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RESUMO: A atividade antimicrobiana do extrato da casca do caule de Anacardium occidentale L.,
foi avaliada em trés culturas de bactérias isoladas de biofilme dental. A atividade antimicrobiana foi
conduzida em placa de Petri pelo método de difusdo para determinag@o da Concentragio Inibitoria
Minima (CIM) e Concentragao Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA). Inibig¢do aureolar (CIM)
foi observada com concentracdes de 12,5 mg/mL em S. mutans e 6,25mg/mL em S. mitis e S.
sanguis. Os resultados sugerem que o extrato tem efeito na CIMA em concentragdes de 0,31 mg/
mL em S. mutans e S. mitis e de 0,15 mg/mL em S. sanguis e pode ser usado terapeuticamente na
odontologia como agente antibacteriano.

Unitermos: Anacardium occidentale, atividade antimicrobiana, biofilme dental.

ABSTRACT: “In vitro antimicrobial activity of an extract of Anacardium occidentale L.
against Streptococcus species”. The antimicrobial activity of the extract of the stem bark of
Anacardium occidentale L., was evaluated in three cultures of bacteria of the dental plate. The
antimicrobial activity was assayed in Petri dishes using the diffusion method for determination of
the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal inhibitory concentration of adherence
(MICA). Aureolar inhibition (MIC) was observed with concentrations of 12.5 mg/mL in S. mutans
and 6.25 mg/mL in S. mitis and S. sanguis. The results suggest that the extract has effect in the
MICA in concentrations of 0.31 mg/mL in S. mutans and S. mitis and of 0.15 mg/mL in S. sanguis
and therapeuticly can be used in the dentistry as an antibacterial agent.
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INTRODUCAO aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Salmonella typhi (Laurens et al, 1992). O espectro da
atividade antimicrobiana do extrato da casca do caule
foi analisado em culturas de Klebsiella pneumoniae
que sdo resistentes a estreptomicina (Akinpelu, 2001).
Todavia existem poucos relatos a respeito da atividade

antimicrobiana de extratos sobre o biofilme dental.

O namero de estudos de avaliagdo de
compostos quimicos no controle da placa bacteriana ou
biofilme dental tem crescido em todo mundo de acordo
com Ryscky, 1991; Lindhe, 1999; Akinpelu, 2001).
Recentemente, varios estudos tém relatado atividade

antimicrobiana de extratos de plantas (Ueno, 2001).
Kakiuchi (1996) estudou a atividade antimicrobiana de
extratos da Galla rhois, Paeoniae rubrae ¢ Uvae ursi
contra Streptococcus mutans. Os estudos de Paolino e
Kashkett (1985) demonstraram a acao in vitro do extrato
de cacau na inibi¢do da enzima glicosiltransferase (GTF),
que ¢ responsavel pela formagdo de polissacarideo
extracelular por S. sanguis e S. mutans.

O extrato da casca do caule de Anacardium
occidentale L., que ¢ largamente distribuida no Nordeste
brasileiro, possui atividade antimicrobiana em diferentes
organismos como Proteus morganii, Pseudomonas
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O objetivo deste estudo foi determinar a atividade
antimicrobiana in vitro do extrato da casca do caule de
A. occidentale L. em culturas de S. mitis, S. mutans e S.
sanguis. E avaliar o efeito inibitorio de doses dependentes
de aderéncia da bactéria na superficie da placa de vidro.

MATERIAL E METODO
Material botanico

Para a obteng¢do do extrato bruto seco (EBS)
colheu-se cascas do caule de Anacardium occidentale
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L. depositadas no NUPA (Nucleo de Pesquisa e
Processamento de Alimentos/ UFPB) e identificadas
por J. R. LIMA do herbario “Prof. Lauro Pires Xavier”,
na mesma Universidade. As amostras encontram-se
depositadas no referido herbario, sob o nimero 315000
JPB.

O material foi seco a sombra em temperatura
ambiente durante 24h. Em seguida foi colocado na estufaa
33°C durante uma semana, sendo posteriormente triturada
a po. A extragdo foi feita em solugdo hidroalcodlica a
70%v/v e, apdés uma semana de maceragdo, foi obtido
o extrato bruto por filtragdo. O extrato foi colocado
em evaporador rotativo a 40°C, para se obter o extrato
seco, porém o extrato ndo chegou a secura total, sendo
necessario um procedimento adicional, que foi levar o
extrato para o dessecador a temperatura ambiente. Apos
15 dias no dessecador, obteve-se o extrato bruto seco
(EBS). O rendimento foi de 18%.

Cepas bacterianas

Trés culturas padroes de S. mitis, S. mutans e S.
sanguis foram obtidas mediante solicitagdo na Fundagdo
Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tozello”
(Campinas — SP) e no Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo
— SP), respectivamente. Foram replicadas em Agar
Sangue inclinado (“slants”), e posteriormente estocados
repicadas no Laboratorio de Genética de Microrganismos

— Departamento de Biologia Molecular/CCEN da
Universidade Federal da Paraiba.

Determinacio da atividade antimicrobiana e da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do extrato de
Anacardium occidentale

A atividade antimicrobiana em placas foi
determinada pela técnica de pogos por difusdo em agar
para o screening ¢ para a determinacdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) do extrato de Anacardium
occidentale sobre as cepas bacterianas. As cepas
bacterianas foram cultivadas em caldo enriquecido Brain
Heart Infusion (BHI — DIFCO); incubadas a 37 °C por
18-20 horas em microaerofilia pelo método da chama da
vela. Foram realizadas perfuragdes no meio de cultura
(agar Mueller Hinton — DIFCO) de aproximadamente 6
mm de didmetro. Nos pogos foram colocados volumes
de 50 uL da solugdo do extrato, com concentragdes
variando de 50 a 0,04 mg/mL. As placas foram incubadas
em estufa bacteriologica a 37 °C em microaerofilia,
por um periodo de 24 horas. Foram realizados estudos
comparativos com a clorexidina 0,12%; os ensaios foram
realizados em duplicata frente a cada linhagem ensaiada.
A CIM foi considerada a menor concentragdo do extrato
que inibiu completamente o crescimento bacteriano, ou
seja, apresentou halo de inibig8o.

Tabela 1. Concentracéo Inibitoria Minima em meio solido do extrato de A. occidentale, sobre S. mitis, S. mutans e S. sanguis.

Diametro dos halos de inibigdo (mm)

Linhagens bacterianas

Concentragdo do extrato (mg/mL)

50
S. mitis 19
S. mutans 16
S. sanguis 18

25 12,5 6,25 3,12
15 14 12 0
12 11 0 0
15 14 12 0

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima em meio s6lido do gluconato de clorexidina a 0,12% sobre S. mitis, S. mutans e S.

sanguis.

Didmetro do halos de inibi¢ao (mm)

Linhagens bacterianas

Concentragdo do gluconato de clorexidina a 0,12%

0,12 % 0,06% 0,03 %
S. mitis 19 16 14
S. mutans 16 18 17
S. sanguis 18 18 15

0,015 % 0,0075 % 0,00375 % 0,001875 %
12 10 0 0
14 14 0 0
14 12 0 0

Tabela 3. Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do extrato do A. occidentale, sobre S. mitis, S. mutans ¢ S.

sanguis.

Linhagens bacterianas

Extrato de A. occidentale CIMA (mg/mL)

S. mitis
S. mutans
S. sanguis

0,31
0,31
0,15
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Figura 1. Atividade antimicrobiana do extrato bruto da casca do caule de A4.

occidentale L. a 5% sobre S. mutans, nas concentragdes de S0Omg/mL (1); 25
mg/mL (2); 12,5 mg/mL (3); 6,25 mg/mL (4) e 3,12 mg/mL (5).

Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima e
de Aderéncia (CIMA)

A Concentragdo Inibitéria Minima e de
Aderéncia (CIMA) da bactéria ao vidro foi determinada
na presenca de sacarose a 5%, usando-se concentragdes
crescentes ¢ dobradas da solugdo diluida do extrato,
variando de 50 a 0,04 mg/mL. A partir do crescimento
overnight as cepas foram sub-cultivadas a 37 °C em caldo
Mueller-Hinton (DIFCO), em microaerofilia, por um
periodo de 24 horas obtendo-se um indculo de 10 UFC/
mL. Foram distribuidos 1,8 mL do subcultivo em tubos
de hemolise e em seguida foram adicionados 0,2 mL da
solugdo correspondente a escala do extrato. A incubagdo
foi feita a 37 °C por 24 horas em microaerofilia, com os
tubos inclinados a 30 °C. A leitura foi realizada através
da observagdo visual da aderéncia da bactéria as paredes
do tubo apds a agitagdo do mesmo. A CIMA foi definida
como a menor concentragdo do agente antibacteriano em
meio com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de
vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle quimico do biofilme dental e a
prevengdo da carie dentaria tém sido investigada ha
décadas. Um agente antibiofilme deve apresentar
propriedades tais como: substantividade, inocuidade aos
tecidos bucais, redugdo significante do biofilme bacteriano
e gengivite, inibicdo da calcificagdo do biofilme, ndo
favorecer o desenvolvimento de bactérias resistentes, ndo
manchar os dentes, como também ndo alterar a gustagao.
Entretanto, nenhum produto comercialmente disponivel

preenche todos estes requisitos, apresentando alguns
efeitos colaterais ou pouca eficiéncia (Lindhe, 1999).

E dificil a erradicagdo de bactérias em biofilme,
bem como em abscessos com antibidticos, possivelmente
devido a diminuigdo da taxa de crescimento bacteriano ou
a protecdo mecanica oferecida pelo biofilme bacteriano.
A busca de terap€uticas alternativas representa a principal
finalidade do estudo das propriedades do extrato de
plantas.

Algumas plantas t€m sido pesquisadas com o
intuito de combater as infecgdes que acometem a cavidade
bucal, principalmente as originadas pela presenca
do biofilme bacteriano. Ensaios in vivo utilizando a
camomila (Matricaria recutita L.) como dentrificio
demonstram uma redugdo na gengivite em 97% dos casos
relatados (Ryscky, 1991). Estudos recentes mostraram
a potencialidade da Punica granatum na inibicdo do
crescimento bacteriano das linhagens Streptococcus
mitis, S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus e Lactobacillus
casei como também na inibicdo da sintese de glucano
representada pela aderéncia ao vidro, sugerindo o
emprego do extrato de ruma, como meio alternativo, ao
controle desses microrganismos na formacao do biofilme
(Pereira et al., 2006).

No presente estudo, as cepas bacterianas de
S. mitis, S. mutans e S. sanguis, foram susceptiveis a
acdo do extrato do caule A. occidentale. A inibi¢do do
crescimento apresentou-se homogénea, de acordo com o
grau de concentracdo do extrato da planta. Houve uma
diminuicdo proporcional do didmetro dos halos a medida
que a concentracdo do extrato foi diminuida,conforme a
tabela 01.

Com relagao a clorexidina a 0,12% observamos
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resultados semelhantes aos resultados da agdo do extrato,
conforme tabela 02.

O Dbiofilme dental ¢ wuma pelicula de
microrganismos que se desenvolve naturalmente sobre
as superficies dos dentes. Nas fases iniciais do seu
processo de formagao, o biofilme bacteriano necessita de
polissacarideos extracelulares, principalmente o mutano,
pouquissimo soluvel e de alta viscosidade, permitindo a
adesdo, interagdo e multiplicagdo das bactérias. Por isso,
neste periodo inicial ha necessidade destes conhecimentos
para um maior controle desta placa, evitando-se a
instalag@o da carie dentaria ¢ da doenga periodontal.

No presente estudo particularmente, o extrato
do caule do cajueiro apresentou potencial atividade
antimicrobiana sobre S. mutans, conforme mostra a figura
0l.

Ao extrato do 4. occidentale L., sdo atribuidas
diversas propriedades farmacoldgicas, tais como:
antidiabético, antiinflamatoério,  antitussigeno,
antisifilitico, diurético e cicatrizante (Oliveira; Saito,
1987/1989; Jorge etal., 1996; Falcdo et al., 2005; Barbosa-
Filho et al., 2005). Estudos sobre o efeito antiinflamatorio
do extrato da casca do cajueiro foram atribuidos a presenga
de taninos, que demonstraram atividade em ambos os
modelos de inflamagdo aguda e cronica (Mota, 1982). O
screening para atividade antibacteriana de varias plantas
medicinais foi realizado na Nigéria, e o extrato da folha e
casca do Anacardium occidentale mostrou boa atividade
sobre E. coli e P. aeruginosa, bactérias Gram negativas
(Kudi et al, 1999).

A atividade antimicrobiana de diferentes tinturas
sobre S. mutans e S. sobrinus, foram analizasdos por
Gebara et al (1996) demonstrando que o tomilho, cacau e
propolis sdo efetivos na inibi¢do de tais microrganismos,
como também apresentam atividade de inibi¢do de sintese
de glucano. No entanto, as tinturas de camomila, malva e
salvia ndo exerceram atividade antimicrobiana.

Nesse estudo, o extrato do caule do A.
occidentale foi efetivo na inibi¢do da aderéncia das trés
cepas testadas, representada pela auséncia de aderéncia ao
vidro na presenga de sacarose; particularmente, a maior
eficacia do extrato ¢ observada sobre o S. sanguis, agente
mais importante na fase inicial de deposi¢do do biofilme
bacteriano. Os resultados sdo promissores uma vez que
esses microrganismos sao 0s maiores responsaveis pela
formagédo do biofilme bacteriano.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho
mostram a importancia das indicagdes terapéuticas das
plantas medicinais. Assim podemos concluir que o extrato
hidroalcodlico de A. occidentale apresenta atividade
antibacteriana in vitro sobre S. mitis, S. mutans e S.
sanguis, presentes no biofilme bacteriano supragengival,
como também atividade inibitoria minima de aderéncia.
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