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Bactericidal Minimum Concentration of Extract of Popularily Known as “cajueiro”
Upon Bacterias of Dental Biofilm
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Objetivo: Estudar a atividade bactericida, in vitro, do extrato da
casca do caule do Anacardium occidentale Linn. (cajueiro) sobre
os microrganismos formadores do biofilme dental comparando
com o gluconato de clorexidina a 0.12%.

Método: A determinagdo da Concentragdo Minima Bactericida
(CMB) foi realizada concomitantemente com a Concentragdo
Inibitéria Minima em meio liquido (CIM), determinada pelo
método da diluigdo em meio liquido usando-se uma escala
com concentragdes crescentes do extrato hidroalcodlico do
Anacardium occidentale Linn, variando da diluicdo 1:1 até
1:1024, seguindo-se o plaqueamento do contetddo dos tubos
contendo crescimentos visiveis ou ndo e determinagdo do
numero de colbnias por placa, sendo definida a CMB como
a menor concentragdo do extrato que apresentou 0,01% de
bactérias viaveis.

Resultados: Todas as linhagens ensaiadas demonstraram
elevada sensibilidade ao extrato do cajueiro em uma
concentragdo de 1:4 (Streptococcus sanguis e Lactobacillus
casei) a 1:8 (Streptococcus mutans, Streptococcus mitis e
Streptococcus sobrinus) comparado ao gluconato de clorexidina
a 0.12% que atuou em uma concentragdo de 1:2 (Stretococcus
mitis), 1:4 (Streptococcus sobrinus) e 1:8 (Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis e Lactobacillus casei), assim,
observando-se atividade até a diluigdo de 1:8 para ambas as
substancias.

Conclusdo: O extrato da casca do caule do Anacardium
occidentale Linn. (cajueiro) apresenta atividade bactericida
in vitro sobre os principais microrganismos formadores do
biofilme dental, sugerindo assim a continuagdo dos estudos
com esse fitoterdpico, para que futuramente obtenha-se
um coadjuvante quimico efetivo ao controle do biofilme
supragengival, assim atuando na prevengdo e tratamento da
carie e doenga periodontal.

ABSTRACT

Objective: To study the bactericidal activity, in vitro, of bark’s
extract of Anacardium occidentale Linn. (cajueiro) upon
microorganisms in dental biofilm formers comparing with
chlorexidine gluconate (0,12%).

Method: The determination of Bactericidal Minimum
Concentration (BMC) was realized concomitant with the
Minimum Inhibitory Concentration in liquid (MIC) determined
by the method of dilution in liquid medium using a scale
with increasing concentrations of the hydroalcoholic extract
of Anacardium occidentale Linn, ranging from 1:1 to 1:1024
dilution, followed by plating the contents of tubes containing
growth visible or not and determine the number of colonies per
plate, being definied the BMC with the lesser concentration of
extract that showed 0,01% of survivors bacterias.

Results: All bacterias assayed demonstrated high sensibility to
extract of “cajueiro” in a concentration of 1:4 (Streptococcus
sanguis and Lactobacillus casei) to 1:8 (Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis and Streptococcus sobrinus) compared to
a chlorhexidine gluconate 0.12% who acted in a concentration
of 1:2 (Stretococcus mitis), 1:4 (Streptococcus sobrinus) and 1:8
(Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis and Lactobacillus
casei), and, observing the activity until a dilution of 1:8 for both
substances.

Conclusion: the bark’s extract of Anacardium occidentale Linn.
(cajueiro) show bactericidal activity in vitro upon on the main
microorganisms in dental biofilm formers, thus suggesting
the continuation of studies with this phytotherapic, to obtain
future to be an effective adjuvant to chemical control of biofilm
supragengival thus acting in the prevention and treatment of
caries and periodontal disease.
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Adeficiénciano controle do biofilme dentalassociada
a diferentes fatores, como resposta inadequada do
hospedeiro frente a agressdo bacteriana, caracteristica
da dieta e especificidades dos microrganismos, podera
acarretar a instalagdo de lesGes cariosas, freqiientes em
criangas e adolescentes, e doengas periodontais, mais
comuns nas populagdes adultas. Frente a essa dificuldade,
e a fim de minimizar tais limitagGes, a utilizagdo de meios
quimicos pode ser benéfica para a manutencdo do
equilibrio da microbiota bucal®.

Vérios agentes antimicrobianos usados como
colutdrios sdo utilizados rotineiramente e com eficacia
como coadjuvantes notratamentoda doencga periodontal,
todavia por apresentar em sua formulagdo produtos
quimicos, os mesmos apresentam restrigdes quanto ao
seu uso, principalmente em relagdo aos efeitos colaterais
provocados, sendo, portanto limitado o periodo de seu
uso durante o tratamento.

O uso de plantas medicinais no Brasil é bastante
difundido, sendo que, na maioria dos casos, é feito
de modo empirico, sem conhecimento do verdadeiro
potencial terapéutico. A utilizacdo da Fitoterapia
deve ser avaliada através da separagdo dos principios
ativos e posterior verificagdo de suas propriedades
farmacoldgicas?.

O Anacardium occidentale Linn. (cajueiro) tem
apresentado em inUmeras pesquisas agao antimicrobiana
sobre as afec¢des bucais®.

A atividade antimicrobiana do extrato do cajueiro
foi avaliada sobre sessenta amostras de Staphylococcus
aureus, sendo trinta de origem humana hospitalar e
trinta de origem bovina, e 0o mesmo apresentou potencial
efeito antimicrobiano em todas as amostras ensaiadas,
formando halos de inibi¢do de crescimento bacteriano
que variaram de 10 a 20 mm nas amostras humanas e de
10 a 22mm nas amostras bovinas®.

O biofilme dental é considerado como principal fator
etioldgico da carie e doenga periodontal, consideradas
doengas de “massa”, a busca por recursos alternativos
terapéuticos ja é uma realidade. Visto as vantagens
expostas, objetivou-se estudar a atividade bactericida,
in vitro, do extrato da casca do caule do Anacardium
occidentale Linn. (cajueiro) sobre os microrganismos
formadores do biofilme dental (Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus e Lactobacillus casei) comparando com o
gluconato de clorexidina a 0.12%., uma vez que o cajueiro
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REVISAO DE LITERATURA

Obiofilmeé considerado ofatorde maiorimportancia
dentro da etiologia das doengas bucais, como céries e
gengivites entre outras, e ha uma relagdo muito grande
entre a higiene bucal deficiente, e sua formagdo®®’.

Uma forma de prevenir a doenca periodontal e carie
é controlar aformagdo e o crescimento do biofilme dental,
impedindo o comprometimento dos tecidos periodontais
afetados. Esse controle pode resultar de uma agdo
profilatica mecanica como a escovagdo associada com a
terapia antimicrobiana através do uso de colutdrio®.

A maioria das publica¢des cientifica na odontologia
ainda enfoca os aspectos preventivos das plantas
medicinais na redugdo da gengivite e biofilme dental,
porque estes aspectos sdo os mais conhecidos, e os
ensaios clinico-laboratoriais sdo de relativa facilidade de
execuc¢do’.

A maioria dos cirurgides-dentistas indica os
agentes quimicos em casos especiais, mas prescrevem
inadequadamente, pois grande parte utiliza informacgdes
veiculadas por laboratérios, esse fato é justificado em
pesquisa prévia® para verificar a difusdo do uso dos
enxaguatdrios bucais no meio odontoldgico, avaliando
a forma e o motivo da prescri¢do, assim como o grau
de informacdo sobre esses farmacos, concluiram que
50% dos cirurgides-dentistas utilizam as informag&es
veiculadas pelos laboratoérios.

A fitoterapia é um principio baseado na alopatia,
diferenciando-se desta pelo uso de preparados
tradicionais padronizados, eficazes, com inocuidade e
qualidade controladas, elaboradas de plantas medicinais
e ndo preconizando o uso de substancias quimicamente
definidas, isoladas, purificadas e de estrutura molecular
determinada’. Sendo esta indicada quando é possivel
a escolha entre dois métodos curativos com o mesmo
valor, o método quimico e o método natural2.

A constante necessidade de se avaliar meios
alternativos e economicamente vidveis para o controle
do biofilme dental, permitindo que um contingente maior
de pessoas se beneficie, tem estimulado a identificagdo
de meios alternativos entre eles, a fitoterapia, dentro de
programas preventivos e curativos importantes para a
populagdo mundial®.

A fitoterapia estd se expandindo em fungdo da
necessidade dos consumidores. Muitas pessoas tém
usado a fitoterapia como recurso terapéutico auxiliar
para tratamento ortodoxo ou para solucionar problemas
cronicos que a medicina convencional ndo tenha tido
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oriundos de espécies vegetais, somados aos parametros
de crescimento dos produtos naturais dentro do mercado
farmacéutico mundial, como no caso da Alemanha, que
chegou ao percentual de 45%%.

O cajueiro é planta nativa do nordeste brasileiro
sendo muito encontrado nos tabuleiros sedimentares
litordneos. Ocorre com muita freqiiéncia nos estados
do Piaui, Ceara, Pernambuco e Bahia. A espécie é muito
cultivada no Ceara e Pernambuco®. Arvore originéria do
Brasil, embora alguns autores digam que provém da india.
Pode medir cerca de 20m de altura em solo favoravel,
porém quando o cajueiro nasce em solos arenosos e
secos, geralmente cresce pouco, tornando-se quase
rasteiro, muito espalhado e produzindo frutos pequenos.
Suas folhas sdo ovais, pecioladas, onduladas, alternas, de
cor résea, quando novas e desprovidas de pélos. As flores
sdo pequenas, de cor amarelo-rosada, palidas e dispostas
em espigas’*°. Na odontologia é utilizado em afecg¢Ges
como aftas, estomatite, inflamagdes bucais e ulceragdes
por proteses mal adaptadas®.

METODOLOGIA

Material Botanico

A matéria prima do Anacardium occidentale
Linn. (cajueiro) foi obtida no mercado publico central
de Jodo Pessoa/PB e identificada botanicamente no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco. Os frutos foram lavados com
agua e posteriormente separados em casca e mesocarpo,
sendo a casca o material para obten¢do dos extratos, o
qual foi utilizado nos experimentos.

Obtengdo do extrato hidroalcdolico a 70% da casca do
caule do cajueiro

O material foi seco a sombra em temperatura
ambiente durante 24h. Em seguida foi colocado na estufa
a 33°C durante uma semana, sendo posteriormente
triturado em moinho. Da planta triturada utilizou-se
300g para a extragdo hidroalcéolica a 70% de etanol para
30% de dgua. Apdés um més de maceracgdo foi obtido o
extrato bruto por filtragdo. O extrato foi colocado em
evaporador rotativo 40°C para obter o extrato fluido 1/1
(peso/volume).

Linhagens Bacterianas
Foram utilizadas na presente pesquisa linhagens
bacterianas padronizadas de Streptococcus mitis ATCC
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27609 e Lactobacillus casei ATCC 7469, obtidas da
Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André
Tozello” (Campinas/SP) e Instituto Adolfo Lutz/SP,
respectivamente, foram cultivadas em Agar Sangue
inclinado (“slants”), e posteriormente reativadas.

Determina¢do da Concentragdo Inibitéria Minima
em Meio Liquido do Anacardium Occidentale Linn. e
Clorexidina

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi
determinada pelo método da diluigdo em meio liquido?:,
usando-se uma escala com concentragGes crescentes do
extrato hidroalcodlico do Anacardium occidentale Linn.,
que variaram da dilui¢do 1:1 até 1:1024. As amostras de
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei
foram cultivadas em caldo nutritivo (BHI) incubadas
em estufa a 37°C por 18-20 horas, apds este periodo
as linhagens foram subcultivadas, utilizando-se 30l
do crescimento bacteriano em 30ml de caldo Mueller
Hinton (DIFCO, 21 g/l), e incubadas novamente a 372C
por 1 hora, obtendo-se um indculo de 10° UFC/ml, por
método de contagem padrdo. Foram distribuidas 1,8ml
da cultura em tubos de hemdlise, em seguida, foram
adicionadas 0,2 ml da solugdo do extrato. Os tubos
foram agitados vigorosamente e incubados por 24 horas
a 37°C. Foi considerada como Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM) a menor concentragdo da droga que inibiu
completamente o crescimento bacteriano, através da
observagao visual.

Determinagdo da Concentragdo Minima Bactericida do
Anacardium Occidentale Linn. e Clorexidina
AdeterminagdodaConcentragdo Minima Bactericida
(CMB) foi realizada conjuntamente com a Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM), utilizando-se o método proposto
por Courvalin?'. Apds a determinagdo da CIM, os tubos
contendo crescimentos visiveis ou ndo, foram agitados
vigorosamente, e a seguir 0,1ml do cultivo de cada tubo
foi transferido para placas de Petri contendo o meio Agar
Mueller-Hinton (DIFCO) sélido, entdo incubadas a 37°C
por 18-24 horas na atmosfera de 5% de CO,. Apos este
periodo, foi determinado o numero de col6nias por placa
e calculada a concentragdo minima bactericida. A CMB

foi definida como a menor concentragdo do extrato que
apresentou 0,01% de bactérias viaveis.
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Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguis e Streptococcus sobrinus, e Lactobacillus casei,
numa concentragdo de 1:4 a 1:8, em comparagdo com a
clorexidina observou-se atividade em uma concentragdo
de 1:2 a 1:8 (Tabela 1 e Figura 1) .

Tabela 1. Concentragdo Inibitéria Minima em meio liquido e
Concentragdo Minima Bactericida do extrato da casca do caule
do Anacardium occidentale Linn. e gluconato de clorexidina
(0,12%) sobre os microrganismos formadores do biofilme
dental.

Extrato do
h Gluconato de
. . Anacardium .
Linhagens Bacterianas Occidentale Linn clorexidina
" 0,12% (cmB
(CMB) 6 (CMB)
Streptococcus mutans 1:8 1:8
Streptococcus mitis 1:8 1:2
Streptococcus sanguis 1:4 1:8
Streptococcus sobrinus 1:8 1:4
Lactobacillus casei 1:4 1:8

Figura 1. Representacdo da agdo bactericida do extrato
hidroalcdolico do Anacardium occidentale Linn. sobre o
crescimento de Lactobacilus casei, na concentragdo de 1:4
(esquerda) onde ndo se observa qualquer crescimento de
bactérias estando o meio limpido e na concentragdo de 1:8
(direita) incubado em microaerofilia a 37°C por 24 horas onde
pode-se observar crescimento bacteriano.

A atividade antimicrobiana em meio liquido e a
bactericida do extrato do Anacardium ocidentale Linn. foi
avaliada em caldo e Agar Mieller Hinton em duplicata,
respectivamente. O extrato do cajueiro mostrou atividade
antimicrobiana em meio liquido e bactericida entre as
concentragBes de 1:4 a 1:8 sobre os microrganismos
S. sanguis, L. casei, S. mutans, S. mitis, S. sobrinus,
respectivamente.

resultado (concentragdo 1:8) foianalogo ao daclorexidina,
pois o Streptococcus mutans é o principal responsavel
pelo inicio da formagdo de cérie em humanos, seu
estabelecimento ocorre com a erupgdo dos primeiros
dentes®’. Em um estudo com 117 bebés de 6 a 36 meses
observou-se a presenga em 99, 25% de Streptococcus do
grupo mutans nesse sujeitos?.

Com relagdo ao S. mitis e S. sobrinus observa-se uma
superioridade de agdo do Anacardium occidentale Linn
comparando com a clorexidina, onde se tem uma relagao
de 1:8/1:2, 1:8/1:4, respectivamente. Os Streptococos
sanguis, mitis, oralis tém func¢do essencial no inicio
dos depdsitos microbianos nas superficies dos dentes,
sendo estes os primeiros colonizadores na superficie do
dente totalmente limpa, e aparentemente, atuam como
receptores dos microrganismos que se acumulam para
formar o biofilme dental®.

Os microrganismos da microbiota indigena na
superficie dentdria que estdo relacionados com a doenga
carie dental estdo incluidos no grupo mutans, sendo duas
espécies associadas a doengca em humanos: S. mutans e
S. sobrinus®.

Sdo raros ou inexistentes os relatos da atividade
antibacteriana do extrato do cajueiro sobre os
microrganismos formadores do biofilme dental. Ao se
avaliar a atividade antimicrobiana do extrato da casca
do caule sobre linhagens bacterianas cariogénicas e
formadoras do biofilme supragengival: Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis e Streptococcus sobrinus.
Os resultados demonstraram potencial agdo inibitéria do
extrato sobre essas linhagens®.

a atividade
antimicrobiana dos acidos anacérdicos do éleo da casca
da castanha do Anacardium ocidentale Linn. sobre
microrganismos da cavidade bucal - Streptococccus

Pesquisa anterior?’ avaliou

mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Candida utilis, os acidos anacardicos apresentaram
atividade antibacteriana sobre todos os microrganismos,
porém a maior atividade inibitéria ocorreu sobre o
Streptococcus mutans.

Devido a elevada freqliéncia e importancia clinica
atribuida as doencas periodontais e carie e considerando
a relevancia de se verificar cientificamente a eficacia
de meios terapéuticos alternativos através das plantas
medicinais encontradas na nossa regido, partindo do
conhecimento popular, destaca-se assim a magnitude
dos resultados dessa pesquisa, o que demonstra a
importancia do prosseguimento da mesma com estudos
farmacoldgicos pré-clinicos, ensaios in vivo para que o
produto final seja um fitoterapico de alta eficacia, baixo
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O extrato da casca do caule do cajueiro
(Anacardium occidentale Linn.) produziu potencial
atividade antimicrobiana (bacteriostatica e bactericida)
in vitro sobre as linhagens de Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus e Lactobacillus casei, principais microrganismos
formadores do biofilme dental.
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