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RESUMO

A saúde pública é um problema persistente no país, envolvendo principalmente a

população  mais  carente  e  que  reside  em  regiões  com  maiores  desigualdades

sociais,  como  o  Nordeste  brasileiro.  A  Anacardium  occidentale é  uma  espécie

tropical,  encontrada  em  vários  países,  originada  do  Nordeste  do  Brasil.  Possui

grande  poder  terapêutico  e  tem  sido  utilizada  para  tratamento  de  doenças  por

diversas comunidades tradicionais, principalmente através do extrato das folhas. A

Escherichia coli é uma espécie de bactéria gram-negativa que causa desordens no

sistema gastrointestinal  do  ser  humano,  sendo resistente  a  diversos antibióticos,

tornando-a  um  problema  de  saúde  pública.  Neste  trabalho,  foi  realizada  a

caracterização do extrato aquoso de folhas de  A. occidentale na concentração de

5% através do método de maceração.  Foram determinadas a dosagem proteica, a

dosagem fenólica total e de taninos. Foi realizada a investigação da presença de

lectinas por meio da atividade hemaglutinante (AH) e da presença de proteases pela

atividade  proteolítica  total.  Também foi  avaliada  a  atividade  hemolítica  utilizando

eritrócitos humanos com o extrato na concentração de 14 mg/ml. Foi investigado os

efeitos bacteriostática e bactericida do extrato contra isolado de E. coli. A dosagem

de proteína foi de 10,8 mg/ml, a de fenóis totais foi de 28,33 mg EAT/g e o teor de

taninos foi de 28,33 mg EAT/g. Houve aglutinação de eritrócitos com o extrato na AH

e foi inibido por azocaseína, caseína, albumina, glicose e galactose, resultando em

0,75, 0,75, 0,75, 189,63, 189,63  Título(-1)/mg/ml, respectivamente, nos valores da

atividade  hemaglutinante  específica  (AHE),  indicando  a  presença  de  lectinas  no

extrato. A atividade proteolítica indicou a presença de proteases, com o resultado de

0,898 U. Não foi detectada atividade hemolítica. A atividade antibacteriana contra E.

coli  foi  positiva,  apresentando ambos CMI e CMB de 1,06 mg/ml,  demonstrando

potencial  bactericida.  O extrato de folhas de Anacardium occidentale se mostrou

uma  ótima  fonte  de  estudo  para  tratamento  antibacteriano  complementar  e

fitoterapia.

Palavras-chave: antibacteriano; lectinas; fitoterapia.



ABSTRACT

Public  health  is  a persistent  problem in the country,  mainly  involving the poorest

population  living  in  regions with  greater  social  inequalities,  such as  the Brazilian

Northeast. Anacardium occidentale is a tropical species, found in several countries,

originating in Northeast Brazil. It has great therapeutic power and has been used to

treat diseases by various traditional communities, mainly through the extract of the

leaves. Escherichia coli is a kind of gram-negative bacteria that causes disorders in

the human gastrointestinal system, being resistant to several antibiotics, making it a

public health problem. In this work, the aqueous extract of leaves of  A. occidentale

was characterized at a concentration of 5% through the maceration method. Protein

dosage, total phenolic dosage and tannin dosage were determined. The investigation

of the presence of lectins was carried out through the hemagglutinating activity (AH)

and the presence of proteases through the total proteolytic activity. The hemolytic

activity  was  also  evaluated  using  human  erythrocytes  with  the  extract  at  a

concentration of 14 mg/ml. The bacteriostatic and bactericidal effects of the extract

against  E. coli isolates were investigated. The protein dosage was 10.8 mg/ml, the

total  phenols was 28.33 mg EAT/g and the tannin content was 28.33 mg EAT/g.

There was agglutination of erythrocytes with the extract in the AH and it was inhibited

by azocasein, casein, albumin, glucose and galactose, resulting in 0.75, 0.75, 0.75,

189.63, 189.63 Title(-1)/mg/ml, respectively, in the specific hemagglutinating activity

(AHE) values, indicating the presence of  lectins in the extract. Proteolytic activity

indicated the presence of proteases, with a result of 0.898 U. No hemolytic activity

was detected. Antibacterial activity against  E. coli was positive, with both MIC and

MBC of  1.06 mg/ml,  demonstrating bactericidal  potential. Anacardium occidentale

leaf extract proved to be a great source of study for complementary antibacterial

treatment and phytotherapy. 

Keywords: antibacterial; lectins; phytotheraphy.
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1 INTRODUÇÃO

Apesar de ter uma das maiores economias do mundo, o Brasil  ainda está

longe de atingir  os  níveis de saúde vigentes em nações desenvolvidas.  A saúde

pública  é  um  dos  aspectos  que  permanece  um  problema,  mesmo  encontrando

progresso nos últimos anos, como com a implantação do Sistema Único de Saúde

(SUS)  (VICTORA,  2011;  PAIM,  2004).  A  presente  desigualdade  social  implica

diretamente no acesso aos serviços de saúde, sendo insatisfatória para famílias que

têm  baixo  poder  aquisitivo.  Atrelado  a  esse  fato,  essa  deficiência  impacta

negativamente em sua produtividade no trabalho devido à debilidade na saúde, que,

por sua vez, dificulta o crescimento financeiro, gerando um ciclo de difícil resolução

(NERI; SOARES, 2002).

O Brasil possui registro do uso de Medicina Tradicional e Complementar no

SUS desde  a  década de  1980,  que  foi  intensificada  após  a  criação  da  Política

Nacional  de  Práticas  Integrativas  e  Complementares  (SOUSA;  TESSER,  2017).

Dentre as práticas ofertadas, a fitoterapia ganha destaque. Sendo historicamente

conhecida e empregada, a utilização de plantas com finalidade terapêutica tem sido

observada em diversas culturas em todo o mundo (TREVISAN; SEIBERT; SANTOS,

2021).  A Organização Mundial  da  Saúde reconhece a  importância  dessa prática

como  uma  alternativa  viável  devido  seu  baixo  custo,  sendo  significante  para

populações de países em desenvolvimento, como é o caso do Brasil (REZENDE;

COCCO, 2002).  No país,  mais de 70 espécies de vegetais constam na Relação

Nacional  de  Plantas  de  Interesse  ao  SUS (RENISUS).  O  objetivo  dessa  lista  é

fortalecer  as  pesquisas  e  divulgar  informações  envolvendo  plantas  medicinais

nativas (CARVALHO, 2011).

Uma representante  dessa  lista  é  a  espécie  Anacardium occidentale  L.,  o

cajueiro, é nativa da região Nordeste brasileiro e disseminada por todas as regiões

tropicais  do mundo.  Seu potencial  terapêutico tem sido utilizado por  séculos em

comunidades  tradicionais,  além  de  ser  uma  espécie  de  grande  importância

econômica,  principalmente  nos  estados  do  Ceará,  Rio  Grande do  Norte  e  Piauí

(CHAVES  et  al.,  2010).  Possui  diversos  efeitos  benéficos,  como  antioxidante,

antitumoral,  anti-inflamatório e antimicrobiano, sendo utilizada para tratamento de

várias doenças e desordens fisiológicas (RUNJALA; KELLA, 2017).
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A utilização de extratos vegetais são formas efetivas para fins farmacológicos.

Para que seja realizado seu consumo, é preciso um rigoroso estudo da planta, de

forma  qualitativa  e  quantitativa,  com  ênfase  em  sua  composição,  através  da

caracterização  das  biomoléculas,  que  são  as  responsáveis  pelos  seus  efeitos

terapêuticos (BANOV et al., 2006).

A Escherichia coli, espécie de bactéria gram-negativa, pertencente à família

Enterobacteriaceae,  é uma das principais causas de disfunções gastrointestinais do

mundo. Acomete o sistema gastrointestinal através da contaminação, muitas vezes

fecal, da água e alimentos, tornando as populações carentes um grande alvo pela

falta de saneamento básico,  sendo tratada como um problema de saúde pública

desde  1982.  Também  é  responsável  por  cerca  de  75%  das  infecções  no  trato

urinário, podendo causar infecções sistêmicas. Seu tratamento inclui reidratação e

utilização de antibiótico (MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006) (TORTORA, 2016).

Mesmo ocasionando redução na mortalidade por doenças microbianas por

vários  anos,  o  uso  indiscriminado  e  constante  de  antibiótico  vem  promovendo

resistência bacteriana através da seleção de indivíduos resistentes, interferindo no

tratamento  contra  esses  agentes  infecciosos  devido  à  menor  eficácia  da  droga,

representando  um  potencial  de  risco  à  saúde  pública  (BACCARO  et  al.,  2001)

(COUTINHO et al., 2015). Dessa forma, o desenvolvimento e utilização de métodos

medicinais  alternativos  e  complementares  se  mostram importantes  para  atender

essa demanda.

Estudos sobre efeito de extratos de A. occidentale contra bactérias, incluindo

E.  coli,  indicaram ação  antibacteriana.  Porém,  não  há  estudos  que  envolvam o

extrato  aquoso  de  folhas  relacionados  à  concentração  mínima inibitória  (CMI)  e

concentração  mínima  bactericida  (CMB).  Assim,  por  ser  uma  espécie  de  planta

nativa e de grande acessibilidade pela população brasileira, estudar a A. occidentale

se torna opção necessária para fins de combate e tratamento de enfermidades, visto

seu alto poder terapêutico e o constante problema de saúde pública presente no

país, evidenciando a importância do conhecimento e desenvolvimento de pesquisa

para  sua  devida  utilização,  de  forma  comprovada  e  segura,  em  benefício  da

população, principalmente as mais carentes. 
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar extrato aquoso de folhas de Anacardium occidentale e investigar

seu potencial antibacteriano contra Escherichia coli.

1.1.2 Objetivos específicos

 Determinar a concentração de proteínas e fenóis totais no extrato aquoso de

A. occidentale;

 Avaliar a presença de lectinas no extrato;

 Investigar a presença de proteases no extrato;

 Avaliar a atividade hemolítica do extrato;

 Investigar efeitos bacteriostática e bactericida do extrato contra isolado de E.

coli.
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Anacardium occidentale

Pertencente à família Anacardiaceae, que possui 70 gêneros e 600 espécies,

a  A.  occidentale é uma espécie  vegetal  tropical,  popularmente  conhecida  como

cajueiro (LEITE et al., 2016). É uma árvore de porte pequeno, perene, ramificada,

com  copa  baixa  e  extensa.  Cresce  em  diferentes  tamanhos,  mas  normalmente

atinge entre 8 e 15 metros. A sua casca é marrom ou cinza, com diâmetro entre 25 e

40  cm,  lisa  ou  áspera,  com grande  e  profundo  sistema radicular.  Possui  folhas

simples  e  alternadas,  de  formas  ovais  ou  obovais,  coriáceas,  glabro  (LORENZI,

2008). Na juventude, as folhas são róseas e maleáveis, amadurecendo para verde-

escuro,  com  9  a  14  pares  de  nervuras  laterais,  amarelas  proeminentes,  com

pecíolos curtos (TAN; CHAN, 2014; LIM, 2012). As flores são vináceas, dispostas em

panículas terminais, tornando-se rosa-avermelhadas e vermelha-escuras depois da

fertilização; a inflorescência comumente é formada por flores masculinas, femininas

e hermafroditas (LIM, 2012).

Seus frutos são compostos de duas partes, a castanha (fruta propriamente

dita) e o pseudofruto, conhecido como caju (SOUZA et al.,  2017).  O caju possui

forma de rim, de cor alaranjada, vermelha ou amarelada, com consistência mole e

suculenta,  presas  à  extremidade  distal  de  um receptáculo.  A castanha  é  verde,

tornando-se escura quando madura (LIM, 2012; TAN; CHAN, 2017).

Originada no Brasil,  mais precisamente no Nordeste, ocorre principalmente

nos estados de Pernambuco, Ceará, Piauí e Rio Grande do Norte, sendo sua origem

da restinga, ocorrendo naturalmente na Caatinga, Cerrados e biomas amazônicos

(ASSUNÇÃO; MERCADANTE, 2003).  É encontrada em várias partes do planeta,

como Vietnã, Índia, Nigéria, Indonésia, Filipinas, Benim, Guiné-Bissau e Costa do

Marfim (BRITO; SILVA; RODRIGUES, 2018).

Amplamente consumido, especialmente no nordeste do Brasil, o caju possui

diversas utilizações. A principal é como alimento, seja consumido  in natura ou na

forma de suco, processado ou fresco, movimentando bastante a indústria alimentícia

(SALEHI et al.,  2020). Além do pseudofruto, a castanha também é utilizada para

consumo  devido  seu  alto  valor  energético  e  nutricional  (MELO,  2021).  Outros

subprodutos que movimentam a economia estão os doces, refrigerantes e vinhos
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derivados do pseudofruto; ração animal derivada do bagaço; na indústria de tinta,

extraindo o líquido da castanha; além de taninos, que são extraídos de vários locais

da planta. Essas aplicações somadas chegam a aproximadamente 30 subprodutos

formados, mostrando a importância econômica que a espécie possui (ALMEIDA et

al., 2017) (NUNES et al., 2013).

Em 2015,  foi  apontado  pelo  Instituto  Brasileiro  de  Geografia  e  Estatística

(IBGE) que mais de 100 mil toneladas de caju foram colhidas, onde mais de 99%

foram na região Nordeste. A região Sudeste do Brasil aumentou significativamente o

consumo de caju em seu mercado interno, atraindo investimentos,  expandindo e

modernizando  o  sistema de  produção  (ARAÚJO et  al.,  2010).  A maior  parte  da

produção é feita por pequenos produtores, e a colheita acontece na entressafra de

outras produções, contribuindo para a permanência dos trabalhadores no campo.

Também gera aproximadamente 55 milhões de empregos por ano (ALMEIDA et al.,

2017).

2.2 ETNOFARMACOLOGIA DE A. occidentale

Investigar  o  potencial  terapêutico  de  plantas  utilizadas  por  populações

tradicionais é um bom atalho para encontrar alternativas para tratamento de doenças

e problemas de saúde pública, uma vez que possuem grande acessibilidade por

parte  da  população,  comumente  sem  grande  poder  econômico  e  que  já  são

utilizadas há tempo considerável por estarem inseridas em seu meio cultural e social

(ARAÚJO et al, 2020). Dessa forma, as plantas medicinais são uma ótima fonte de

material  de  pesquisa  para  desenvolvimento  de  fármacos  e  drogas  modernas

(PADILHA et al., 2020).

A A. occidentale está presente no Programa Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterápicos  do  Ministério  da  Saúde.  É  uma  das  71  espécies  encontradas  no

RENISUS,  que  tem  por  objetivo  estudar  e  investigar  plantas  com  potenciais

terapêuticos para que sejam utilizadas de forma segura e racional pela população

brasileira (BRASIL, 2016).

De uma forma geral, a  Anacardium occidentale possui potencial bactericida,

fungicida,  vermicida, amebicida,  antioxidante,  anti-inflamatório e anti-ulcerogênico,

atrelado ao seu uso medicinal, seja pelas raízes, folhas, flores ou frutas. Devido a
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essas propriedades biológicas, é utilizada por séculos para tratamento de doenças,

principalmente com o extrato das folhas (ALEXANDRE, 2013; AJILEYE et al., 2015).

No  Brasil  e  África  ocidental,  são  usadas  espécies  do  gênero  Anacardium

como  infusão  para  curar  doenças  e  para  tratamento  de  enfermidades

cardiovasculares e gastrointestinais. Também são usadas no combate e prevenção

de eczema, doenças venéreas, problemas genitais, impotência, bronquite e asma

(SALEHI et al, 2020; TAN; CHAN, 2014).

De todas as  partes,  é  possível  extrair  vários  metabólitos  secundários  que

possuem poder medicinal. O caju é rico em minerais e vitaminas, principalmente a

C, que é responsável pelo potencial antioxidante (RUFINO et al.,  2009); além de

possuir compostos voláteis como terpenos, ésteres e ácido carboxílico; também é

fonte de lipídios, principalmente insaturados; ácido oleico e linoleico, e flavonoides e

carotenoides. As folhas e a castanha, ricas em taninos, também possuem atividade

antioxidante.  O  líquido  comercial  da  casca  da  castanha  é  uma  mistura  de

alquilfenóis, como cardanol e cardol. (THOMAS; BARBOSA FILHO, 1985; BICALHO;

REZENDE, 2001; SOUZA et al., 2017; TK, 2012).

Os ácidos anacárdicos são compostos característicos da espécie. Eles estão

associados a propriedades anestésicas, bactericida e inseticida (SOUZA et al. 2017).

Além disso, estão envolvidos com a inibição de metástase, através da diminuição da

atividade das metaloproteinases (OMANAKUTAN et al., 2012). Também regulam a

atividade das histonas desacetilases, que modulam a expressão gênica das células,

atuando  também na  diferenciação  e  proliferação  celular  (SUN et  al.,  2006).  Os

efeitos  antioxidantes  dos  extratos  da  planta  atuam contra  o  desenvolvimento  de

câncer, doenças degenerativas e cardiovasculares através da atenuação dos níveis

de  espécies  reativas  de  oxigênio  e  nitrogênio,  também  associados  a  vias

inflamatórias (SOUZA et al., 2017).

Em 2017,  Chan et  al.  abordaram em sua revisão bibliográfica a  atividade

antimicrobiana de extratos de folha, flor e casca da A. occidentale, contra fungos e

bactérias, gram-positivas e gram-negativas. As substâncias bioativas responsáveis

por essa atividade na planta são extraídas devido à sua capacidade de dissolução,

sendo  encontrados  em  diferentes  níveis  dependendo  da  parte  da  planta  e  do

solvente utilizado (THOMAS et al., 2015).
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2.3 Escherichia coli

Dentre  as  espécies  de  bactérias  gram-negativas,  a  Escherichia  coli,

pertencente à família Enterobacteriaceae, se destaca por estar envolvida em uma

série de distúrbios gastrointestinais que aflige o ser humano, trazendo um problema

de saúde pública para diversas populações, principalmente as mais carentes, devido

à  limitação  ou  ausência  de  sistema  de  saneamento  básico,  permitindo  a

contaminação  de  água  e  alimentos  (MELO  et  al.,  2018).  Essa  contaminação  é

revelada em altos índices e em diversas partes do país,  com destaque para as

regiões  de  semiárido,  que  necessitam  de  fontes  de  água  alternativas  para  os

períodos de seca (CAVALCANTE, 2014).

Os  antibióticos  são  a  forma  mais  utilizada  para  controle  de  infecções

bacterianas, muitas vezes sendo utilizados de forma errada, sem prescrição médica

ou sem seguir a receita corretamente, conferindo brecha para os microrganismos

adquirirem resistência. Os compostos antimicrobianos encontrados nos antibióticos

são  naturalmente  produzidos  por  bactérias  como forma de  competir  com outras

espécies  por  recursos  do  ambiente.  Assim,  o  mau  uso  dos  antibióticos  acaba

acelerando a seleção de indivíduos resistentes, que se reproduzem e passam para

frente essas características (COSTA; JUNIOR, 2017). Os compostos antimicrobianos

podem agir por inativação enzimática, alterações no sítio de ativação e alterações na

permeabilidade.  A família  Enterobacteriaceae  já  possui  alta  resistência  a  vários

fármacos,  como  trimetoprim-sulfametoxazol,  tetraciclina,  cloranfenicol  ácido

nalidíxico e ampicilina, que é um beta-lactâmico, uma ampla classe de antibióticos,

sendo a mais usada dentre as demais (MOSQUITO et al, 2011).

2.4 LECTINAS

As  lectinas  são  proteínas  capazes  de  se  ligar  a  carboidratos,  de  forma

reversível  e  com  especificidade  considerável,  podendo  atuar  na  inibição  do

crescimento  ou  morte  de  bactérias  pela  interação  com  os  carboidratos  de  sua

superfície  celular,  alterando  a  permeabilidade  (DRESCH  et  al.,  2005).  São

classificadas  dependendo  do  seu  tipo  de  sítio  de  ligação  a  carboidratos;  as

merolectinas possuem apenas um sítio de ligação; as hololectinas possuem pelo

menos dois sítios de ligação a um carboidrato específico; as superlectinas possuem
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pelo menos dois sítios de ligação a carboidratos distintos; e as quimerolectinas pelo

menos um sítio de ligação e um sítio catalítico, que agem de forma independente.

Nas plantas, as mais conhecidas são as hololectinas, capazes de aglutinar células,

como as hemácias, através de malhas de aglutinação, característica utilizada como

teste para detectar presença de lectinas (PEUMANS; DAMME, 1998).

Servem para mediar eventos de reconhecimento biológico e são encontradas

em diversos organismos.  Nos vegetais são conhecidas por afastar  predadores e

patógenos. Devido à sua capacidade de reconhecimento e interação, as lectinas

podem  agir  como  agentes  antimicrobianos  de  diversas  formas,  através  da

aglutinação  das  células  microbianas,  imobilizando-as;  bloqueando  locais  de

interação do microrganismo com a célula hospedeira; alterando a permeabilidade da

membrana  celular  da  bactéria,  interferindo  na  absorção  de  nutrientes  e  nos

receptores  de  membrana  (SOUZA et  al.,  2021). Portanto,  investigar  indícios  de

novas  lectinas  em  extratos  de  plantas  se  torna  um  importante  método  para

desenvolvimento de estratégia no combate desses agentes infecciosos.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL BOTÂNICO E EXTRAÇÃO

As folhas foram coletadas em dois indivíduos localizados no Departamento de

Farmácia da Universidade Federal de Pernambuco. Foram coletadas apenas folhas

maduras a fim de manter uma padronização no estudo. Então, foram higienizadas

com água  corrente  e  álcool  70% e  tiveram sua  venação  central  removida.  Em

seguida, foram mantidas numa estufa de secagem por 7 dias a 45º C. As folhas

secas foram trituradas até que os fragmentos estivessem com um tamanho menor

que 3 mm. Ao pó das folhas, foi adicionando água destilada, numa proporção de 5%

(m/v)  e a suspensão foi  homogeneizada com auxílio de agitador magnético pelo

período de 16 horas. Após isso, foi centrifugada, o precipitado foi removido através

de filtragem e o sobrenadante foi armazenado em freezer para futuras análises. Dois

extratos diferentes foram preparados em intervalo de meses entre eles, utilizando os

mesmos indivíduos

3.2 DOSAGEM DE PROTEÍNAS

Foi empregada a metodologia descrita por Lowry et al. (1951), utilizando uma

curva padrão de albumina sérica bovina (31,25 a 500 µg/ml).  As amostras foram

adicionadas (200 µl) a 1 ml de solução C [composta por 50 partes de solução A (2%

de carbonato de sódio e 0,1% de hidróxido de sódio) para 1 parte de solução B

(0,5% de sulfato de cobre e 1% de citrato de sódio], seguida de leve agitação e

incubadas por 10 min a 25º C. Então, foram adicionados 100 µl do reagente de

Folin-Ciocalteu, diluído 1:1 com água destilada, e o ensaio incubado novamente por

45 min. Por fim, a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 720 nm.

3.3 ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE E ENSAIO DE INIBIÇÃO

A atividade hemaglutinante foi determinada através da técnica estabelecida

por Paiva e Coelho (1992). Foi efetuada em microplaca de titulação com fundo em

“V”, adicionando-se 50 µl cloreto de sódio (NaCl) 0,15 M aos poços utilizados da

microplaca.  Então,  foram  adicionados  50  µl  da  amostra  a  partir  do  2º  poço,
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realizando diluição  seriada nos  demais  poços,  seguida  pela  adição de  50  µl  de

solução  de  eritrócitos  de  coelho  em todos  os  poços  utilizados.  A microplaca  foi

mantida em repouso por 45 minutos. O inverso do título correspondente à maior

diluição  com  aglutinação  define  a  atividade  hemaglutinante  (AH).  A  atividade

hemaglutinante específica (AHE) pode ser calculada através da seguinte equação:

AHE= AH

Dosagem de proteínas(mgml )

O  ensaio  de  inibição  da  atividade  hemaglutinante  por  carboidratos  foi

realizado incubando o  extrato  com glicose,  manose,  frutose,  galactose,  maltose,

caseína, azocaseína e albumina, nas concentrações de 0,4 M para carboidrato e 2

mg/ml para glicoproteínas, por 15 min a 28° C antes da determinação da atividade

hemaglutinante. 

3.4 DOSAGEM DE FENÓIS TOTAIS E DE TANINOS

Para quantificação de fenóis totais e de taninos, foi utilizada uma adaptação

da metodologia de Amorim et al. (2008) descrita por Margraf et al. (2015). Em cada

poço de uma microplaca de 96 poços, foram adicionados 100 μl do reagente Folin-

Ciocalteu  a  10% (v/v),  seguido  de  20  μl  de  amostra  diluída  em água destilada,

aguardando reagir durante 5 minutos. Passado o tempo, foram adicionados 100 μl

de carbonato de sódio 7,5% (m/v), seguido de repouso por 60 minutos a 25º C. A

placa foi lida utilizando espectrofotômetro a 740 nm. Uma curva de calibração foi

preparada usando ácido tânico (0,5,  1,0,  1,5,  2,0,  2,5,  5,0,  7,5  e  10 µg/ml)  e  o

conteúdo de fenóis totais foi expresso como microgramas de equivalentes de ácido

tânico (EAT) por grama de extrato.

Os  fenóis  residuais  foram  quantificados  pesando  1  g  de  caseína  foi

transferida para um erlenmeyer de 50 ml, adicionando-se 6 ml de amostra e 12 ml

de água destilada. Depois de 3 horas sob agitação, a solução foi filtrada em balão

volumétrico  e  adicionada  água  destilada  até  completar  o  volume de  25  ml.  Em

seguida, uma alíquota de 20 μl foi retirada e quantificado o teor de fenóis (fenóis
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residuais) como descrito no parágrafo anterior. O teor de taninos correspondeu à

diferença entre o valor de fenóis totais e residuais.

3.5 ATIVIDADE HEMOLÍTICA

Amostras de sangue humano (2 a 5 ml) foram obtidas de voluntários após

obter o consentimento informado por escrito, como aprovado pelo Comitê de Ética

em Pesquisa em Seres Humanos da UFPE (processo 2.478.480). As amostras de

sangue foram centrifugadas por 5 min para obter eritrócitos, que foram lavados três

vezes com NaCl 150 mM. Em tubos de ensaio, 1,1 ml de suspensão de eritrócitos

(2%, v/v) e 0,4 ml de extrato (2,34-300 µg/ml) foram adicionados. A solução salina foi

usada como controle negativo e saponina Quillaja (0,0025%, p/v) foi usada como um

positivo ao controle. Após incubação por 60 min, as células foram centrifugadas e a

absorbância do sobrenadante foi  registrada em 540 nm. Foi  aplicada a seguinte

fórmula:

AtividadeHemolítica (%)= As− Anc ×100
(Apc− Anc )

Onde Anc é a absorbância do controle negativo; As é a absorbância da 

amostra; Apc é absorbância do controle positivo (saponina).

3.6 ATIVIDADE PROTEOLÍTICA

A atividade proteolítica foi determinada usando azocaseína (Sigma–Aldrich,

EUA) como substrato, de acordo com Azeez et al. (2007). O extrato aquoso de A.

occidentale (100 μl) foi misturado com 300 μl de 0,1 M de fosfato de sódio pH 7,5

contendo 0,6 % (p/v) de azocaseína. A mistura foi suplementada com 100 μl de 0,1%

(v/v) Triton X-100 e incubada a 37° C por 3 h. A reação foi interrompida pela adição

de 200 μl de ácido tricloroacético a 10% (p/v) e, após incubação (4° C, 30 min) a

mistura  foi  centrifugada  a  9.000  g  por  10  min.  Em  seguida,  foi  determinada  a

absorbância do sobrenadante no comprimento de 366 nm do sobrenadante.
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3.7 LINHAGEM MICROBIANA, CONDIÇÕES DE CULTIVO E PREPARAÇÃO DAS

AMOSTRAS

As linhagens microbianas utilizadas foram a  Escherichia coli  UFPEDA 224,

Acinetobacter  baumannii,  Enterococcus  faecalis ATCC-6057,  Pseudomonas

aeruginosa  UFPEDA 416,  Salmonella enteritidis UFPEDA 414 e  Sthaphylococcus

aureus  UFPEDA  02, fornecidas pela  coleção  de  culturas  (WDCM114)  do

Departamento  de  Antibióticos  da  UFPE.  Os  microrganismos  foram mantidos  em

Caldo Mueller Hinton contendo glicerol 10% (v/v) a 20° C.

Para realização dos experimentos,  as bactérias  foram cultivadas em meio

ágar  Mueller  Hinton  overnight a  37°C.  Em  seguida,  as  colônias  foram

ressuspendidas em solução salina estéril (NaCl 0,15M) e ajustadas por turbidimetria

a um comprimento de onda de 600 nm para a obtenção de suspensão bacteriana de

106 UFC/ml. Para o ensaio, o extrato foi filtrado em filtro de seringa de fluoreto de

polivinilidemo hidrofóbico 13 mm x 0,22 µm estéreis.

3.8  DETERMINAÇÃO  DA  CONCENTRAÇÃO  MÍNIMA  INIBITÓRIA  E  MÍNIMA

BACTERICIDA

A concentração mínima inibitória (CMI)  das amostras foi  determinada pelo

ensaio de micro titulação proposto pelo Instituto de Normas Laboratoriais e Clínicas

(CLSI,  2018).  Em placas  de  micro  titulação  de  96  poços,  80  μl  da  amostra  foi

adicionada no terceiro e quarto poço a partir do qual foi diluída de forma seriada em

água destilada estéril até o décimo segundo poço da mesma fileira. Posteriormente,

40 μl do meio caldo Mueller Hinton foram adicionados em todos os poços, exceto no

primeiro,  que foi  preenchido com 200 μl  do meio de cultura,  correspondendo ao

controle  de  esterilidade.  A  suspensão  bacteriana  (80  μl;  106 UFC/ml)  foi

acrescentada do segundo até o último poço da fileira. O segundo poço (que contém

microrganismos na ausência de amostra) correspondeu ao controle de crescimento

100%. As placas foram incubadas a 37º C e a densidade óptica foi medida no tempo

zero  e  após  24  horas  de  incubação  usando  um  leitor  de  microplacas.  O  CMI

correspondeu à menor concentração da amostra capaz de promover redução ≥ 50%

na densidade óptica,  em comparação ao controle  de crescimento 100%. Para a
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determinação do CMB, foram inoculadas alíquotas de 10  μl  dos poços contendo

concentrações das amostras ≥ CMI em placas de Petri contendo meio ágar Mueller

Hinton,  que  foram  posteriormente  incubados  a  37º  C  por  24  horas.  A  CMB

correspondeu à menor concentração da amostra capaz de reduzir o número de UFC

em 99,9% em relação ao inóculo inicial. Cada ensaio foi realizado em triplicata e três

experimentos independentes foram realizados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO AQUOSO

4.1.1 Determinação da quantidade de proteínas totais

A  dosagem  de  proteínas  é  uma  etapa  fundamental  no  processo  de

caracterização  de  um  extrato  vegetal,  visto  a  necessidade  de  se  conhecer  a

quantificação exata da concentração de proteínas totais para utilização nas demais

etapas. O resultado obtido foi de 10,8 mg/ml. Gonzatto et al. (2021), realizaram a

dosagem de proteína para extrato macerado da folha de Anacardium occidentale em

NaCl 0,15 M, encontrando o valor de 17 mg/ml.

4.1.2 Determinação da atividade hemaglutinante e inibição por carboidratos

O extrato  foi  capaz  de  aglutinar  os  eritrócitos,  sendo  um forte  indício  da

presença  de  lectinas  (Tabela  1).  O  ensaio  de  inibição  por  carboidratos  e

glicoproteínas reforçou que a lectina foi o agente hemaglutinante, pois quando há

maior quantidade de carboidratos livres se comparado aos presentes na superfície

dos eritrócitos, há competição pelos sítios de ligação das lectinas, impedindo-as de

se ligarem aos carboidratos dos eritrócitos, inibindo a formação da malha celular.

Houve inibição com azocaseína, caseína, albumina, glicose e galactose. Não houve

inibição com manose, frutose e maltose.

Tabela 1 - Inibição da atividade hemaglutinante por carboidratos e glicoproteínas

Título (-1) AHE

AH 4096 379,26

Azocaseína 8 0,75

Caseína 8 0,75

Albumina 8 0,75

Glicose 2048 189,63

Galactose 2048 189,63

AH: Título-1; AHE: Título-1/mg/ml. Fonte: O autor (2023).
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No  experimento  realizado  por  Gonzatto  et  al.  (2021)  também  houve

aglutinação de eritrócitos utilizando extrato macerado de folha de A. occidentale em

NaCl 0,15 M, além de ter sido inibida pelo ensaio com frutose, maltose, manose, e

metil-α-D-glicopiranosídeo,  permanecendo estável  mesmo sob mudança de pH e

temperatura.  É  possível  perceber  que  houve  inibição  da  AH  por diferentes

carboidratos, sendo um forte indicativo da presença de lectinas no extrato da folha

de A. occidentale.

4.1.3 Dosagem de fenol total

Compostos fenólicos de origem vegetal são antioxidantes naturais. Os mais

abundantes são os flavonoides, tocoferóis,  derivados do ácido cinâmico e ácidos

orgânicos poli funcionais  (RICE-EWANS; MILLER; PAGANGA, 1997; NIJVELDT et

al., 2001; MOREIRA; MANCINI FILHO, 2003). Os compostos químicos que possuem

grupamento fenólico são os que apresentam maior potencial farmacológico dentre

os demais isolados de vegetais (GIL et al., 2000).

A dosagem fenólica do extrato aquoso das folhas de A. occidentale foi de

33,54 mg EAT/g. O teor de tanino encontrado foi de 28,33 mg EAT/g. Um estudo

utilizando a curva de calibração com solução de ácido gálico obteve 29.21 mg de

equivalentes de ácido gálico (EAG/g) a partir de extrato a baixa pressão de folha de

A. occidentale, utilizando etanol como solvente (SENA, DANTAS, PEREIRA 2014).

Também traçando uma curva padrão de ácido gálico, Sassi et al. (2022) realizaram a

dosagem de conteúdo fenólico de extrato metanólico de folhas de  A. occidentale,

chegando  ao  resultado  de  3,45  mg  EAG/g.  Madjitoloum  et  al.  (2018),  também

utilizando extrato metanólico de folha, encontraram o valor de conteúdo fenólico total

de 6,04 mg EAG/g. Apesar de resultados positivos, a diferença entre os valores está

atribuído às metodologias e tipos de extratos e solventes diferentes, demonstrando a

necessidade de avaliação para padronização do extrato.

4.1.4 Determinação da atividade proteolítica total

Proteases  são  enzimas  capazes  de  catalisar  a  hidrólise  de  ligações

peptídicas,  atuando  em  diversos  processos  fisiológicos  e  celulares  (BENDER;

KEZDY,  1965).  Utilizando  azocaseína  como  substrato,  foi  possível  observar
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proteólise no ensaio realizado com o extrato de A. occidentale. O valor obtido foi de

0,898 U, indicando a presença de proteases.

4.1.5 Atividade hemolítica

Foi realizado com o extrato na concentração de 14 mg/ml e não foi detectada

atividade  hemolítica.  Esse  teste  é  um  importante  método  para  investigação  de

citotoxicidade  e  biocompatibilidade  de  diversos  tipos  de  compostos,  pois  nele  é

possível  observar  se  haverá  hemólise,  que  é  o  processo  no  qual  ocorre  o

rompimento da membrana das hemácias (KOLESNIKOVA; SKIRTACH; MÖHWALD,

2013).  Assim,  resultado  negativo  para  a  atividade  hemolítica  demonstra

desempenho satisfatório do extrato.

Os compostos responsáveis  pelo  efeito  hemolítico encontrado nas plantas

são os fenóis, alcaloides, flavonoides e taninos (SURENDRA et al., 2016; DILAWAR

et al., 2018). Em 2013, Araújo investigou a atividade hemolítica do extrato etanólico

bruto  da  casca  do  caule  de  Anacardium occidentale através  do  isolamento  dos

taninos,  obtendo  resultado  negativo.  Em 2018,  o  teste  foi  realizado  utilizando  o

mesmo tipo de extrato,  tendo obtido o mesmo resultado,  mesmo testado com o

extrato em grande concentração (1000 mg/ml) (ARAÚJO et al., 2018).

4.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O extrato aquoso das folhas de A. occidentale apresentou CMI de 1,06 mg/ml

contra E. coli, mesmo valor encontrado para CMB. Os valores do CMI e CMB foram

os mesmos em ambos extratos preparados. Também apresentou atividade contra

Acinetobacter baumannii, com CMI de  4,24 mg/ml.  Nas demais espécies não foi

observada atividade antimicrobiana.

Atividade antibacteriana da Anacardium occidentale foi observada em ensaios

envolvendo espécies gram-positivas e gram-negativas, incluindo a Escherichia coli,

responsável  por  acometer  o  sistema gastrointestinal,  além de outros,  através da

contaminação da água e alimentos (MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006). 

Outros  estudos  abordando  diferentes  concentrações  e  solventes  também

demonstraram esse potencial.  De acordo com Agedah, Bawo e Nyananyo (2010),

bactérias da espécie Escherichia coli, tiveram seu crescimento inibido na presença
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de extrato etanólico da folha de A. occidentale. No estudo realizado por Rajesh et al.

(2015),  que  utilizou  extrato  metanólico  da  folha,  obtido  pelo  método  soxhlet,  foi

constatada grande  atividade  inibitória  contra E.  coli,  sendo  a  maior  dentre  as

espécies  analisadas.  Mustapha  et  al.  (2015),  utilizando  extratos  de  folhas

preparados  com  acetato  de  etila,  2-propanol  e  acetonitrila,  também  constatou

atividade inibitória contra E. coli.
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5 CONCLUSÃO

O extrato aquoso de folhas da  Anacardium occidentale  apresentou um forte

indicativo  da  presença  de  lectinas,  demonstrada  na  atividade  hemaglutinante  e

inibição  por  carboidratos.  Também  apresentou  concentração  significativa  de

compostos  fenólicos.  O  resultado  da  atividade  proteolítica  foi  um  indicativo  da

presença  de  proteases,  além  apresentar  ausência  de  hemólise  na  atividade

hemolítica.  O extrato foi  eficaz em inibir  o  crescimento e matar  Escherichia coli.

Dessa  forma,  se  torna  um  forte  candidato  para  estudos  visando  tratamento

antibacteriano complementar aos antibióticos presentes no mercado.  Esses fatores

em  conjunto  demonstram  que  a  espécie  Anacardium  occidentale pode  trazer

benefícios para a população humana, sendo uma planta de grande acessibilidade e

com bons potenciais a serem explorados.
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