagdo Mundial de Salde) e o ministério da saude tém incentivado
0 consumo de plantas medicinais, evidenciando a importancia dessa fonte como alternativa
aos medicamentos alopaticos. Percebe-se que, pouco a pouco, a populagdo brasileira vem
ampliando seu acesso aos medicamentos fitoterapicos através do SUS (Sistema Unico de
Sadde), (ANVISA apud PEREIRA, 2010, p.2).

No Brasil o uso de fitoterapicos tem proporcionado uma grande variedade
medicinal-aromatica que se justifica pela diversidade do solo brasileiro incentivando a
valorizacdo da cultura popular, além de movimentar em milhdes a economia brasileira.
Contudo, ha auséncia de dados técnicos (especificagdes de matéria prima nativa e exportada)
que asseguram a qualidade de muitos produtos dificilmente rastreados (ANVISA apud
PEREIRA, 2010, p.2).

O ché& é comumente usado nos seus paises de origem como uma bebida benéfica a
salde em diversos aspectos. O aumento do interesse pela bebida deve-se a estudos que a
mostram ser rica em uma substancia chamada flavondide e no beneficio por ela
proporcionado quanto ao seu consumo. Pesquisadores tém se dedicado aos estudos da eficacia
do cha sobre o organismo, bem como investigar as substancias que promovem esses efeitos.
E, no entanto, necessario alguns cuidados com relagio a estas conclusdes, porque nio existem
praticamente resultados cientificos conclusivos (INMETRO).

No Brasil, durante algum tempo o cha era consumido por pessoas com
enfermidades, recomendado para gripe ou indisposi¢do. O conceito de chd mudou e nos
ultimos anos, a busca dos brasileiros por habitos mais saudaveis consagrou o cha como
alternativa ao café. No inverno atinge seu ponto maximo de consumo,onde as vendas chegam
a dobrar. O consumo dessa bebida no pais, ingerida quente ou gelada, cresceu 45% entre 2005
e 2007, mas ainda representa menos de 5% do total de bebidas. (INMETRO).



18

1.3 O cajueiro Anacardium occidentale LIN.

O cajueiro devido a crescente comercializacdo dos seus principais produtos: a
améndoa e o liquido contido no mesocarpo da castanha, o LCC ocupa um lugar importante
entre as plantas frutiferas. A planta estd presente na América Central, Africa e Asia,
destacando-se a india, Vietnd e Brasil como maiores produtores de castanha (70% da
produgdo mundial). No nordeste brasileiro o cultivo do cajueiro é uma das principais
atividades agropecuarias, sendo que quase a totalidade da producdo de castanha concentra-se
nos estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte. A maior parte da producédo de castanha e
do LCC destina-se a exportacdo e sua utilizacdo é de grande importancia na fabricacdo de
resinas fendlicas e pos de friccdo para a inddstria automotiva, além de apresentar propriedades
medicinais antissépticas, vermifugas e vesicantes. A castanha, € comumente utilizada na
alimentacdo humana (SANTQOS, 2007).

Figura 1. Arvore de cajueiro Anacardium occidentale L. do curso de Educagio Fisica da Universidade Estadual
Vale do Acaral - UVA

O cajueiro (Anacardium occidentale LIN.), pertence ao género Anacardium da
familia Anacardiaceae. Ha cerca de 600 espécies descritas, com dois centros vegetativos: um
na Malésia e outro na América Andina. Estendem-se da zona quente até ambas as zonas
temperadas. No Brasil conhecem-se aproximadamente 40 espécies (SHULTZ, 1963).

Na literatura tem sido descrita uma série de atividades biologicas para os acidos
anacardicos dentre elas estdo: atividade antitumoral, habilidade em inibir as enzimas
tirosinase, prostaglandina sintase e lipooxigenase, também sdo conhecidos por suas atividades
antiacne, antibacteriana, moluscocida e antifiungica. Foram realizados testes com 16

compostos fendlicos isolados de A.occidentale, dentre estes, 4 acidos anacardicos exibiram
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consideravel atividade inibitdria contra as bactérias Gram-positivas Streptococcus mutans,
Brevibacterium ammoniagenes, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Propionibacterium
acnes levando em consideracdo o comprimento das cadeias alquilicas destes acidos que influi
na atividade, sendo comparado a atividade destas substancias com a do acido salicilico, que
também apresentou atividade contra a maioria dos microorganismos mencionados acima.
Embora os &cidos anacardicos apresentarem um espectro de atividade limitado contra
bactérias, as atividades foram consideravelmente maiores que as apresentadas pelo acido
salicilico. O exemplo que reflete a importancia da cadeia lateral dos acidos anacardicos para
atividade foi dada pelo acido 6-[8-(Z), 11(Z), 14-pentadecatrienil] salicilico. Quando avaliado
contra S.mutans e S. aureus, mostrou-se 2048 e 64 vezes mais efetivo que o acido salicilico,
respectivamente. Isto sugere que a cadeia alquilica exerce papel importante no aumento da
atividade (CORREA et al, 2006).

Para muitos paises, incluindo india e alguns paises africanos a producéo de caju é
de importancia social e econdmica elevada devido a forga necessaria no campo e para o
processamento. Portanto, a identificacdo de componentes quimicos benéficos a salde
poderiam favorecer a sua utilizacdo apresentando um impacto significativo (BRITO et al.,
2007).

O cajueiro ¢ uma fonte de compostos fendlicos, incluindo lipidios fendlicos
encontrados nas frutas, nas folhas foram identificados dois grupos quimicos principais
(flavonoides e taninos). Na medicina popular na Africa Ocidental, bem como na América do
Sul usa-se infusdo ou decoccdo das folhas para tratar doencas gastrointestinais (gastrite aguda,
diarréia),ulceras na boca, problemas de garganta e hipertensdo (KONAN et al., 2007).

E muito comum o uso de decoccdo ou infusdo e extratos alcodlicos ou
hidroalcoolicos de plantas medicinais pela populacdo brasileira. Os efeitos cardiovasculares
estudados sobre a pressdo arterial de coelhos foi reduzido significativamente (89%) pelo
extrato aquoso de folhas de cajueiro. Contudo esse efeito ndo foi inibido pela antropina e
adrenalina, e ndo foi mediada por receptores colinergicos muscarinicos. Outro ensaio dos
extratos aquosos das folhas relataram a inibigdo in vitro de 25% do rotavirus humano e
84,5% de rotavirus simio (KONAN et al., 2007).

Ensaio de citotoxidade de extrato de folhas de cajueiro em ratos utilizando células
tumorais de leucemia linfoblastica humana e a proliferacdo de células foi inibida de forma
dependente da concentragdo com inibicdo méxima de 96% nas células tratadas com
250pg.mL™* de extrato etandlico de folhas de cajueiro (KONAN et al., 2010).
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1.4 Género Streptococcus

Streptococcus sé@o cocos gram-positivos habitualmente ovalados (0,5 a 1,5um)
que se apresentam dispostos isoladamente, em diplococos, cadeias e pequenas massas.
Anaerébico facultativo com metabolismo predominantemente fermentativo. E o género
predominante da cavidade bucal e algumas espécies elaboram céapsulas e diferentes
polissacaridios extracelulares (PEC) e intracelulares a partir, exclusivamente, da sacarose. A
maioria € denominada de “viridante”, pois suas hemolisinas causam lise parcial de hemacias

(LORENZO, 2004).

Por constituirem um conjunto de microrganismos que sdo uma parte importante
da flora normal da cavidade oral, os estreptococos do grupo viridans sdo conhecidos como
estreptococcus orais podendo ser isolados de areas como a faringe, pele, vagina ou intestino,
onde normalmente ndo sdo considerados patogénicos, podendo estar envolvidos na sepse e
pneumonia em individuos que sdo imunodeprimidos, na sepse e meningite de recém-nascidos
e, particularmente na endocardite subaguda, muitas vezes associada a bacteriemia apds
procedimentos odontolégicos. Esses microorganismos tém sido tradicionalmente
considerados uniformemente sensiveis a uma ampla gama de antibidticos sendo isolados de

infeccdes piogénico invasivas em hospedeiros imunocompetentes (CASTILLO et al., 2005).

Embora facam parte da microbiota oral residente, muitas das espécies de
Streptococcus sdo considerados agentes infecciosos para 0 homem e para os animais. E
considerado o principal agente etioldgico da carie dentéria, além de ser um importante agente
na ocorréncia de endocardite infecciosa (LOESHE, 1986 apud BEVILACQUA, 2006, p.6).

1.5 Streptococcus mutans

No inicio do século XX os estreptococos do grupo mutans foram primeiramente
isolados em criancas inglesas e descritos como estreptococos “mutantes”, visto que
apresentavam morfologia celular mais achatada que outros estreptococos (MATTOS —
GRANER,1999 apud BARBIERI, 2005,p.9).

Os estreptococos do grupo mutans tém sido considerado como importante agente
patogénico, habita na cavidade bucal estando predominantemente associados ao inicio e a
patogenia da carie dental (BARBIERI, 2005). Apresentam algumas vantagens ecoldgicas
qguando da presenca de sacarose no meio bucal que permitem a sua aderéncia e consequente

colonizacdo da superficie lisa do esmalte dental, favorecendo seu posterior acumulo
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(TEIXEIRA, 2005). Assim a superficie dos dentes, destinada a formar carie estdo
frequentemente associadas com a placa em que S.mutans constitui uma elevada porcentagem
do total da flora cultivavel (ALALUUSUA et al., 1995).

Apesar dos estreptococos do grupo mutans serem encontrados em praticamente
todos os individuos desde alta, baixa ou muito baixa prevaléncia de carie, deve-se levar em
consideracdo a concepcdo de sua natureza multifatorial como doenca, as quais estdo sujeitas
as proprias condicdes sécio-econdmicas, culturais e ambientais de uma populacdo, porém a
simples deteccdo destes microrganismos na saliva ou placa dental ndo justifica o
desenvolvimento de cérie.Dentre as condi¢Bes envolvidas na prevaléncia da carie destacam-se
a dieta com alto teor de sacarose e a qualidade dos habitos de higiene bucal como fatores
fundamentais para a ocorréncia da patologia da carie (CARLSSON et al.,1985; MATTOS-
GRANER et al., 2001; BRATTHAL et al., 1992 apud BARBIERI, 2005,p. 8).

Streptococcus mutans, além de ser conhecido por ser uma das principais bactérias
causadoras da cérie dental em humanos tem sido relatado como causador de 2 a 14% de
endocardite infecciosa por estreptococcus em ratos. Numerosos estudos de diversas
populacdes constataram que S.mutans tem sido isolado mais frequentemente do que
S.sobrinus da saliva e placa dental. (TAKADA e HIRASAWA, 2005). Estas bactérias
possuem habilidade em sintetizar glucanos insollveis em &gua a partir da sacarose, que
medeiam a sua adesdo em superficies de dentes contribuindo para a formacédo do biofilme
dental. A formacao do biofilme é fundamental para a progressao da carie dentaria e, assim, a
inibicdo deste fator € uma das estratégias usadas atualmente para prevenir esta doenca
(ANTONIO et al., 2010).

Relatos na literatura sobre microorganismos relacionados com a cérie mostraram
que alguns fitoterapicos podem interferir na sobrevida e fatores de viruléncia de S.mutans.
Assim as plantas medicinais representam uma fonte de biomoléculas que devem ser
investigadas como terapia adjuvante para controlar carie dental. Um notavel potencial
anticariogénico também foi observado para compostos naturais bioativos testado in vitro e in
vivo (ALMEIDA et al., 2008).

Desta forma, os pesquisadores tém se dedicado ao estudo de fitoterapicos e
produtos quimicos que oferecem em seus componentes um certo grau de protecdo contra o

crescimento de bactérias e formacéao de biofilme (ANTONIO et al., 2010).
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1.6 Patologia da Carie

A cérie dentdria é causada por um distirbio na via oral denominado de
homeostase, caracterizado por um aumento no crescimento de patégenos oportunistas como
por exemplo Streptococcus mutans. Tem sido verificado a ocorréncia da colonizacdo da
superficie do esmalte pela bactéria cariogénica como o inicio do apego a um filme de
condicionamento de derivados de saliva, pelicula adquirida do esmalte (PAE). A PAE é
formada em grande parte por adsor¢do de muitas proteinas salivares heterogéneas sobre a
superficie do esmalte ocasionando a aderéncia de S.mutans por mecanismos especificos e
inespecificos, seguido por formacao e multiplicacdo de exopolissacarideo pelas bactérias para
formar um biofilme. Os &cidos liberados pelas bactérias aderidas levam a descalcificacdo dos
minerais no esmalte do dente. Assim, a inibicdo do crescimento excessivo e formacdo de
biofilme de S.mutans € uma das estratégias para prevencdo da céarie dentaria (ISLAM et
al.,2008).

A carie é uma doenca infecciosa, doenca transmissivel no qual diversos fatores
patoldgicos foram identificadas e que estdo relacionados com a progressao da carie, como por
exemplo: a presenca de bactérias acidogénicas, como Streptococcus mutans e os lactobacilos,
disfunc&o salivar e carboidratos dietéticos (HERNANDEZ-SIERRA et al., 2008).

A patologia da cérie é caracterizada por ser uma infecgdo microbiana dos tecidos
calcificados dos dentes, um processo dinamico ocasionado pela perda do mineral que ocorre
sempre que ha uma alteracdo no equilibrio entre a superficie dentaria e o fluido da placa,
como resultado da metabolizacdo de carboidratos fermentaveis pelos microrganismos
(OLIVEIRA et al.,2007).

Placa dentéria é um termo utilizado para as diversas comunidades microbianas,
principalmente bactérias, encontradas na superficie do dente e embutido em uma matriz de
polimeros de origem bacteriana desenvolvendo naturalmente nos dentes fazendo parte do
sistema de defesa do hospedeiro, ajudando a prevenir a colonizacdo do esmalte por
microrganismos exdgenos e muitas vezes patogénicos (BABPOUR et al., 2009).

A cérie dentaria é causada pela interacdo de diversos fatores que envolvem
diretamente o hospedeiro: microrganismo, substrato e tempo, dentre 0s quais sdo de grande
importancia para o estabelecimento da doenca, sendo também caracterizada pela perda de
minerais dos dentes (hidroxiapatita), devido a acdo de acidos inorganicos produzidos durante
a fermentacdo bacteriana. Uma dieta rica em carboidratos fermentéveis, principalmente a

sacarose, leva a formagdo de um biofilme dental cariogénico, que consiste de um conjunto
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estruturado e ndo calcificado de microrganismos incorporando em uma matriz organica
formada por substancias a partir da saliva e da dieta (LIBERIO et al., 2009).

Cerca de 95% da populacdo mundial é afetada por cérie dentaria em épocas
diferentes de suas vidas o que torna a carie como uma das doencas mais generalizadas da
humanidade, sendo considerada um problema de saude publica tanto em paises pobres quanto
em paises desenvolvidos. No entanto, desde a descoberta do Streptococcus mutans como o
agente etiologico da cérie dentaria, a atencdo dada a esta bactéria tem sido proporcionado ao
uso de agentes antimicrobianos como um alvo na prevencéo da doenca. O consumo de alguns
antimicrobianos e a adicéo de fldor a varios suplementos dietéticos consequentemente leva a
uma diminuicdo na prevaléncia da cérie dentéria, de acordo com a literatura os antibioticos e
bactericidas quimicos, muitas vezes incomodam a flora bacteriana da cavidade oral e trato
digestivo e o desenvolvimento de cepas resistentes a maltiplas drogas, e em alguns casos o
uso de fltor ndo é muito eficaz. (ESPINOSA-CRISTOBAL et al., 2009).

A cérie dentéria é conhecida por ser uma das doengas orais mais comuns por
formar um biofilme dental na superficie do dente. Embora a flora oral humana seja bastante
complexa e diversa, duas espécies de estreptococos do grupo mutans, Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus tem estado envolvidos como os principais agentes etiolégicos da cérie
dentéria. Sua capacidade de producdo de glicosiltransferase (GTF) e agua para sintetizar
glucanos insollveis a partir da sacarose tem sido um dos fatores de viruléncia mais
importantes destas espécies, 0 que permite que as bactérias que aderem firmemente a
superficie do dente contribuirem para a formacdo da placa dental (FIGUEIREDO et al.,
2010).

A placa dental é formada principalmente em duas fases, a fixacdo inicial e
reversivel de vérias bactérias orais para a superficie do dente, seguido por atividade de
glicosiltransferase dependente de sacarose para sintetizar uma camada de glucano insoluvel
em que a adesao firme e irreversivel de S. mutans ocorre formagédo de microorganismos acido,
incluindo Lactobacillus spp., na placa de acido lactico eluindo por metabolizar a frutose como
fonte de carbono, o que finalmente resulta em carie dental (CHUNG et al., 2006).

A cérie dentaria tem se revelado como uma doenga predominante, influenciando
desfavoravelmente a salde geral do individuo podendo implicar na diminuicdo da fungéo
mastigatoria, alteracdo do desenvolvimento e da estética facial, além de provocar perturbagdes
fonéticas, causar dor e originar complicacGes infecciosas com repercussdes locais e gerais que

podem implicar ndo somente comprometimentos individuais, mas também em grande
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repercussdes socio-econémicas, pelo elevado custo do seu tratamento, pelas suas sequelas e
pela auséncia no trabalho ou na escola atingindo um grande nimero de pessoas,
independentemente da raca, sexo, idade ou condicdo social. (MELO, DOMINGUES,
TEIXEIRA,2006; PEREIRA,1990; WHO,1987 apud TAJRA, 2010,p.19).

Estudo epidemioldgico da distribuicdo da cérie também considera uma mudanca
na populagdo demogréfica. Por exemplo, em 2005 um relatério sobre cérie nos Estados
Unidos foi relatado que 31% dos adultos com mais de 60 anos tinham céarie radiculares
(tratados e restaurados), enquanto a presenca de carie radicular foi inferior a 9%, aos menores
de 40 anos. Embora o nimero de adultos com mais de 60 anos tinham aumentado desde 1988,
também fez o ndmero de adultos maiores de 60 anos que manteve 0s dentes. Progressos
significativos foram atingidos na prevencdo da carie na populacdo mais jovem, mas a
tendéncia da doenca a nivel internacional indica que a prevaléncia de carie na vida adulta
continua a ser significativo, com 91% dos adultos dentados com idade superior a 20 anos ter
experiéncia de carie (FONTANA et al., 2010).

Muitos ensaios foram feitos para eliminar S. mutans a partir da flora oral.
Antimicrobianos como a ampicilina, a clorexidina, eritromicina, penicilina, tetraciclina e
vancomicina tem sido muito eficaz na prevencdo da cérie dental. No entanto o uso excedente
desses produtos quimicos podem resultar em desarranjos da flora intestinal e oral e causar
efeitos colaterais indesejaveis, como suscetibilidade de microrganismos, vomitos, diarréia e
dentes de marcacdo (CHUNG et al., 2006).

1.7 Toxicidade

Toxicidade ¢é definida como sendo os resultados nocivos a saude provenientes do
sistema composto por substancias quimicas e substancias préprias do organismo, que se
evidenciam sobre organismos vivos. Logo, na toxicidade o objetivo de analise é o organismo,
onde é determinado o efeito causado por uma substancia quimica ou uma mistura, levando em
consideracdo 0 tempo de exposicdo e a concentracdo (GOLDSTEIN,1988 apud
RODRIGUES, 2005,p.41).

Existem trés tipos de sistema para realizar testes de toxicidade que sédo estético,
semiestatico e de fluxo continuo. Os de sistemas de teste estatico sdo os mais utilizados para
teste de toxicidade agudo, que consiste em ndo haver troca da solucdo-teste no periodo em
que os organismos ficam em contato com a solugdo sendo recomendado para testes com

substancias estaveis, quando o teste é feito tendo periodo curto de exposi¢do dos organismos a
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solucdo-teste, ou quando a espécie utilizada possui tamanho reduzido, impossibilitando o uso
do fluxo continuo, por provavel perda (mortalidade e/ou escape) dos organismos na renovagao
da solucdo (ZAGATO e BERTOLLETI, 2008 apud SILVA,R.S.,2010,p.29).

Toxicidade aguda é definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um
curto periodo apds a administracdo de uma dose Unica ou doses maltiplas dentro de 24hs, ten-
do como objetivo caracterizar a acdo dose/resposta que conduz ao célculo da DLsg (dose letal
média). Este parametro que representa a probabilidade estatistica de uma dose causar efeito
letal em 50% dos animais de uma populacéo, é Util para identificar a toxicidade relativa da
substancia. A CLso (concentracdo letal média) é utilizado para testes de letalidade no caso de
inalacdo ou para peixes no meio aquéatico (OGA, 2003).

Os testes de toxicidade aguda foram os primeiros a serem desenvolvidos por conta
da facilidade de execucdo, rapidez e por ser relativamente barato e, por esse motivo, constitu-
em a base de dados ecotoxicoldgicos. Nestes ensaios geralmente sdo avaliados a mortalidade
ou a efetividade que pode verificar imobilidade ou algum tipo de comportamento apresentado
pelos organismos (BIRGE; BLACK; WESTERMAN, 1985 apud SILVA,R.S.,2010,p.29).

Portanto os testes de toxicidade baseiam-se em encontrar uma estimativa da con-
centracdo-teste que cause efeito de 50% da mortalidade da populacdo exposta, durante um
determinado periodo de tempo. Tal concentragdo corresponde a CE (Concentragdo Efetiva) ou
CLso, obtidas a partir de dados quantais, como nimero de vivos e de mortos (BURATINI;
BERTOLETTI; ZAGATTO, 2004 apud SILVA,R.S.,2010,p.29).

A fase de nauplio Il das artémias sdo utilizadas nos testes de toxicidade por ser
nesta fase que os individuos se alimentam do meio, o que ndo ocorre com os nduplios na fase
I que possuem reserva de vitelo, sendo assim, mais resistentes aos testes e ndo mostrando da-
dos precisos (VEIGA E VITAL, 2002 apud SILVA,R.S.,2010,p.29).

1.7.1 Ensaio de toxicidade em Artemia salina Leach
Artemia salina é um microcrustaceo que vive em lagos de agua salgada e salinas
em todo o mundo pertencente a ordem Anostraca (auséncia de carapaga), podendo tolerar
salinidades que variam de 3,5 a 70% estando adaptada para sobrevivéncia em corpos de agua
que sofrem grandes varia¢Bes sazonais. Seus ovos podem ser encontrados com facilidade em
lojas de aquaristas devido ser amplamente utilizada como alimento vivo para peixes e outros
crustaceos. Os ovos de artémia quando ndo eclodidos sdo metabolicamente inativos, e podem

ser conservados por longos periodos se mantidos desidratados e de preferéncia em vacuo e a
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baixas temperaturas. Quando os ovos de Artemia salina s&o re-hidratos podem eclodir por
cerca de 24 horas, se em condi¢des ambientais adequadas,chegam a fase adulta com 20 a 30
dias de vida. Por apresentar um ciclo de vida relativamente curto o seu uso é favorecido em
testes de toxicidade aguda e cronica (MILANI e ZIOLLI, 2005).

A Artemia sp, € um braquidpoda, pertencente ao filo Arthropoda conhecida
também como camardo de salmoura. Devido a relativa resisténcia a fatores de estresse
ambiental como variacdes abruptas de salinidade, de temperatura e de oxigénio dissolvido
esta especie esta distribuida ao longo dos cinco continentes, sendo considerada cosmopolita e
adaptada a véarios ambientes. Ainda, devido a ampla distribuicdo geogréfica e resisténcia
ambiental desde a década de 50, Artemia sp é usada em inimeros estudos sobre ecotoxicidade
(TAS) e na avaliacdo de produtos como pesticidas, derivados petroquimicos e dispersantes,

metais pesados, derivados carcinogénicos e metabdlitos de microrganismos. (BEVILACQUA,

A.; SUFFREDINI, I. B.; BERNARDI, M. M. 2008).
_ TN

Figura 2: Nauplio de Artemia Sp. (Retirado de Google imagens. Palavra-chave fornecida:Nauplios de Artemia.
Jan. de 2011)

Ha trabalhos que tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina em
atividades como antiflngica, viruscida e antimicrobiana, parasiticida, tripanossomicida, entre
outras. No intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na
procura de substancias bioativas, muitos laboratorios de Produtos Naturais vém inserindo
dentro de suas rotinas o isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural em diversos ensaios
bioldgicos simples.(SIQUEIRA et al., 1998).

Artemia spp ganhou popularidade como um organismo de ensaio devido

a sua facilidade de cultura, tempo de geracdo curto, de distribuicdo cosmopolita e da
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disponibilidade comercial de seus ovos dormentes (cistos). Dado que os animais de teste de
eclosdo de cistos sdo da mesma idade, gendtipo e condicéo fisioldgica, o teste de variabilidade
é significativamente reduzida (KOUTSAFTIS e AOYAMA, 2007)

O teste de letalidade com Artemia salina L. possui uma boa correlagdo com testes
de toxicidade aguda oral in vivo. O procedimento determina valores de concentragao letal
média (CLso), em pg.mL™, de compostos e extratos, sendo que in(imeras substancias ativas
conhecidas apresentam toxicidade por este teste (SILVA et al., 2009). Uma relagdo entre o
grau de toxicidade e a dose letal média, CLsy estabelecida por Meyer et al. (1982)
apresentada em extratos de plantas sobre larvas de A. salina, considera-se que quando s&o
verificados valores acima 1000 pg.mL™, estes, sdo considerados atéxicos (NASCIMENTO et
al,2008).

O teste de toxicidade aguda com nauplios de Artemia sp é um dos principais

ensaios no mundo para medir a toxicidade de substancias quimicas (PIMENTEL et al., 2009)

1.8 Citotoxidade
Ensaios de citotoxicidade tem sido desenvolvidos em diferentes parametros

associados a morte e proliferacdo celular (WEYERMAN; LOCHMAN; ZIMMER, 2005) sédo
amplamente utilizados em estudos de toxicologia in vitro (FOTAKIS e TIMBRELL, 2006)
como um parametro para a morte celular e a integridade da membrana celular, que pode ser
medido pelo citoplasma a atividade da enzima liberada pelas células danificadas. A lactato
desidrogenase (LDH) é uma enzima estavel presente em todas as células, é rapidamente
liberado para o sobrenadante de cultura de células a um dano da membrana plasmatica
(WEYERMANN; LOCHMAN; ZIMMER, 2005).

A LDH é um tetrAmetro de quatro subunidades, podendo existir de cinco
diferentes formas, dependendo da origem de subunidades. Um aumento de qualquer forma de
LDH no sangue indica algum tipo de dano tecidual (CAMPBELL, 2000).

Ensaios com LDH é comumente empregado para deteccdo de citotoxicidade ou
viabilidade celular apos exposicdo de substancias toxicas, o ensaio de fulga da LDH é baseado
na medicdo da atividade de lactato desidrogenase no meio extracelular (FOTAKIS e
TIMBRELL, 2006).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Investigar o potencial antimicrobiano de infusdes de folhas de cajueiro
(Anacardium occidentalle LIN.) em diferentes horéarios de coleta frente a bactéria

Streptococcus mutans a partir da cepa UA159.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) através do método de diluicao
em caldo pelo método de microdiluicdo em placa a atividade de infusdes de folhas
de cajueiro (IFC) em diferentes horéarios de coleta frente a S. mutans;

e Determinar Concentragdo Bactericida Minima (CBM) das infusdes de folhas de
cajueiro (IFC);

e Avaliar o potencial toxico de folhas de cajueiro em Artemia salina Leach;

e Avaliar o potencial citotdxico das infusbes de folhas de cajueiro em teste in vitro
em células de neutrofilo humano utilizando a enzima lactato desidrogenase (LDH).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Preparo das Infusdes
Para o preparo das infusdes foram utilizadas 5g de folhas de cajueiro A.occidentalle

coletadas no prédio do curso de Educagéo Fisica da Universidade Estadual Vale do Acaral —
UVA e colocadas em um becker contendo 100mL de &gua com temperatura de
aproximadamente 100°C. A infusdo foi deixada em repouso por um periodo de 10 minutos e
em seguida foi filtrada com o auxilio de um funil e filtro de papel Whatman N°1 (adaptado de
ALMAJANO et al., 2007). As infusbes foram colocadas em tubos de falcon para posterior
liofilizac@o. As folhas de cajueiro foram coletadas em sete horarios diferentes: 7hs, 9hs, 11hs,
13hs, 15hs, 17hs e 19hs (NASCIMENTO et al., 2006).

Pesagem das folhas de cajueiro 100mL de agua sendo fervida em Folhas em repouso por 10 min.
uma chapa aquecedora.

Folhas sendo filtradas apés 10 Apos filtragdo a infusdo foi colocada em tubos de
minutos de repouso. falcon para posterior liofilizacdo

Figura 3: Esquema ilustrativo do preparo de infusdes de folhas de cajueiro.

3.2 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A cepa bacteriana utilizada S. mutans UA159 foi retirada do freezer -80°C e em
uma camara de fluxo laminar previamente limpa com alcool 70% e descontaminada por luz
ultravioleta durante um periodo ndo inferior a 15min foi retirada uma aliquota de 50uL de
bactéria e fez-se um inéculo em um tubo de vidro com tampa contendo 5 mL de meio de
cultura BHI (Brain Heart Inffusion),em seguida a bactéria foi incubada a 37° C em uma estufa

a 10% de CO; por um periodo de 24h. Passado esse tempo foi retirado a bactéria da estufa a
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10% de CO, e 0 mesmo procedimento foi realizado sendo a bactéria incubada por um periodo
de 18 h.

Apbs o periodo de 18 h de crescimento bacteriano foi distribuido 1 mL de bactéria
em tubos (eppendorf®) estéreis e submetida a um processo de centrifugacdo a 12000g durante
5 minutos em microcentrifuga previamente refrigerada e mantida a uma temperatura a 4°C.
Apos o processo de centrifugagdo, o sobrenadante era descartado e o pellet da bactéria era
ressuspenso em 1mL de agua Milli-Rios e submetidas ao mesmo processo de centrifugacéo
anteriormente descritas por mais duas vezes.

Apos a realizacdo dessas etapas foram feitas medidas de absorbancia da bactéria
por meio de leitura em espectrofotdmetro a 620nm. De inicio foram acrescidos 7mL de &gua
Milli-Rios e 1 mL de bactéria em um tubo de falcon estéril e retirado 1mL e acrescido em
uma cubeta para leitura no espectrofotdmetro. As leituras foram repetidas até ser obtido o
valor de absorbancia desejado ou aproximado de 0, 192 para S. mutans.

A etapa subsequente consistia na inoculagdo das amostras em meio de cultura.
Para isso utilizava-se uma placa estéril de microtitulacdo contendo 96 pocos com tampa e em
seguida, com o auxilio de pipetador multicanal (Eppendorf®) a placa foi preenchida com 100
ML de meio de cultura 2 vezes concentrado por pogo e em seguida era acrescentado 100 pL de
infusdo e inoculava-se 4 pL de bactéria, foram utilizados clorexidina a 0,12% como controle
positivo e agua Milli-Rios como controle negativo. Foram realizadas nove repeticdes de cada
concentracdo de infusdo liofilizada (7, 9, 11, 13, 15, 17, e 19h), clorexidina a 0,12% e agua
Milli-Rios por placa.

Ap0s o processo de inoculagdo, a microplaca era mantida em estufa bacterioldgica
com temperatura constante de 37°C a 10% de CO,. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
foi entdo determinada através de monitoramento espectrofotométrico realizando-se leituras
por um periodo de 24 horas. Foi utilizado o método de espectrofotometria, realizada em

equipamento leitor de placa Biotrak Il Reader da Amersham Biosciences (GE Healthcare).
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Figura 4: Esquema da disposicao das amostras em microplaca

3.2.1 Analise estatistica

O efeito das diferentes concentracdes de cada infusdo preparada com folhas
coletadas em diferentes horarios, juntamente com o controle positivo (clorexidina), foram
comparadas com o controle negativo (4gua). Todos os ensaios foram realizados em nove
repetices e os resultados das medidas de absorbancia foram expressos através de seu valor
médio * desvio padrdo. O teste ndo-paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para determinar
a existéncia ou ndo de diferengas estatisticas significativas entre dois grupos (infusédo e

clorexidina versus agua). O nivel de significancia utilizado foi de 0,01 (P <0,01).

3.3 Avaliacéo da Concentracéo Bactericida Minima (MBC)

Para verificacdo da concentracdo bactericida minima, foram retiradas aliquotas
das respectivas concentracbes em que ndo houve um crescimento visivel da cultura e
inoculado em tubos de ensaios contendo meio BHI caldo incubados com CO, (10%) a 37°C
por 24 h.
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3.4 Teste de Toxicidade em Artemia sp.
O teste de toxicidade com Artemia salina foi realizado no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular no BIOMOL/UFC (Laboratério de Moléculas

Biologicamente Ativas) sob coordenacao do Prof.Dr. Benildo Sousa Cavada.

3.4.1 Obtencdo dos nauplios

Os cistos de Artemia salina Leach foram adquiridos em lojas de aquaristas. Para
obtencdo dos nauplios pesou-se 30 mg de cistos que foram hidratados durante uma hora em
agua destilada sob aeracdo constante. Esse procedimento permite que os cistos desidratados,
que possuem forma bicdncava, passem a apresentar uma forma mais esférica e dessa forma
sofrer melhor a acdo do hipoclorito de sddio por ser um agente desencapsulante.

Apbs a hidratacdo os cistos passaram por um tratamento com hipoclorito de sédio
na concentracdo de 50 %, sob agitacdo constante, até passarem da cor marrom para a cor
alaranjada. O hipoclorito de sodio além de diminuir da camada do coérion, facilitando a
eclosdo, também promove a assepsia dos cistos.

Ao atingirem a cor alaranjada os cistos foram imediatamente lavados com agua
corrente, sem deixar residuos do agente desencapsulante para que a solugdo de hipoclorito de
sodio ndo atingisse o embrido, e em seguida lavados com agua destilada e posteriormente
foram transferidos para um recipiente com fundo cénico com agua do mar filtrada, recebendo
aeracdo constante, e apos 48 h, os nduplios estavam na fase Il, prontos para serem utilizados

nos testes de toxicidade.

3.4.2 Teste de toxicidade

As infusdes liofilizadas de folhas de cajueiro dos horarios de 11,17 e 19h, foram
solubilizados em 4gua destilada obtendo-se uma soluco estoque na concentragéo de 2ug.mL™
e a partir dessa solucdo estoque fez-se diluicdes obtendo as concentragdes para o teste (1000,
500, 250, 125 e 62,5ug.mL™) e o controle foi utilizado apenas 4gua do mar filtrada. Todas as
concentragfes e o controle foram feitos em triplicata. Em cada réplica foram adicionados 10
nauplios na fase Il. O ensaio foi montado em placas de acrilico estéreis com 24 pogos, sendo
verificada a mortalidades dos nauplios a cada 24 horas com auxilio de uma lupa. O tempo de
duracdo dos testes foram de 48 horas. Para a aceitabilidade do teste admitiu-se 10% de

mortalidade no controle. O esquema do teste de toxicidade esta representado na Figura 5.
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Figura 5. Representacéo do teste de toxicidade agudo com nauplios de Artemia sp.Imagem retirada de
Silva,R.S, 2010.

3.4.3 Teste de sensibilidade

O teste de sensibilidade foi realizado com o objetivo de verificar se 0s
organismos utilizados estavam dentro do padrdo de sensibilidade descrito por
(Veiga;Vital,2002).Nos testes foram utilizados SDS (Dodecil Sulfato Sddio) e as
concentracdes usadas no teste foram 9, 12, 16, 21, 27, e 35 mg.L™, sendo obtidas a partir da
diluicdo de uma solucéo estoque com concentracdo de 1,5g.L™". Para controle do teste, foi
utilizado apenas dgua do mar filtrada. O teste foi realizado em triplicata e cada réplica recebeu
10 nauplios na fase Il. Em 24 horas foi determinada a CL50 contando os nauplios mortos com

auxilio de uma lupa.

3.4.4 Andlise estatistica
O calculo da CLsy foi realizado com o programa estatistico TSK (Trimmed

Spearman-Karber).O critério de significancia adotado foi de p<0,05.
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3.5 Teste de Citotoxicidade
O teste de citotoxicidade foi realizado no Laboratério de Farmacognosia
localizado no Departamento de Farméacia/lUFC sob orientacdo e coordenacdo da Profé.Dra.

Luzia Kalyne Leal.

3.5.1 Isolamento de polimorfonucleares

Polimorfonucleares (PMN), predominantemente neutrofilos (80-90 %) humano
foram isolados de acordo o método de Henson (1971) e modificado por Lucisano &
Mantovani (1984). Para tanto, foi empregado um sub-produto obtido durante a producéo de
buffy coat humano realizada pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara —
HEMOCE.

3.5.2 Teste de citotoxicidade: atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)

A LDH é uma enzima citosélica, assim sua deteccdo no fluido extracelular € um
indicativo de morte ou perda da integridade celular e, na avaliacdo da viabilidade celular
constitui num método mais sensivel do que a técnica de exclusdo com azul tripan. O principio
do ensaio constitui numa medida espectrofotométrica do consumo de NADH durante a acéo
catalitica da LDH que reduz o piruvato a lactato (BERGMEYER & BERNT, 1963;
METCALEF et al., 1986). A citotoxicidade da infusdo da folha de cajueiro (FC) foi avaliada
pela medida da LDH em neutréfilo humano, utilizando o kit LDH Liquiform (Labtest
Diagnostica). Para tanto, Neutrofilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados por 15 minutos
a 37°C na presenca do FC nas concentraces de 200, 100, 10 e 1 pg.mL™*, DMSO (veiculo —
1%, controle), Solucdo salina tamponada de Hanks (HBSS — células ndo-tratadas) ou Triton
x-100 (0,2% - padrdo citotdxico). A seguir, os tubos foram centrifugados a 755 x g, por 10

minutos a 4°C e ao sobrenadante foi determinada a atividade da LDH.

3.5.3 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism 5.0
(USA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) ou desvio
padrdo (DP), ou ainda como média e coeficiente de variacdo (%). As médias foram
comparadas utilizando o teste "t" de Student, comparagéo entre duas médias, ou a analise de
variancia (ANOVA), onde a significancia dos contrastes entre as médias serdo estudadas pelo

teste de Tukey. O critério de significancia adotado foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
Apbés a analise podemos observar que ha uma diferenca na atividade
antibacteriana de folhas de cajueiro Anacardium occidentale em diferentes horarios de coleta

frente a Streptococcus mutans.
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Figura 6: Atividade antimicrobiana de infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 7h frente a
bactéria S.mutans ap6s 24h de crescimento bacteriano, ( - ): indica a concentracdo que ocorreu inibi¢do em
relacdo a agua (controle negativo). A clorexidina 0,12% foi usada como controle positivo.

A infuséo de folha de cajueiro A.occidentale L. coletada as 7h da manha (Figura
6) apresentou inibigdo frente a S.mutans apenas nas concentracdes de 1000,500 e 250pg.mL™
comparado com a agua (controle negativo) e a clorexidina usada como controle positivo
apresentou-se como bactericida a 0,12% comparada com a infusdo de folhas de cajueiro, onde
(-) p<0,01.
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Figura 7: Atividade antimicrobiana de infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 9h frente a
bactéria S.mutans ap6s 24h de crescimento bacteriano, ( - ): indica a concentracdo que ocorreu inibi¢do em
relagdo a dgua (controle negativo) e (+): indica a concentracdo em que ocorreu estimulo em relagdo a dgua
(controle negativo). A clorexidina 0,12% foi usada como controle positivo.

As folhas de cajueiro coletadas as 9h da manhd (Figura 7) para preparo das
infusdes apresentou inibicdo até a concentracdo de 125ug.mL™ comparado com a &gua
(controle negativo), no entanto a concentracdo de 15,62 pg.mL™ apresentou estimulo de
crescimento bacteriano em relacdo a agua e a clorexidina 0,12% apresentou-se como

bactericida comparado com a infusdo de folhas de cajueiro, onde (-) p< 0,01.
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Figura 8: Atividade antimicrobiana de infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 11h frente a
bactéria S.mutans ap6s 24h de crescimento bacteriano, ( - ): indica a concentracdo que ocorreu inibi¢do em
relagdo a dgua (controle negativo) e (+): indica a concentragdo em que ocorreu estimulo em relagdo a agua
(controle negativo). A clorexidina 0,12% foi utilizada como controle positivo.

As folhas de cajueiro coletadas as 11h (Figura 8) apresentou inibicdo até a
concentracdo de 125ug.mL™* comparado com a &gua (controle negativo) sendo que obteve o
mesmo padréo de inibicdo de 1000, 500 e 250 pg.mL™, no entanto a concentracéo de 15,62
ng.mL™? apresentou estimulo de crescimento bacteriano em relacéo a 4gua e a clorexidina
0,12% apresentou-se como bactericida comparado com a infusdo de folhas de cajueiro, onde
(-) p<0,01.
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Figura 9: Atividade antimicrobiana de infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 13h frente a
bactéria S.mutans ap6s 24h de crescimento bacteriano, ( - ): indica a concentracdo que ocorreu inibi¢do em
relagdo a dgua (controle negativo) e (+): indica a concentracdo em que ocorreu estimulo em relagdo a 4gua
(controle negativo). A clorexidina 0,12% foi usada como controle positivo.

A infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 13h (Figura 9)

apresentaram resultados semelhante a infuséo coletadas as 11h (Figura 8), onde (-) p< 0,01.
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Figura 10: Atividade antimicrobiana de infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 15h frente a
bactéria S.mutans ap6s 24h de crescimento bacteriano, ( - ): indica a concentracdo que ocorreu inibi¢do em
relagdo a dgua (controle negativo) e (+): indica a concentracdo em que ocorreu estimulo em relagdo a dgua
(controle negativo). A clorexidina 0,12% foi utilizada como controle positivo.

As folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 15hs (Figura 10) para o
preparo das infus6es apresentou inibicao até a concentracdo de 125pg.mL™ comparado com a
4gua (controle negativo), no entanto as concentracdes de 62,50;31,25 e 15,62ug.mL™
apresentaram estimulo de crescimento bacteriano em relacdo a agua e a clorexidina 0,12%
apresentou-se como bactericida comparado com a infusdo de folhas de cajueiro, onde (-)
p<0,01.
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Figura 11: Atividade antimicrobiana de infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 17h frente a
bactéria S.mutans ap6s 24h de crescimento bacteriano, ( - ): indica a concentracdo que ocorreu inibi¢do em
relagdo a dgua (controle negativo) e (+): indica a concentracdo em que ocorreu estimulo em relagdo a dgua
(controle negativo). A clorexidina 0,12% foi usada como controle positivo.

As folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 17hs (Figura 11) para o
preparo das infusées apresentou inibic&o até a concentracéo de 62,50pg.mL™ comparado com
a 4gua (controle negativo), no entanto a concentracdo de 15,62 pg.mL™ apresentou estimulo
de crescimento bacteriano em relacdo a agua e a clorexidina 0,12% apresentou-se como

bactericida comparado com a infusdo de folhas de cajueiro, onde (-) p< 0,01.
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Figura 12: Atividade antimicrobiana de infusdo de folhas de cajueiro A.occidentale L. coletadas as 19h frente a
bactéria S.mutans ap6s 24h de crescimento bacteriano, ( - ): indica a concentracdo que ocorreu inibi¢do em
relagdo a dgua (controle negativo) e (+): indica a concentragdo em que ocorreu estimulo em relacdo a &gua
(controle negativo).

As folhas de cajueiro coletadas as 19h (Figura 12) para o preparo das infusfes
obteve um resultado semelhante em relagdo ao horério de 17h (Figura 11), onde (-) p< 0,01.

Com base nesses resultados podemos observar que o horario de coleta das folhas
de cajueiro influencia na atividade antimicrobiana da bactéria S.mutans.

A sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
altitude, disponibilidade de nutrientes, exposicdo a patdgenos, sdo alguns de diversos fatores
que podem influenciar no contetdo dos metabdlitos secundarios de plantas medicinais, outro
fator seria a falta de uniformidade nos critérios que sdo um dos maiores problemas
relacionados com pesquisas sobre atividade antimicrobiana de plantas, frequentemente
acarretando em relevantes contradi¢cdes entre os resultados obtidos por diferentes grupos e até
para 0 mesmo autor estudando a mesma amostra com diferentes métodos (GOBBO — NETO e
LOPES,2007; RIOS e RECIO,2005 apud NADER, 2010, p.37).

Estudos com 6leos essenciais de folhas de Virola surinamensis demonstraram que
as folhas coletadas em diferentes horas do dia 6h, 9h, 18h e 19h e durante os meses de
fevereiro, junho e outubro demonstraram que houve uma diferenca na composicdo de
componentes presente na planta devido a variagdes sazonais e ciclos circadianos (LOPES et

al., 1997).
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Segundo os autores Martins e Santos (1995) existem horarios em que sdo
encontrados grandes quantidades de principios ativos de acordo com a substancia ativa de
cada planta (NASCIMENTO et al., 2006)

Tabela 1: Valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em cada horério de coleta em pg.mL™.

Hora da coleta CIM (ug.mL™)

7 250,00
9 125,00

11 125,00

13 125,00

15 125,00

17 62,50

19 62,50

Tabela 2: Concentraco de estimulo de crescimento bacteriano em pg.mL™ em cada horério de coleta.

Hora da coleta Contracao de estimulo
(ug.mL™)

7 -

9 15,62

11 15,62

13 15,62

15 15,62, 32,25 e 62,50
17 15,62

19 15,62

Um dos problemas encontrados a terapia antimicrobiana € a resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos por este motivo estudos buscam novas fontes terapéuticas os quais sejam
mais eficientes para o tratamento de infec¢bes, como as bacterianas. Plantas medicinais sdo de
grande importancia para a descoberta de novas drogas tornando-se uma alternativa
extremamente viavel por ser fornecedoras de principios ativos e também por ser econémica
no controle de doencas para paises em desenvolvimento, onde a maioria das drogas é
importada (SILVA et al., 2007).

Devido aos crescentes problemas associados ao uso de diversos antibiéticos o
conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades antimicrobianas tem
sido revisto e ampliado, sendo realizadas avaliagbes concretas sobre a atividade
antimicrobiana de extratos, 6leos essenciais e de substancias obtidas de espécies vegetais
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e espécies flungicas (LIMA,2001 apud
BARBOSA, 2008,p. 10).
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O screening para atividade antibacteriana de vérias plantas medicinais foi
realizado na Nigéria, e o extrato da folha e casca do Anacardium occidentale mostraram
atividade contra bactérias Gram- negativas E. coli e P. aeruginosa (KUDI et al., 1999).

Por contribuir com o desequilibrio da microbiota oral, Streptococcus mutans esta
diretamente envolvido na etiopatogenia da carie, doencas periodontais, estomatites e outras
infeccbes orais, na medida em que criam condicdes favordveis a aderéncia de
microorganismos oportunistas as superficies dentarias, mucosas orais e proteses (JESUS et
al., 2010).

4.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Segundo (BARON e FINEGOLD, 1990) a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) é definida como a menor concentracdo de antimicrobiano necessaria para inviabilizar
a célula microbiana. Quando os valores da CBM séo comparados com o CIM, pode-se avaliar
se 0 composto é bactericida ou bacteriostatico (NADER, 2010).

No presente estudo a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das infusdes de
folhas de cajueiro (A.occidentale L.) coletadas nos horérios de 7, 9, 11, 13, 15, 17 e 19 horas
ndo demonstraram nenhuma inibicdo de crescimento bacteriano, apresentando-se no entanto
como bacteriostatico ap6s um periodo de 48hs em todas as concentracdes testadas 1000; 500;
250; 125; 62,5; 31,2 e 15,6pg.mL™. A clorexidina 0,12% foi utilizada como controle positivo
apresentando-se como bactericida frente a S.mutans (UA159).

S.mutans (UA159) demonstrou sensibilidade as infusGes de folhas de cajueiro
(A.occidentale L.) apenas por um periodo de 24hs quando determinada a Concentragao
Inibitéria Minima (CIM), ap6s 24hs quando retirada uma aliquota de 50pL das infusGes e
adicionadas em novo meio de cultura BHI e incubadas em estufa a 37°C a 10% de CO, por um

periodo de 24hs as infusGes ndo apresentaram atividade bactericida.
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Figura 13: Tubos com infusdo, S.mutans e BHI demonstraram crescimento bacteriano de 7 concentragGes
utilizadas de infusdo de folhas de cajueiro frente a S.mutans apds um periodo de incubacdo em estufa por 24hs a
37°C e 10% de CO, para analise da Concentragdo Bactericida Minima.

Figura 14: Tubos com clorexidina, S.mutans e meio de cultura BHI.Apds um periodo de incubagdo em estufa por
um periodo de 24hs a 37°C e 10% de CO, para andlise da Concentracdo Bactericida Minima. Os tubos com
clorexidina ndo demonstraram crescimento bacteriano.
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De acordo com a literatura extrato de cajueiro tem sido demonstrada atividade
antibacteriana em altas concentracbes em bactérias Gram-negativas Proteus morgani,
Psudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella typhi (SILVA et al, 2007).

O extrato da casca de Anacardium occidentale Lin na concentracéo de 20mg.mL™,
tem demonstrado atividade antibacteriana por ser eficaz contra Klebsiella pneumoniae (NCIB
418) cepa resistente a estreptomicina (AKINPELU,A.D., 2001).

Extratos da casca de Anacardium occidentale Lin tem demonstrado eficicia na

inibicdo de aderéncia em biofilmes de espécies de Streptococcus (MELO et al,2006).

4.3 Teste de Toxicidade com Artemia salina .

O microcrustaceo A.salina tem sido empregado na triagem de compostos
bioativos de produtos naturais, embora ndo tendo sido examinados 0S mecanismos
bioquimicos de toxicidade aguda subjacente (FORTUN- SANCHEZ e BARAHONA, 2009).

No presente estudo verificou-se a toxicidade das infusdes em A.salina coletadas
nos horéarios de 11,17 e 19h apresentando-se toxicas nas concentracdes testadas obtendo efeito
toxico apds 48h de inicio do teste, os valores de CLsg estdo dispostos na Tabela 3.

Segundo (Meyer et al., 1982) na avaliacdo de toxicidade de compostos ativos e
extratos vegetais para Artemia salina, um valor de CLs, inferior a 1000ug.mL™ permite
considerar o composto como toxico (SILVA et al,2009). Deve ser levado em consideracdo
gue esta técnica é adequada para determinacdo de toxicidade provenientes de produtos
naturais correlacionando os valores de CLso em ensaios in vivo em camundongos constituindo
uma ferramenta Gtil para um prognostico de toxicidade de extratos de plantas (SGARIGLIA et
al., 2010).

O wuso de fitoterdpicos vem ganhando popularidade nos paises em
desenvolvimento, medicamentos provindos de produtos naturais sdo geralmente considerados
inofensivos por grande parte da populagédo e sdo comumente usados para auto-medicacdo sem
supervisdo.Este aumento da popularidade e da escassez de estudos cientificos sobre sua
eficacia e seguranca levantaram preocupacgdes de toxicidade e efeitos adversos relacionado a
esses farmacos (OBICI et al, 2008).

A maioria das plantas produzem muitos compostos biologicamente ativos como
parte normal de seu crescimento e desenvolvimento ou em resposta ao ataque de patdgenos ou
estress, dentre esses compostos destacam-se: antimicrobianos, alelopéticos, antioxidante e

propriedades bio-reguladoras (SGARIGLIAet al., 2010). No entanto o0 uso de produtos
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naturais também podem resultar em efeitos toxicos salientando a necessidade de compreender

os efeitos biologicos de compostos naturais (LIMA et al., 2006).

Tabela 3. Teste de toxicidade de infusdes de A.occidentale L. contra A.salina

InfusGes de cajueiro Toxicidade (ug.mL™)
Horério de Coleta CLso [ICq0]
Infusdo 11h 266,15 [194,96 - 363,34]
Infusdo 17h 285,48 [227,92 - 357,57]
Infusdo 19h 345,15 [304,10 - 391,74]

CL: Concentracéo letal; IC: Intervalo de confianca

4.3.1 Teste de sensibilidade

As CL50 ficaram dentro do valor de referéncia, tendo valor medio de 18,5
mg.mL™.Para o teste de toxicidade ser aceitdvel a CL50 encontrada no periodo de 24h para a
substancia toxica de referéncia (SDS) deve estar contida no intervalo entre 13,1 e 30,9
mg.mL™* (Veiga;Vital,2002).

4.4 Teste de Citotoxicidade

No presente estudo a infusdo de folhas de cajueiro (A.occidentale) coletadas no
horario de 11h nas concentracBes de 1, 10, 100 e 200 pg.mL™’ apresentaram diferenca
estatistica com 50 U/L em relacdo ao Triton x-100 (0,2% - padréo citotéxico) com 200 U/L ,
no entanto quando comparado a solugdo salina tamponada de Hanks (HBSS — células ndo-
tratadas) e DMSO a 1% (veiculo) as infusdes de folha de cajueiro denominada de FC néo
houve nenhuma diferenca significativa.

As infusdes de folhas de cajueiro (FC) nas seguintes concentracdes testadas nao

apresentaram nenhum efeito toxico em células de neutréfilos humano.
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LDH (U/L)

Figura 15: Efeito da infusdo de folhas de cajueiro (FC) durante a acdo catalitica da enzima LDH (lactato
desidrogenase) em neutréfilo humano nas concentracdes de 1,10,100 e 200 pg.mL™ comparado com HBSS
(células ndo tratadas), DMSO 1% (Veiculo) e Tr 0,2% (padréo citotoxico).

Nos ultimos 20 anos, o interesse em plantas medicinais tem aumentado
juntamente com o ndmero de investigaces e seus efeitos bioldgicos em seres humanos e
animais, o cajueiro Anacardium occidentale L. tem sido estudado dentre as plantas usadas
para fins terapéuticos (BARCELOS et al., 2007).

Em geral, na medicina popular sdo utilizados extratos vegetais, sem levar em
consideracdo o aspecto de toxicidade. Anacardium occidentale é utilizada como planta
medicinal na América do Sul bem como na Africa Ocidental, entretanto estudos de toxicidade
desta planta sdo raros (KONAN et al., 2007).

Estudos de citotoxicidade dos flavonodides do caju para linhagens de células
malignas demonstraram que as folhas causam linfopenia in vivo e seletivamente inibiu o
crescimento de células leucémicas por inducdo de apoptose nessas células (KONAN et al.,
2010).

O recrutamento e ativacdo de neutrofilos polimorfonucleares tem sido
considerado um dos principais mecanismos de defesa da imunidade inata, proteinases,
espéecies reativas de oxigénio e ecosindides liberado de neutréfilos polimorfonucleares
ativados podem intervir em numerosas doencas inflamatdrias tais como asma, efisema

pulmonar e sindrome do desconforto respiratério em adultos (LEAL et al., 2008).
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Ensaios in vitro sdo fundamentais para compreender os mecanismos de uma agéo
toxica e constituem um pré-requisito para uma abordagem mais racional para avaliacdo de
risco toxicologico (GIULIANO et al., 2009). Enzimas tem sido comumente utilizadas em
ensaios de citotoxicidade de um agente a ser testado em estudos toxicoldgicos tanto in vivo
como in vitro (XU et al., 2003). A Lactato Desidrogenagenase (LDH) é uma isoenzima
armazenada em células viaveis, em que um aumento da LDH em fulga indica que a
estabilidade da célula na membrana é danificada possivelmente devido a oxidacéo e injuria
celular (ISSA et al., 2004).

O presente estudo mostrou que as infusdes de folhas de cajueiro A.occidentale néo
provocou nenhuma perda na integridade e nem na viabilidade celular em células de

neutrofilos humano apresentando-se como ausente de toxicidade nas concentracfes estudadas.
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. CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios antimicrobianos mostraram que as infusdes de folhas de
cajueiro Anacardium occidentale Lin. podem estimular, inibir ou ndo ter efeito sobre o
crescimento bacteriano, conforme a hora de coleta e a concentracao.

Os valores das CIMs foram de 250 ug.mL™*(7h), 125 pg.mL™?(9-15h) e 62,5 pg.mL™(17
e 19h).

Ocorreu estimulo no crescimento bacteriano nas concentragdes de 15,62 pg.mL™ (9-
19h), 31,25 pg.mL™* (15h) e 62,50 pg.mL*(15h).

A infusdo coletada as 7h ndo apresentou nenhuma concentracao de estimulo.
Foi considerada como bacteriostatica por um periodo de 24h apds o CIM.

Os testes de toxicidade em Artemia salina resultaram em valores para a concentracao
letal média (CLsp) de 266,15; 285,48 e 345,15 nos horarios de coleta de 11, 17 e 19h,
respectivamente. Assim, para esses horarios de coleta as infusdes foram consideradas
atoxicas nos seus valores de CIMs (125 e 62,5ug.mL™).

Os testes de citotoxicidade mostraram que as infusdes ndo sdo toxicas nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 200ug.mL™.
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