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RESUMO

O presente estudo buscou determinar a concentragdo inibitéria minima do extrato etandlico das folhas de Anacardium
occidentale Linn e o seu efeito modulatorio dos antibiéticos aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina frente a cepas
multirresistentes. O extrato etandlico foi obtido por maceragdo em etanol a 99% por 72 horas. Linhagens padréo e isolados
clinicos de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli foram utilizados e a atividade antibacteriana
foi estabelecida pelo método da determinagdo da concentracdo inibitdria minima (CIM) por microplacas estéreis. A acédo
modulatéria foi avaliada pelo método de contato direto utilizando os antibidticos amicacina e gentamicina e cepas
multirresistentes das bactérias citadas anteriormente. Observou-se que apenas Escherichia coli ATCC 25922 foi sensivel a
acdo do extrato na concentracéo inibitéria minima de 512 pg/mL, a concentragdo inibitéria minima dos antibidticos ndo foi
modificada na presenca do extrato etandlico frente as bactérias testadas. Portanto, o extrato das folhas de Anacardium
occidentale Linn ndo possui atividade antibacteriana clinicamente relevante, visto que obteve-se um valor elevado de
concentragdo inibitéria minima. O extrato também foi ineficaz em modular a agdo dos antibi6ticos frente as cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Palavras-chave: Anacardium occidentale Linn. Plantas medicinais. Atividade antibacteriana.

ABSTRACT

The present study aimed to determine the minimum inhibitory concentration of the ethanolic extract of the leaves of
Anacardium occidentale Linn and its modulatory effect of the aminoglycoside antibiotics Amicacin and Gentamicin against
multiresistant strains. The ethanolic extract was obtained by maceration in 99% ethanol for 72 hours. Standard strains and
clinical isolates of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli were used and antibacterial activity
was established by the method of determining the minimum inhibitory concentration (MIC) by sterile microplates. The
modulatory action was evaluated by the direct contact method using the antibiotics amicacin and gentamicin and
multiresistant strains of the bacteria previously mentioned. It was observed that only Escherichia coli ATCC 25922 was
sensitive to the action of the extract at the minimum inhibitory concentration of 512 pg / mL, the minimum inhibitory
concentration of the antibiotics was not modified in the presence of the ethanolic extract against the bacteria tested.
Therefore, the extract of the leaves of Anacardium occidentale Linn does not have clinically relevant antibacterial activity,
since a high value of minimum inhibitory concentration was obtained. The extract was also ineffective in modulating the
action of antibiotics against the multiresistant strains of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia
coli.

Keywords: Anacardium occidentale Linn. Medicinal plants. Antibacterial activity.
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INTRODUCAO

Anacardium occidentale Linn (AnO), é o nome
cientifico dado ao cajueiro, sendo pertencente a familia
Anacardiaceae. Esse vegetal tem sido descrito ha séculos
como uma excelente fonte de propriedades medicinais.
No Brasil, a ele tem sido associadas aplicagbes como
analgésico, diurético, liquido para higiene bucal,
tratamento de fraqueza organica, distdrbios respiratérios,
gripe, bronquite, tosse, escorbuto infantil, eczema,
infecgdes genitais, sarna, doencas de pele, verrugas e
feridas.! 2O mesmo € rico em vitamina C, como também
em fibras, por isso é utilizado para o aumento da
motilidade do trato gastrointestinal.®

Vendedores de plantas no Cariri Cearense
comercializam o caju para fins medicinais, sendo o seu
uso etnofarmacoldgico associado a retengdo urinaria,
edema, inflamacdo, constipacdo, reumatismo, diabetes,
cicatrizagdo de feridas e hemorragias. *

O destaque de AnO como planta medicinal é
devido principalmente a sua potente atividade
antibacteriana e antiinflamatéria dos seus metabdlitos,
principalmente os polifendis tanino e flavonoides 3, duas
classes  principais de  metabdlitos  secundarios
responsaveis pelas acdes farmacoldgicas do caju, planta
esta que num estudo realizado por Santos (2011) foi
observada a presenca de taninos hidrolizaveis, fenois,
flavonas, flavonodis, xantonas, chalconas, auronas,
flavononois, catequinas e alcaloides em Extrato Etan6lico
das folhas de AnO e taninos flobabénicos, fendis,
catequinas e alcaloides em extrato etandlico da casca de
AnO.

Nesse aspecto, a analise das atividades
antibacterianas baseado nas praticas da medicina popular,
tem sido o objeto de estudo de inimeros trabalhos nos
Gltimos tempo os de Gongalves, Gobbo (2012); Hassan et
al., (2016) e Araujo et al., (2016), principalmente como
uma alternativa no que diz respeito ao controle da
resisténcia bacteriana, dado que as plantas medicinais
possuem uma diversidade molecular muito superior
aquelas derivadas de produtos sintéticos. °

Diante disso, devido ao uso do cajueiro na
medicina popular e a sua importancia na economia do
Brasil assim como mostra o estudo de Camilo (2015), em
levantamento ao ITC - — International Trade Centre -
como um dos dez maiores exportadores da castanha do
cajueiro no mundo. o estudo sobre suas atividades
microbioldgicas e o efeito modulador frente a antibi6ticos
é cientificamente relevante, tendo em vista que que
atravessamos uma época em que a resisténcia bacteriana
surge como uma grande ameaga ao futuro da
humanidade. Que pode ter como causa O USO
indiscriminado de antibiéticos ou por causa natural pela
habilidade da populacéo bacteriana de se adaptar.

Desse modo, esse estudo observou o efeito
antibacteriano do extrato etandlico de Anacardium
occidentale Linn obtido a partir de suas folhas, frente a
linhagens padrdo e multirresistente de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli,
como também o efeito modulatdrio sobre antibiéticos
aminoglicosideos amicacina e gentamicina.

METODOLOGIA

COLETA DO MATERIAL

100 gramas de folhas de Anacardium
occidentale Linn foram coletadas no municipio de
Juazeiro do Norte — CE na latitude —7.2389499 e
longitude —39.3000378 por volta das 08:00 do dia 15 de
Setembro de 2016. Apds a coleta, o material foi
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encaminhado para identificacdo e classificagdo botanica e
uma amostra foi utilizada para a preparacdo da exsicata
que ficou depositada no herbario Dardano de Andrade
Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA) sob o
ndmero de tombo 12.156.

OBTENGAO DO EXTRATO

Para o presente estudo foi obtido o extrato
etandlico das folhas de Anacardium occidentale
(EEFAO0), Essas folhas foram secadas e em seguida o
produto adiquirido foi pesado e colocado em 1000 mL de
etanol a 99% por 72 horas. Em seguida o extrato obtido
foi filtrado em gaze dobrada em quatro partes e
processado no rota-evaporador a uma temperatura de 80
°C e rotagéo constante de 30 rpm. O extrato foi colocado
em banho-maria para sua secagem total e a medida do
peso bruto e rendimento que foi de 10,8%. Ao final desse
processo, foram preparadas as solugbes para o teste em
concentragfes de 10 mg/mL sendo dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) e entdo foi realizado uma
diluicilo em &gua destilada até a obtencdo de uma
concentragéo inicial de 1024 pg/mL.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM)

Para a determinacdo da concentracéo inibitéria
minima (CIM) do extrato etandlico de Anacardium
occidentale Linn, foi utilizado o método de microdiluigdo
em caldo Brain Infusion Heart (BHI) usando um intervalo
de concentragdes 512 a 8 pg/mL com base no documento
M7-A6 para bactérias.™®

Na preparagdo do in6culo bacteriano, as cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC
25922 e multirresistentes Staphylococcus aureus 35,
Pseudomonas aeruginosa 31 e Escherichia coli 27 foram
primeiramente reavivadas em caldo BHI 3,8% durante 24
horas a 35° C + 2° C. Em seguida, foi preparada uma
suspensdo bacteriana em BHI, observando-se a turvagdo
similar ao tubo 0,5 da Escala Mac Farland (1 x 108
UFC/mL) em caldo BHI a 10%.

A solugio do extrato preparada em
concentragdo dobrada (1.024 pg/ mL)(l) em relagdo a
concentragdo inicial definida em volumes de 100 pL foi
diluida seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. A partir
dessa preparagdo, foram utilizados 100 pL do meio
distribuidos em cavidade de microplacas estéreis. Em
cada cavidade contendo 100 puL do meio foi colocada
uma amostra da suspensdo bacteriana diluida na
proporcéo de 1:10 resultando no indculo final de 1 x 10°
UFC/mL.

Como controle negativo foi utilizado o caldo
BHI, e para o controle positivo, o caldo BHI acrescido do
indculo bacteriano, pois para esse tipo de controle,
depreende-se que deve haver crescimento bacteriano,
dessa forma ndo foi utilizada nenhuma substancia que
pudesse inibir tal crescimento. Apds todo esse
procedimento feito em triplicata, as placas foram
incubadas por 24 horas a 37 + 2 °C. & Posteriormente foi
realizada a analise utilizando-se como revelador a
resazurina sodica (SIGMA) que de acordo com a
coloracdo indicou crescimento negativo 0S pogos que
permaneceram azuis e crescimento positivo indicado pela
cor vermelha.

AVALIAGAO DO EFEITO MODULADOR POR
CONTATO DIRETO
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Para a realizacdo desse teste, foram utilizados
os antibiéticos aminoglicosideos  amicacina e
gentamicina. O mesmo método de microdiluicdo descrito
acima foi empregado, utilizando concentragdes
subinibitorias de 512 a 8 ug/mL em BHI a 10%.

Foram utilizados 3 isolados clinicos de
Staphylococcus aureus 35, Pseudomonas aeruginosa 31 e
Escherichia coli 27.

Na analise do EEFAo foi adicionado nos pogos
de microdiluicdo, os aminoglicosideos amicacina e
gentamicina nas concentragdes de 1024 pg/mL, pela sua
especificidade na atuacdo da morte bacteriana de
microrganismos Gram positivos ou negativos. as
bactérias acima citadas e a solugdo contendo o extrato
etanélico. Como controle negativo para o teste, foi
adicionado em um dos pogos de microdilui¢do, a solugéo
contendo as cepas bacterianas e os antibioticos citados
anteriormente. Ao final do processo as placas foram
incubadas a 37 °C permanecendo por 24 horas, em
seguida foram lidas utilizando-se o revelador resazurina
sodica, semelhante a técnica descrita anteriormente para a
leitura da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na determinacdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM), o EEFAo0, mostrou-se ineficaz para a
maior parte das bactérias testadas.

Tabela 1 - Concentragdo inibitoria minima (ug/mL) do
extrato etanélico de Anacardium occidentale L.

Bactérias CIM (ug/mL)
Escherichia coli ATCC 512
10536
Staphylococcus aureus > 1024
ATCC 25923
Pseudomonas > 1024
aeruginosa ATCC
15442
Escherichia coli 27 >1024
Staphylococcus  aureus >1024
35
Pseudomonas > 1024

aeruginosa 31

Fonte: do autor (2016).

Tabela 2 - Concentragdo inibitéria minima (ug/mL) da
amicacina e gentamicina na auséncia e na presenga do
extrato etanodlico de Anacardium occidentale Linn
(EEAL).
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Conforme demonstrado na tabela 1, a acdo do
extrato etandlico das folhas de Anacardium occidentale
Linn s6 pode ser observada frente a Escherichia coli
ATCC 10536, onde houve inibicdo do crescimento
bacteriano na concentragdo de 512 pug/mL. Diante desses
resultados o extrato das folhas do cajueiro ndo possui
uma atividade antibacteriana clinicamente significativa
(128 pg/mL).

Na comparacdo com a atividade antibacteriana
do extrato da castanha, estudado por Gongalves, Alves
Filho e Menezes (2005) o respectivo produto mostrou
uma atividade antibacteriana mais ampla, sendo eficaz
contra Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus e outros Staphylococcus spp. Coagulase negativo,
porém Escherichia coli ndo apresentou sensibilidade. 2

No entanto os resultados obtidos, se
assemelham com o estudo realizado por Santos (2011)
onde foram testados 6 cepas bacterianas onde ambos 0s
trabalhos sé apresentaram resultado para Escherichia
coli, onde o extrato inibiu o crescimento da mesma na
concentragio de 512 pg/mL. ™ O microrganismo em
questdo trata-se de uma bactéria gram-negativa presente
no trato gastrointestinal de animais de sangue quente.
Dado também que é um dos principais agentes
etiologicos que podem causar diarréia tanto em animais
como em humanos. S8o0 comumente isoladas de fezes e
sdo comensais, ndo causando doenga em seus hospedeiros
na maioria dos casos. Entretanto, cepas de E. coli ndo
patogénicas presentes no intestino podem causar
infeccdo, a depender do estado imunologico e das
barreiras de protecdo natural daquele que o
microrganismo habita. 2

Essa acdo antibacteriana do EEFAo0 para
Escherichia coli, provavelmente seja devido a presenga
de metabolitos secundarios principalmente fendis e
taninos, pois num estudo fitoquimico realizado por
Santos (2011) foram encontrados na folha do cajueiro a
presenca de taninos, fenodis, flavonoides, catequinas,
Illavononas, flavonois, flavononais, xantonas e alcaloides.

De acordo com Rodrigues et al., (2010); Silva
et al.,, (2012) os taninos sdo empregados na medicina
tradicional no tratamento de hipertensdo arterial,
reumatismo, feridas, antioxidante, anti-hemorragico,
cicatrizante e anti-inflamatéria. *>'* Ja os fendis, esses
sim possuem segundo Brum et al. (2011); Costa (2012),
um potencial de complexar as proteinas extracelulares da
membrana bacteriana, sendo assim, esse Gltimo composto
presente em varios estudo da literatura pode ser o
responsével pela agéo encontrada neste estudo*®*°

No estudo da modulagdo com antibidticos
aminoglicosideos, o EEFA0 ndo demonstrou nenhuma
modificagdo na concentragdo inibitéria minima dos
antibioticos frente as cepas bacterianas multirresistente de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e

EC 27 SA 35 PA 31

Escherichia coli.

CIM EEAL CIM EEA CIM

Antibiticos N omL mL) (1024 mL)
pg/m
L)
Amicacina 256 256 128 128 > >1024
1024
Gentamicina 32 32 64 64 > >1024
1024

(ng/ (1024 (ng/ L (ng/ (1024 pg/mL)

CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, foi possivel
verificar que o extrato das folhas de EEFA0 néo possui
atividade antibacteriana com relevancia clinica. Haja
vista que foi obtido um valor elevado na concentracdo
inibitéria minima, ndo sendo este valor possivel de se
obter em modelos in vivo. Também foi observado a
ineficacia do extrato em modular a acéo dos antibi6ticos

EC — Escherichia coli; SA — Staphylococcus aureus; PA
— Pseudomonas aeruginosa.
Fonte: do autor (2016).

aminoglicosideos, permanecendo estes com 0S mMesmos
valores de concentragéo inibitdria minima mesmo apds a
adicdo do extrato.
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