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RESUMO

Anacardium occidentale Linn. € uma planta comumente encontrada na regido do semiarido
brasileiro. Conhecida popularmente como cajueiro, o vegetal demonstra diversas atividades
benéficas a salde humana e vem sendo amplamente estudado como alternativa para o
tratamento de afeccOes orais. O objetivo desse estudo foi avaliar in vitro o pefil fitoquimico, a
atividade antifungica do extrato da casca do caule de A. occidentale sobre Candida ssp e
isolados clinicos, bem como sua toxicidade. As cascas do caule de A. occidentale foram
coletadas no periodo matutino, no més de setembro de 2019, na zona rural do municipio de
Campina Grande, Estado da Paraiba, Brasil. Preparou-se o extrato hidroetandlico utilizando o
método de extracdo por maceracdo exaustiva. Apds a producdo do extrato, foi realizado a
analise do perfil fitoquimico por meio de screening qualitativo, no qual incluiu-se testes para
a identificacdo de saponinas, polissacarideos, flavonoides, alcaloides, taninos e fendlicos
totais, esteroides e tripertenos. Para 0s ensaios microbioldgicos foram utilizadas cepas da
American Type Culture Collection (ATCC): Candida albicans (ATCC 10231), Candida
glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 34135), Candida tropicalis (ATCC 750),
provenientes da Fundacgéo Oswaldo Cruz/RJ, e isolados clinicos, Candida albicans (Al e A2).
Em seguida, foi investigada a atividade antifungica do extrato por meio da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM), através da
técnica de microdiluicdo em caldo. A citoxicidade foi realizada pelo teste de hemolise em
eritrocitos humanos. A caracterizacdo fitoquimica sugeriu a presenca majoritaria de taninos,
fendlicos totais e alcaloides, com moderada concentragdo de saponinas. O extrato apresentou
potencial antifingico sobre o crescimento de espécies de Candida e isolados clinicos,
demonstrando atividade fungistatica, com valores de CIM entre 250 e 500 pg/mL. Os
resultados dos testes de citotoxicidade sugerem que nas concentra¢@es de hemélise analisadas,
0 extrato de A. occidentale apresenta baixa atividade hemolitica em comparacdo ao grupo
controle. O cajueiro é uma planta com bom potencial antimicrobiano, e com aceitaveis
concentracfes de compostos fitoquimicos apresentando baixa citotoxicidade. Diante dos
resultados apresentados, ha necessidade da realizacdo de mais analises como atividade
antioxidante e toxicidade in vivo, visando uma possivel utilizacdo clinica do extrato como

terapia antifungica alternativa na clinica odontoldgica.

Palavras-chave: Anacardium ocidentalle. Candida. Candidiase oral. Fitoterapia.



ABSTRACT

Anacardium occidentale Linn. is a plant commonly found in the Brazilian semiarid region.
Popularly known as cashew, the plant demonstrates several activities beneficial to human
health and has been widely studied as an alternative for the treatment of oral disorders. The
objective of this study was to evaluate in vitro the phytochemical profile, the antifungal
activity of the stem bark extract of A. occidentale on Candida ssp and clinical isolates, as well
as its toxicity. The stem barks of A. occidentale were collected in the morning period, in
September 2019, in the rural area of the municipality of Campina Grande, State of Paraiba,
Brazil. The hydroethanolic extract was prepared using the exhaustive maceration extraction
method. After the production of the extract, the analysis of the phytochemical profile was
carried out through qualitative screening, which included tests for the identification of
saponins, polysaccharides, flavonoids, alkaloids, tannins and total phenolics, steroids and
tripertenes. For the microbiological assays, strains from the American Type Culture
Collection (ATCC) were used: Candida albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC
90030), Candida krusei (ATCC 34135), Candida tropicalis (ATCC 750), from Fundacdo
Oswaldo Cruz/ RJ, and clinical isolates, Candida albicans (Al and A2). Then, the antifungal
activity of the extract was investigated by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum fungicidal concentration (CFM), using the broth microdilution
technique. Cytotoxicity was performed by the hemolysis test in human erythrocytes. The
phytochemical characterization suggested the majority presence of tannins, total phenolics
and alkaloids, with a moderate concentration of saponins. The extract showed antifungal
potential on the growth of Candida species and clinical isolates, demonstrating fungistatic
activity, with MIC values between 250 and 500 pg/mL. The results of the cytotoxicity tests
suggest that at the hemolysis concentrations analyzed, the A. occidentale extract has low
hemolytic activity compared to the control group. The cashew tree is a plant with good
antimicrobial potential, and with acceptable concentrations of phytochemical compounds with
low cytotoxicity. In view of the results presented, there is a need to carry out more analyzes
such as antioxidant activity and in vivo toxicity, aiming at a possible clinical use of the extract

as an alternative antifungal therapy in the dental clinic.

Keywords: Anacardium ocidentalle. Candida. Candidiasis, Oral. Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

A humanidade utiliza plantas como método terapéutico hd milénios. Essa préatica esta
intimamente agregada aos valores culturais e historicos das civilizagbes. Atualmente, 0s
fitoterapicos possuem reconhecimento cientifico da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) e
de outros 6rgdos regulamentadores mundiais (NOBREGA, 2017). O uso da fitoterapia
tradicional é fundamental para a terapia médica ao redor do mundo e pode representar uma
importante e promissora alternativa de combate aos microrganismos resistentes aos
mecanismos antimicrobianos tradicionais (REIS et al., 2015).

De acordo com o Ministério da Saude, medicamento fitoterapico é definido como
aquele proveniente exclusivamente de matéria-prima ativa vegetal, com sua eficacia
comprovada por evidéncias clinicas e por constancia de sua qualidade, sendo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) responsavel por registrar e regulamentar esses
produtos (BRASIL, 2014).

A grande biodiversidade encontrada no Brasil faz com que o pais se destaque na
perspectiva do desenvolvimento sustentavel de novos produtos farmacéuticos naturais
(MARQUES et al.,, 2019; HASENCLEVER et al.,, 2017). Nesse contexto, 0 cajueiro
(Anacardium occidentale L.) possui grande relevancia econdémica para o nordeste brasileiro,
sobretudo devido a sua boa adaptacdo ao clima semiarido da regido e aos baixos custos
necessarios para o seu cultivo (ANDRADE JUNIOR et al., 2016), fazendo com que a arvore
se destaque em estudos sobre as propriedades das plantas da Caatinga (MESQUITA et al.,
2017).

Anacardium occidentale L. encontra-se distribuida na maioria das regides tropicais do
mundo, desde a Flérida, nos Estados Unidos da Américas, até a Africa do Sul. Em todo o
Brasil existem pelo menos vinte espécies conhecidas de Anacardium occidentale L., sendo o
pais o provavel local de origem da planta (BRASIL, 2015). A literatura relata diversas
atividades benéficas identificadas nos extratos das partes de A. occidentale, destacando-se as
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antidiarreica, antitumoral, anticancer,
antimutagénica e antimicrobiana (LEITE et al., 2016), podendo apresentar também acao
contra diabetes, reumatismo e Ulceras (SANTOS et al., 2018).

O extrato etandlico da casca do caule do cajueiro apresenta abundancia em compostos

fenolicos e consideravel atividade antioxidante, isso ocorre provavelmente devido a sua
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composi¢do, em especial pela presenca de acidos anacardicos e taninos (CHAVES et al.,
2010).

Extratos obtidos através de diferentes regides anatbmicas do cajueiro tém demonstrado
atividade antimicrobiana no combate a microrganismos causadores de afeccdes orais
(RIBEIRO et al., 2020). Especificamente em relagéo a extratos obtidos a partir da casca do
caule, os estudos de Gomes et al. (2016) evidenciaram a eficacia do efeito clinico de um
enxaguatorio bucal contendo o Oleo essencial de A. occidentale, no controle da placa
bacteriana e da gengivite, comparando sua acdo a clorexidina. Silva et al. (2007) e Souza et
al. (2006) também comprovam a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico da casca
do caule do cajueiro sobre bactérias patogénicas orais (S. mitis, S. mutans, S. sanguis e S.
aureus), evidenciando seu importante e promissor potencial terapéutico contra infeccGes
humanas.

Além disso, dados de Corréa (2017) evidenciam também existéncia de atividade
antifingica de diversos extratos vegetais, dentre eles o de Anacaridum occidentale, frente &
principais espécies fungicas envolvidas naetiologia da candidose bucal, como C. albicans, C.
glabrata, C. krusei e C. guilliermondii. Evidenciando-se a presenca de efeito antifungicos
sobre esses microrganismos.

Os fungos do género Candida séo classificados como componentes da microbiota
normal de diversas regides do organismo humano, tais como a pele, a boca, o intestino grosso
e o0s sistemas reprodutivo e urindrio (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Isso acontece
devido aos seus atributos de biologia celular, que os permitem colonizar com frequéncia
individuos saudaveis (DANTAS et al., 2016).

A candidose oral tem sua etiologia frequentemente associadas as espécies fungicas
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei, estando diversos fatores locais e
sistémicos relacionados ao desenvolvimento dessa infec¢éo, tais como: disfuncédo salivar, ma
higiene, tabagismo, tratamentos antineoplasicos como quimio e radioterapia, dentre outros
(VILA et al., 2020).

Esses microrganismos costumam ser resistentes a fagocitose, sendo esse um fator
importante para a sua patogenicidade. Mais frequentemente acometem recém-nascidos,
pessoas tratadas com antibidticos de amplo espectro e que fazem uso cronico de
corticosteroides. Pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV/AIDS)
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012), diabéticos, e pessoas em tratamento antineoplasico
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(radio e quimioterapia), bem como portadores de proteses dentarias também séo
especialmente propensos.

Dentre os principais grupos de farmacos utilizados para o tratamento dessas infeccdes,
destacam-se os antifingicos azélicos. Contudo, estudos epidemiolégicos recentes destacam o
desenvolvimento emergente de resisténcia intrinseca a esses medicamentos, gerando um
problema gradual de nivel elevado no contexto clinico global (WHALEY et al., 2017).

O aumento consideravel da utilizacdo de drogas antifingicas é relatado como um dos
fatores que agravam a resisténcia dos fungos causadores de infecgdes em humanos,
evidenciando a necessidade do estabelecimento de novos protocolos e manejos eficazes para o
tratamento das doengas fungicas (VIEIRA; SANTOS, 2017). Nesse contexto, destacam-se a
importancia do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas provenientes de plantas
medicinais. Desse modo, 0 objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo de prospeccéo
fitoquimica do extrato do caule do cajueiro e avaliar in vitro a atividade antifungica sobre

espécies do género Candida ssp, bem como a sua citotoxicidade in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo desse estudo foi avaliar in vitro o perfil fitoquimico, a atividade

antifingica do extrato da casca do caule de A. occidentale sobre Candida ssp e isolados

clinicos, bem como sua toxicidade.

2.2 Obijetivos especificos
e Identificar o perfil fitoquimico do extrato hidroetandlico de A. occidentale por

meio da qualificacdo de compostos ativos;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo
Fungicida Minima (CFM) do extrato da casca do caule de Anacardium
occidentale sobre Candida albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC
2001), Candida krusei (ATCC 341), Candida tropicalis (ATCC 750) e
isolados clinicos de Candida albicans (Al e A2);

e Verificar a atividade hemolitica do extrato do cajueiro em eritrocitos humanos

para determinar o potencial citotéxico do mesmo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um ensaio laboratorial experimental in vitro.

3.2 Local da pesquisa

A triagem fitoguimica foi realizada no Laboratério de Fitoquimica do Departamento
de Farmécia do campus | da UEPB. Os ensaios microbioldgicos foram realizados no
Laboratério de Analises e Diagnostico do Departamento de Odontologia do campus | da
Universidade Estadual da Paraiba. Os ensaios de toxicidade foram realizados no Laboratorio
de Analises Clinicas (LAC) do Departamento de Farmacia da UEPB, Campus I.

3.3  Aspectos éticos

A anédlise dos aspectos éticos do presente estudo, até a conclusdo da confeccdo do
mesmo, encontra-se em tramite junto ao Comité de Etica da UEPB. T&o logo as questdes
éticas envolvidas no trabalho sejam aprovadas pelo referido 6rgéo o parecer serd anexado ao
trabalho.

3.4 Material botanico

As cascas do caule de Anacardium occidentale Linn. foram coletadas no periodo
matutino, no més de setembro de 2019, na regido do semiarido nordestino, zona rural do
municipio de Campina Grande, Estado da Paraiba, Brasil (7° 22" 25°°S, 35° 59" 32""W).

O espécime de Anacardium occidentale Linn. foi depositado e catalogado na Colegéo
do Herbario Manuel de Arruda Camara, no Campus | da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB).

O material vegetal foi acondicionado em sacolas de papel e em seguida realizou-se a
limpeza do mesmo, eliminando matéria contaminante que viesse a interferir no padrdo de
qualidade da planta em estudo.

As cascas foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante (FANEM — Modelo
330/ 5) a 40°C, por um periodo de 14 dias alcancando a estabilizacdo final do peso.
Posteriormente foram moidas em moinho de facas (SOLAB — Modelo SL 30), com didmetro
da particula de 10 mesh, cuja finalidade foi aumentar a superficie de contato e facilitar a
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extracdo dos fitoconstituintes das cascas do caule da planta, quando submetidas a solucao

extratora.

3.4.1 Obtencdo do extrato

Foi preparado extrato hidroetanolico, utilizando como solvente o alcool etilico a 70%,
das cascas do caule de A. occidentale na proporcéo 200g planta seca e moida para 1 litro de
solvente (Figura 1). O método de extracdo utilizado foi a maceracdo exaustiva. O extrato foi
acondicionado em recipientes de vidro ambar protegidos da luz e conservados sob
refrigeracéo.

Figura 1. Imagens do processo de extracdo (A), filtragem simples (B) e filtragem & vacuo (C) durante a

producdo do extrato do cajueiro.
- 1G4

Font;:: P()prio autor.

O extrato hidroetandlico foi evaporado sob pressdo reduzida em rotaevaporador a
40°C, com rotacdo de 70 rpm para eliminacdo do solvente. Posteriormente foi liofilizado
(Liofilizador LS 3000 Terroni®) sob temperatura de -20°C a -40°C.



19

Figura 2. Imagens do extrato filtrado (A) e durante o processo de rotaevaporacao (B).

Fonte: Proprio autor.

3.5 Caracterizagdo quimica (Screening fitoquimico)

A realizacdo da investigacdo fitoquimica do extrato de Anacardium occidentale Linn
foi baseada no estudo de Costa (2010). Para a investigacdo da presenca de saponinas, foi
preparada uma solucdo mae, pesando 140 mg do extrato, dissolvido em 28mL de agua
destilada. Em seguida, 5 mL da solu¢do mae foi diluidos em 15 mL de agua destilada. O tubo
foi agitado vigorosamente durante 2 minutos. Apos esse tempo, verificou-se se houve ou ndo
presenca de espuma permanente, a qual sugere a presenca de saponinas no extrato. J& na
investigacdo de polissacarideos, 5 mL dessa mesma solugdo mée foram colocados em contato
com Lugol. O aparecimento da coloracdo azul indica resultado positivo. A identificagdo de
taninos e fenolicos totais necessitou da adicdo de solugédo alcoolica de cloreto férrico a 1% em
5 mL da solucdo mae. Qualquer mudanca na coloragdo ou formacdo de precipitado indica
reacao positiva.

Na identificacdo de flavonoides, uma solucdo mée com 120 mg de extrato dissolvida
em 24 mL de metanol foi preparada. Posteriormente, foi acrescentado &cido cloridrico
concentrado e raspas de magnésio a 10mL dessa solucdo. O surgimento de uma coloracéo
rosea-alaranjada indica reacdo positiva.

Para a verificacdo da presenca de esteroides e triterpenos, foi preparada uma solucéo
mée contendo 75 mg da fragcdo do extrato dissolvidos em 15 mL de cloroférmio. Em seguida,
10 mL dessa solucdo foram filtrados sobre carvao ativado. Posteriormente foram adicionados

1 mL de anidrido acético e agitado. Logo ap06s, foi adicionado acido sulfurico concentrado e
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novamente agitado. O rapido desenvolvimento das cores, que variam do azul evanescente ao
verde persistente, indicam resultado positivo.

Por fim, para a investigacdo da presenca de alcaloides, 25 mg do extrato foram
dissolvidos em 5 mL de solugcdo de &cido cloridrico 5%. Apos filtragem, essa solucdo foi
separada em trés tubos de ensaios diferentes. Em cada tubo foram adicionados reagentes de
Bouchard, Dragendorff e Mayer. A precipitagdo ou turvagcdo em pelo menos uma cavidade

indica resultado positivo.

3.6  Ensaios microbiol6gicos
3.6.1 Microrganismos envolvidos e preparo do inoculo

Foram utilizadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC): Candida
albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC 2001), Candida krusei (ATCC 341),
Candida tropicalis (ATCC 750), provenientes da Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ. Os isolados
clinicos, Candida albicans (Al e A2), estavam estocados em amostras no Laboratorio de
Anaélises e Diagndstico, no Departamento de Odontologia da UEPB.

O preparo do inoculo para os testes de suscetibilidade foi realizado seguindo as
recomendacdes do protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008). O in6culo fungico foi
padronizado em espectrofotdbmetro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto,
Brasil) com comprimento de onda de 530nm e absorbancia entre 0,08-0,1, correspondendo a
concentracdo de 5 x 10° UFC/mL. Nos pogos da microplaca, durante os testes de atividade

antimicrobiana, esta concentracdo caira pela metade, resultando em 2,5 x 10° UFC/mL.

3.6.2 Reativacio dos microrganismaos

As cepas de colecdo de cultura e de isolados clinicos foram reativados a partir de sua
cultura original em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) e
incubada a 37°C, por 24 h, em atmosfera de aerobiose. Apds esse periodo, trés a cinco
coldnias foram coletadas e suspensas em 10 mL de Caldo Sabouraud Dextrose. ApoOs
incubacdo a 37°C, por 24 h, o conjunto foi centrifugado e as células ressuspensas em 10 mL
de solucéo salina estéril (NaCl 0,9%). Em seguida, a concentracdo de células foi determinada
com auxilio de espectrofotometro, utilizando-se o comprimento de onda de 530 nm. A
densidade celular foi estabelecida na absorbancia de 0,1, equivalente a concentragdo de 1,0 x
10° células/mL (CLSI, 2008).
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3.6.3 Determinacio da atividade antifingica

A atividade antifingica do extrato hidroetanodlico da casca do caule de Anacardium
ocidentalle foi determinada segundo a normatizacdo M27-A3 do Clinical Laboratory and
Standards Institute (CLSI), por meio da técnica da microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008). A
partir desta, foram obtidas a CIM e a CFM das fragdes do extrato frente as cepas de colecéo
de cultura e de isolados clinicos.

Microplacas de fundo chato com 96 pocos (Cralpast, Cotia, Brasil) foram preparadas
inserindo-se 100 pL de Caldo Sabouraud Dextrose em todos 0s po¢os. Em seguida, 100 pL do
extrato de A. occidentale (4000 pg/mL) foram inseridos na primeira fileira de pocos da
microplaca. Dilui¢Ges seriadas (1:2) foram entdo realizadas por meio da transferéncia de 100
ML aos pogos subsequentes. Em seguida, 100 pL da suspensdo dos microrganismos (diluido
1000x em Caldo Sabouraud Dextrose). Concentragdo: 1 x 10° UFC/mL) foram inseridos em
todos os pocos. Desse modo, 0 extrato foi ensaiado entre o intervalo das concentragdes 1000
pg/mL e 7,8 pg/mL. Controle de viabilidade dos microrganismos (auséncia de
antimicrobiano), bem como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de
inoculacdo de microrganismos nos pocos), e do veiculo (etanol a 40%) foram realizados para
garantir acuracia do método. Controle farmacolégico com nistatina e fluconazol (controle

positivo) foi realizado nas concentragcdes que variam de 64 a 0,5 pg/mL.

Figura 3. Imagem durante a execucdo dos ensaios microbioldgicos no laboratério.

Fonte: Proprio autor.
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As placas foram entdo incubadas a 37°C, por 24-48 h, em aerobiose. Apds esse
periodo, a CIM foi definida como a menor concentragdo das substancias capaz de inibir o
crescimento visivel dos microrganismos avaliados. A viabilidade dos microrganismos foi
determinada pela utilizagdo do corante resazurina (3 mM), o qual foi pipetado (50 pL) em
todos os pocos ap6s o periodo de incubacdo para determinacdo da CIM (48 h). A
metabolizacdo do corante pelos microrganismos viaveis resultou na produgdo de um pigmento
de cor rosa. A CIM foi considerada como a menor concentracdo que resultou na inibicdo do
crescimento microbiano.

A CFM foi determinada pela semeadura (10 pL) em placas de Agar Sabouraud
Dextrose, de todos 0s pogos correspondentes a concentragdes iguais ou superiores a CIM.
Apdbs semeadura, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. A CFM foi considerada a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento dos subcultivos. Essas analises foram realizadas
em triplicata.

Figura 4. Imagens ilustrativas dos experimentos da 32 triplicata da CIM (A) e da 22 triplicata da CFM (B) para a
linhagem de C. albicans (ATCC 10231), respectivamente.

Fonte: Prdprio autor.

3.7  Citotoxicidade por hemolise
3.7.1 Preparo da suspensdo de hemacias

Amostras de sangue humano dos tipos A positivo, B positivo e O positivo foram
coletadas em tubo contendo anticoagulante citrato de sédio. Aliquotas de 2 mL de sangue
total foram dispensadas em tubo e misturadas em 2 mL de solucdo fisioldgica 0,9 %, os tubos
foram centrifugados a 4000 RPM por 3 minutos, sendo o sobrenadante dispensado. Este
procedimento foi repetido trés vezes. A partir das hemécias ja lavadas foi preparada uma

suspensdo a 5 % de cada tipo sanguineo, utilizando solucéo fisioldgica 0,9 %.
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3.7.2 Preparo da solucdo teste de extrato

As solucGes testes do extrato do cajueiro utilizadas para o ensaio de citotoxicidade por
hemdlise, foram preparadas utilizando o extrato liofilizado que foi solubilizado em uma
solucdo de DMSO/Tween80/agua destilada (1/0,5/8,5 mL), na concentracdo de 2000 pg/mL,
sendo realizadas diluigdes sucessivas na propor¢do de 1:2, chegando em concentragdes de
1000 e 500 pg/mL.

3.7.3 Ensaio de citotoxicidade por hemdlise

Uma aliquota de 1 mL da suspensdo de hemécias de cada tipo sanguineo a 5 % em
solucdo fisioldgica 0,9 % foi distribuida em tubos de ensaio e homogeneizadas com 1 mL da
solucdo de extrato de A. occidentale para concentracGes finais, em tubo de ensaio teste, de
1000, 500 e 250 pg/mL e deixadas em repouso por uma hora. Apos este periodo, as amostras
foram centrifugadas a 3000 RPM por 10 minutos, em seguida foi realizada uma leitura da
absorbéancia do sobrenadante em espectrofotémetro (Biosystem BTS-310), no comprimento
de onda de 540 nm. Como controle positivo de hemdlise foi utilizado o liquido de Turk
(resultando em 100 % de hemolise), como controle negativo foi utilizada a solucdo salina 0,9
% (resultando em 0 % de hemdlise) e ainda foi incluido o controle da solucdo de
DMSO/Tween80/agua destilada (1/0,5/8,5 mL) onde foi solubilizado o extrato. Como branco
foi utilizada a suspensdo de hemécias a 5 % e o extrato liofilizado. Os resultados foram
expressos em porcentagem de hemdlise para cada concentracdo diante de cada um dos tipos
sanguineos testados (PINTO et al., 2012).

Figura 5. Imagem ilustrativa dos experimentos de citotoxicidade por hemélise em eritrécitos humanos.

/‘.V‘IIW’s""

Fonte: Proprio autor
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4 RESULTADOS

4.1  Screening fitoquimico

4.1.1 Saponinas

O resultado positivo para a investigacdo da presenca de saponinas no composto se da
caso haja espuma persistente ap0s 2 minutos continuos de agitacdo vigorosa da solucdo mae,
como descrito nos Materiais e Métodos. Neste teste, foi possivel observar a presenca dessa
formacdo na superficie do liquido no tubo, evidenciando resultado positivo.

4.1.2 Polissacarideos

Para caracterizar a presenca de Lugol no extrato seria necessario que, apos o contato
da substancia com a solucdo mae, houvesse alteracdo da coloragédo do composto para um tom
azulado, o que ndo ocorreu, caracterizando resultado negativo, como observado na Figura 6.

Figura 6. Imagens dos testes de identificacdo da presenca de saponinas (A e B) e polissacarideos (C e D),
respectivamente, no extrato, com destaque para a presenga da espuma persistente na primeira amostra, indicando
resultado positivo.
g Sapeninas
(teste) dajespuma))

4.1.3 Taninos e fenodlicos totais

A mudanca consistente de coloracdo e formacdo de precipitado na solugdo mae apés a
adicdo de solucdo alcodlica de cloreto de ferro a 1% indicou resultado fortemente positivo
para a presenca de taninos e fendlicos totais. O liquido com o extrato passou de uma
coloracdo acastanhada para um tom de azul escuro altamente concentrado, como pode ser

observado na Figura 7.
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4.1.4 Flavonoides

Para confirmar a presenca de flavonoides no extrato seria necessario que, apos
preparada uma mistura com a solucdo mae acrescida de metanol, acido cloridrico concentrado
e raspas de magnésio, uma coloracdo roseo-alaranjada surgisse, 0 que ndo ocorreu,

caracterizando resultado negativo, que estd demonstrado na Figura 7.

415 Esteroides e tripertenos

Na investigacdo da presenca de esteroides e tripertenos seria necessario que a solucédo
mée dissolvida em cloroférmio, filtrada em carvédo ativado e acrescida de anidrido acético
resultasse em um liquido de uma coloragéo azul ou verde, o que ndo aconteceu, confirmando

o resultado negativo, evidente na Figura 7.

Figura 7. Imagens dos testes de identificacdo da presenca de taninos e fenolicos totais (A), flavonoides (B) e
esteroides e tripertenos (C), respectivamente, com destaque para a presenca da coloracdo fortemente azulada na
primeira amostra, indicando resultado positivo.

Fonte: Prdprio autor.

4.1.6 Alcaloides

A dissolugdo do extrato em acido cloridrico a 5% com posterior filtragem e adicdo
separadamente de trés reagentes especificos (Bouchard, Dragendorff e Mayer) deu origem a
uma precipitagdo e turvagdo nos tubos com as amostras, apontando resultado positivo.
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Figura 8. Imagem dos testes de identificacdo da presenca de alcaloides, com destaque para a presenca da

precipitacdo e da turvacdo com os reagentes de Mayer e Dragendorff, respectivamente, evidenciando resultado
positivo.
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Fonte: Prdprio autor.

4.1.7 Qualificacdo fitoguimica

Os resultados das analises do screening fitoquimico do extrato de cajueiro estdo
dispostos na Tabela 1, cuja qualificacdo dos compostos estd identificada de acordo com a

seguinte legenda: (+++) fortemente positivo; (++) moderadamente positivo; (+) positivo; (-)
negativo.
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Tabela 1. Comparativo dos resultados qualitativos da presenca de compostos no extrato de A. occidentale.

EXPERIMENTO EVIDENCIA QUALIFICACAO

5 mL da solucdo mée sdo diluidos em
15 mL de &gua destilada. O tubo € Surgimento de uma

Saponinas agitado vigorosamente durante 2 espuma persistente. + +
minutos.
Polissacarideos 5 mL da solugdo mée séo colocados Aparecimento da -
em contato com Lugol. coloracéo azul.
Taninos e Qualquer mudanca
Adicéo de solugdo alcodlica de cloreto na coloragdo ou + 4+ +
Fendlicos Totais  férrico a 1% em 5 mL da solugédo mée. formacéo de

precipitado.

A solugdo mde é dissolvida em 24 mL

Flavonoides de metanol. Acrescenta-se acido
cloridrico concentrado e raspas de

Surgimento de uma
coloracéo rdsea-

magnésio a 10mL dessa solugéo. alaranjada.
Dissolve-se a solugdo mae em 15 mL Rabido
: de cloroféormio. Em seguida, 10 mL desenvoﬁvimento
Esteroides e dessa solugdo sdo filtrados sobre q
~ . ; as cores, que =
. carvao ativado. Posteriormente variam do azul
Tripertenos adicona-se 1 mL de anidrido acético e

evanescente ao

agita-se. Logo apds, adiciona-se acido Vet [PerSETE

sulfarico concentrado e agita-se.
A solucdo mée é dissolvida em 5 mL
) de solucdo de é&cido cloridrico 5%. A precipitacdo ou
Alcaloides Apos filtragem, a solucéo é submetida turvacdo em pelo +++
separadamente a trés reagentes: menos um reagente.
Bouchard, Dragendorff e Mayer.

Fonte: Proprio autor.

4.2 Determinacéo da atividade antifungica

A atividade antifangica de A. occidentale foi determinada através das analises da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) frente
cada cepa analisada no estudo, bem como a partir da caracterizacdo da atividade antifingica
com base na razdo CFM/CIM, de acordo com Siddiqui et al., (2013).

Tabela 2. Distribuicdo da CIM e da CFM do extrato de A. occidentale e controles positivos de acordo com as
espécies de Candida. Os valores de CIM e CFM foram expressdes em pg/mL.

Extrato Nistatina Fluconazol
Leveduras CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFMI/CIM

C. albicans (Al) 250 >1000 >4 64 >64 >1 >64 >64 >1
C. albicans (A2) 500 >1000 >2 >64 >64 >1 >64 >64 >1
C. albicans

(ATCC 10231) 250 >1000 >4 16 32 2 >64 >64 >1
C. glabrata

(ATCC 90030) 250 >1000 >4 16 64 4 >64 >64 >1
C. krusei (ATCC 34135) 500 >1000 >2 32 >64 >2 >64 >64 >1
C. tropicalis (ATCC 750) 250 >1000 >4 32 64 2 >64 >64 >1

Fonte: Prdprio autor.
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Neste estudo pode-se observar que o extrato de cajueiro apresentou potencial atividade

de inibicdo sobre o crescimento de todas as espécies do género Candida, apresentando valores

de CIM entre 250 pg/mL e 500 pg/mL e CFM com valores >1000 pg/mL, com atividade

fungistatica sobre as espécies estudadas.

4.3 Ensaios de citotoxicidade

Uma vez que, foi demonstrada atividade antimicrobiana e presenca de compostos

ativos para o extrato avaliado, tornou-se importante conhecer a citotoxicidade por meio de

hemolise sobre eritrocitos humanos que o mesmo poderia apresentar. Os resultados dos testes

estdo dispostos nos Graficos 1, 2 e 3, em comparacao ao controle negativo.

Gréfico 1. Efeitos hemoliticos do extrato de A. occidentale em eritrcitos humanos do tipo sanguineos A, em

comparacao ao controle negativo.

100%
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C: controle CV: controle do veiculo Ae: A. occidentale

Sangue tipo A

0% 2,30% 0,48% 2,49% 9:42%
y (o] y 0o ’
I
C() Ccv Ao Ao Ao

250pg/mL  500pg/mL 1000ug/mL

Fonte: Prdprio autor.
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Gréfico 2. Efeitos hemoliticos do extrato de A. occidentale em eritrdcitos humanos do tipo sanguineos B, em
comparacao ao controle negativo.

Sangue tipo B
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100%
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0% ,0U%0 0,67% 2,11%
° I ° — -_
C(+) C() cv Ao Ao Ao
250pg/mL 500pg/mL 1000pg/mL

. Fonte: Prdprio autor.

Gréfico 3. Efeitos hemoliticos do extrato de A. occidentale em eritrdcitos humanos do tipo sanguineos O, em
comparacdo ao controle negativo.

Sangue tipo O
C: controle  CV: controle do veiculo  Ao: 4. occidentale |
100%
11,80%

0 3,02% 1,249% 3,72%

0% it D e HH
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250pg/mL 500pg/mL 1000ug/mL

Fonte: Proprio autor.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que o0s microrganismos tolerantes aos farmacos antimicrobianos
convencionais estdo se disseminando mais rapidamente que a producdo e a introdugdo no
mercado de novos compostos capazes de combaté-los (LING et al., 2015). Em face disso, é de
extrema importancia que sejam elucidados o0s mecanismos pelos quais as leveduras
desenvolvem resisténcia aos tratamentos disponiveis atualmente, para que novas estratégias
possam ser elaboradas (QUINTANA et al., 2017; LEE et al., 2020).

Diferentes tipos de metabdlitos secundarios como taninos, compostos fendlicos e
alcaloides estdo presentes na composic¢do fitoquimica de extratos de plantas medicinais e
apresentam atividades antimicrobianas respaldadas pela literatura (RIBEIRO et al., 2020).
Particularmente, a triagem fitoquimica das partes que constituem o cajueiro demonstra que a
espécie possui diversos compostos bioativos de interesse, que podem ser utilizados no
tratamento de infecgdes por bactérias e fungos, além de combater os radicais livres
(BAPTISTA et al., 2018; SANTOS et al., 2018). O caule, em especifico, contém saponinas,
catequinas, esteroides, flavononas e taninos pirogalicos (SANTOS et al., 2018).

Diante disso, considerando-se que o resultado da triagem fitoquimica do presente
trabalho evidenciou que o extrato de Anacardium occidentale foi fortemente positivo para a
presenca de alcaloides, taninos e fendlicos totais, além da presenga moderada de saponinas, é
possivel justificar os efeitos antimicrobianos e antifungicos do cajueiro em razdo das
propriedades bioldgicas atribuidas a esses metabdlitos.

Os achados do presente estudo sdo semelhantes aos descritos por Santos (2011), que
também identificou a presenca de compostos fendlicos e alcaloides em sua analise. A nédo
identificacdo de determinados compostos tradicionalmente encontrados em plantas medicinais
pode ter relacdo com a regido do vegetal utilizada na elaboracdo do produto, uma vez que, de
acordo com Silva (2012), o extrato do caule de A. occidentale foi 0 que apresentou 0 menor
percentual de bioativos identificados em comparacao as formulagdes provenientes das folhas
e das flores do cajueiro.

As atividades antimicrobianas e antioxidantes dos extratos de A. occidentale podem
ser atribuidas a presenca de taninos nas suas partes constituintes (FREIRE et al., 2017). Os
autores sugerem que produtos originados a partir dessa matéria-prima podem ser uma
alternativa promissora em preparagdes farmacéuticas e cosméticas em substituicdo aos

antioxidantes sintéticos toxicos. Ainda nessa perspectiva, o estudo de Chaves et al., (2010)
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obteve dados consoantes aos resultados do presente trabalho, no qual compostos fendlicos
também foram encontrados em grandes quantidades no extrato etandlico das cascas do caule
do cajueiro.

Os extratos obtidos a partir de Anacardium occidentale se destacam pela comprovada
atividade antifungica (SILVA et al., 2020). Tal efeito é relatado nas varias partes constituintes
do cajueiro, como folhas (SHOBHA et al., 2018), flores e caule (SILVA et al., 2016),
podendo a planta ser uma importante e promissora fonte de compostos terapéuticos
alternativos para o tratamento de infecgdes.

Com base nos valores de CIM, o extrato de A. occidentale demonstrou potencial
antimicrobiano ativo (CIM < 1000 pg/mL) (Holetz et al., 2002; Morales et al., 2008) em
todas as cepas de Candida spp testadas. Também de acordo com a mesma literatura,
observou-se atividade moderada (CIM: 100-500 pg/mL) (Holetz et al., 2002; Morales et al.,
2008) em todas as linhagens. A razdo CFM/CIM indicou atividade fungistatica do extrato do
cajueiro (MFC/MIC > 4) (Siddiqui et al., 2013) em todas as cepas de Candida ssp.

Nduche, Nkaa e Ibem (2018) verificaram que os graus de inibi¢cdo de crescimento de
microrganismos dependem da concentracdo dos extratos vegetais estudados. No presente
trabalho, o extrato da casca do caule de Anacardium occidentale apresentou atividade
inibitoria contra todas as cepas utilizadas nos testes (CIM).

As linhagens das espécies estudadas C. albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC
90030), e C. tropicalis (ATCC 750), apresentaram valores CIM semelhantes (250 pg/mL).
Vale ressaltar que, o isolado clinico C. albicans (Al), demonstrou a mesma sensibilidade a
acdo do extrato em relacdo a cepa de C. albicans (ATCC 10231). Esse dado é de grande
importancia, uma vez que, as cepas clinicas estdo expostas aos antifingicos convencionais
desenvolvendo resisténcia regularmente. Neste estudo pode-se observar o potencial
antifingico do extrato sobre o crescimento desses microrganismos. As cepas de C. krusei
(ATCC 34135) e C. albicans (A2) apresentaram maior resisténcia a acdo do extrato (500
pg/mL) quando comparado as demais linhagens.

Os resultados deste estudo corroboram com a literatura ja existente acerca do potencial
antifingico das partes de Anacardium occidentale L. sobre Candida spp, destacando-se a
atividade inibitoria sobre o crescimento de Candida albicans (SILVA et al., 2016; SHOBHA
et al. 2018; ALIA et al., 2016).
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Jung et al., (2015) estudaram a fungemia de Candida em pacientes com cancer na
cidade de Houston, no Texas, EUA. Foi constatado um acentuado aumento de infeccdes
incomuns causadas por esses microrganismos na corrente sanguinea de pacientes com
neoplasias malignas. Sousa et al., (2016) isolaram espécies de Candida em pacientes com
malignidades orogastricas. Foi possivel encontra-las em 85% dos individuos afetados, sendo
Candida albicans a espécie mais prevalente.

Diante do exposto, uma das grandes contribuicdes desta pesquisa diz respeito a
atividade inibitoria que o extrato demonstrou sobre C. albicans (ATCC 10230), uma vez que
a espécie compreende atualmente a levedura mais frequentemente encontrada nas infec¢oes
fangicas em seres humanos. (ROCHA et al., 2021). Esse fato, associado aos mecanismos
multifatoriais de resisténcia desenvolvidos por essa espécie, gerou um grave problema de
satde publica (LOPEZ-AVILA et al., 2016; VIEIRA; SANTOS, 2017), com altos niveis de
mortalidade, sobretudo em populagcdes imunocomprometidas (VIEIRA; NASCIMENTO,
2017), chamando a atencdo da comunidade cientifica para a urgéncia no estabelecimento de
diferentes manejos clinico-terapéuticos.

A sensibilidade de C. glabrata e C. krusei ao extrato do cajueiro também possui
relevancia particular no cenario epidemioldgico global, uma vez que representam,
respectivamente, a segunda e a terceira infec¢gbes mais comuns pelo género Candida no
mundo (ROCHA et al., 2021). Somado a isso, a literatura demonstra que as espécies vém
desenvolvendo tolerancia ascendente ao Fluconazol, o que prejudica as terapias das infec¢Bes
por essas linhagens utilizando o farmaco padrdo (PARRA; CARDENAS, 2016; JAMIU et al.,
2021).

Com relacdo as Concentracbes Fungicidas Minimas (CFM), nenhuma cepa
demonstrou-se sensivel ao extrato nas concentracbes analisadas, com todas as espécies
apresentando CFM > 1000. Diante desses dados, embora outras analises sejam necessarias, é
possivel afirmar que o extrato hidroetandlico da casca do caule do cajueiro é uma formulacdo
estritamente fungistatica.

Uma vez que, foi demonstrada atividade antimicrobiana e presenca de compostos
ativos para o extrato avaliado, tornou-se importante conhecer a citotoxicidade por meio de
hemdlise sobre eritrocitos humanos que 0 mesmo poderia apresentar. O teste de atividade
hemolitica com eritrocitos aqui utilizado, bem como outros ensaios de citotoxicidade, tem
sido amplamente divulgados na literatura para investigar o potencial citotdxico de extratos de
plantas medicinais (FIGUEIREDO JUNIOR et al., 2019).
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Os resultados desses testes sugerem que nas concentracOes testadas de hemdlises, o
extrato de A. occidentale apresentou baixa atividade hemolitica (< 40%) em comparacdo com
o0 controle positivo para todas as concentragdes testadas de todos os tipos sanguineos (Rangel
et al., 1997). Assim, a citotoxicidade do extrato do cajueiro parece ser insignificante, o que é
desejavel para uso clinico futuro. Os resultados obtidos corroboram com o trabalho de Costa
et al., (2021), que ja havia relatado a baixa toxicidade em células humanas que o extrato do
cajueiro produz. Os achados toxicoldgicos obtidos neste estudo confirmaram parcialmente
que o extrato é biologicamente compativel com eritrocitos humanos. Contudo, ainda séo
necessarias outras avaliacdes toxicoldgicas mais completas em modelos in vivo.

E valido ressaltar que a hemolise ligeiramente superior causada pelo extrato em
concentracfes mais altas pode ser resultado da presenca de compostos fitoquimicos como as
saponinas, que sdo conhecidas por apresentarem propriedades hemolisantes (Coleman et al.,
2010). Por fim, tomados em conjunto, os resultados deste estudo apoiam a Gtica de que mais
pesquisas devem se concentrar em outros ensaios toxicologicos, tais como a triagem
toxicoldgica aguda e crdnica e a atividade mutagénica do extrato da casca do caule de A.

occidentale, utilizando outros modelos relevantes de testes.
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6 CONCLUSAO

O extrato da casca do caule do cajueiro possui em sua composicéo alcaloides, taninos
e compostos fendlicos em abundancia. Os testes também evidenciaram a presenca moderada
de saponinas na solucdo extrativa. Esses compostos sao relatados na literatura recente como
metabolitos bioativos de interesse clinico. Desse modo, pode-se afirmar que as atividades
terapéuticas atribuidas ao vegetal estdo diretamente relacionadas a presenca dessas
substancias.

Nos ensaios microbioldgicos, o extrato demonstrou possuir atividade inibitoria frente
ao crescimento de todas as cepas de Candida sp utilizadas nesse estudo, ficando evidente o
potencial antifungico do produto. Esses dados podem ser importantes para o desenvolvimento
de produtos alternativos para o combate de infecces fungicas por leveduras resistentes aos
medicamentos antimicrobianos tradicionalmente utilizados.

Outro importante achado dessa pesquisa faz referéncia ao baixo poder de hemolise do
extrato frente aos eritrocitos humanos, ficando evidente a baixa citotoxicidade da solucdo nas
células sanguineas. Sugere-se, portanto, que o extrato da casca do caule de A. occidentale é
seguro para uma possivel utilizacdo clinica futura, embora estudos in vivo mais amplos sejam
necessarios.

Fica evidente, portanto, que o extrato da casca do caule de A. occidentale possui
grande destaque na perspectiva do desenvolvimento sustentdvel de novos produtos para a
terapia complementar de infec¢fes fungicas em seres humanos, podendo ser uma fonte segura

eficaz de compostos de interesse clinico.
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