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RESUMO

A goma do cajueiro (GC) € obtida através do exsudato do tronco da espécie de Anacardium
occidentale Linn. A mesma apresenta grande possibilidade de aplicacdes nas industrias
farmaceéutica, cosmética, alimenticia e téxtil, fazendo com que ela seja bastante apontada
como grande candidata a substituicdo da goma ardbica (GA) na formulacdo de formas
farmaceéuticas sdlidas, principalmente por sua semelhanca estrutural e quimica com esta, além
de sua alta disponibilidade na regido Nordeste do territorio brasileiro. O objetivo desse
trabalho foi analisar as atividades antimicrobiana, citotoxica e genotéxica da goma do cajueiro
com o intuito de se obter informag¢des quanto ao seu potencial de utilizacdo como matéria-
prima na produ¢do de medicamentos. A goma do cajueiro foi extraida por meio de uma
adaptacdo do método descrito por Rinaudo e Milas (1991), efetuado através de trituracdo da
resina, dissolucdo em dgua com ajuste de pH e a temperatura ambiente, filtracdo e
precipitacdo com etanol. A atividade antimicrobiana da goma foi avaliada pelo método de
macrodiluicdo em caldo, partindo da concentracdo de 100 mg/mL até 0,39 mg/mL, afim de se
obter uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). O método de difusdo em 4gar foi utilizado
para comparar a capacidade da goma purificada com a da resina bruta de inibir o crescimento
de quatro microrganismos, A. niger, C. albicans, S. aureus e E. coli, em quatro concentracdes
diferentes (150 mg/mL, 75 mg/mL, 37,5 mg/mL e 18, 57 mg/mL). O teste do Allium cepa foi
utilizado para determinar o potencial citotdxico, genotdxico e téxico da goma em quatro
concentragdes (C1 = 0,56 mg/mL, C2 = 0,11 mg/mL, C3 = 1,66 mg/mL e C4 = 2,22 mg/mL),
por meio das andlises microscopica, que avalia o Indice Mitético (IM) e Aberracdes
Cromossomicas (AC), e macroscOpica, que avalia a estrutura e crescimento das raizes. O
método de macrodilui¢do em caldo se mostrou ineficaz para o fim proposto, uma vez que a
propria goma turvou o meio impossibilitando observar se houve inibicdo do crescimento
microbiano. Na técnica de difusdo em agar a goma purificada inibiu o crescimento do fungo
C. albicans com CIM de 150 mg/mL, enquanto a resina bruta ndo mostrou atividade contra
nenhum dos microrganismos testados, indicando pouca interferéncia do método de
purificacdo, apenas melhorando a capacidade de inibir o crescimento de um dos
microrganismos. Quanto ao potencial citotéxico e genotoxico, apresentou parametros de IM,
AC e tamanho das raizes significativamente diferente do controle negativo - dgua destilada
(p<0,05 no teste de Mann-Whitney), indicando que a concentracdo citada desencadeou
alteracoes na estrutura dos cromossomos das células, sugerindo que o uso da goma seja segura

em concentracdes inferiores a 2,22 mg/mL, valores esses coerentes com a andlise



macroscopica, onde a amostra C4 também mostrou toxicidade, porém, em concentracdes
usuais (0,0056 mg/mL), a goma do cajueiro se apresentou segura para o uso. Esse resultados
confirmam o potencial da goma do cajueiro comogrande candidata a substituicdo da goma
ardbica na producdo de formas farmacéuticas sdlidas, minimizando custos para industria,

agregando valor a cajucultura e desenvolvendo a regido Nordeste, grande produtora de caju.

Palavras-chave: Goma do cajueiro. Atividade antimicrobiana. Toxicidade.



ABSTRACT

The cashew gum (CQG) is obtained by stem exudate of stem from the species Anacardium
occidentale Linn. The same has great potential for applications in the pharmaceutical,
cosmetic, food and textile industries, causing it to be fairly identified as major contender to
replace the arabic gum (AG) in the formulation of solid dosage forms, mainly because of its
structural similarity and chemistry with this, in addition to its high availability in the
Northeast region of Brazil. The aim of this study was to analyze the antimicrobial activity,
cytotoxic and genotoxic of cashew gum in order to obtain information on their potential for
use as raw material in the production of medicines. The cashew gum was extracted by means
of an adaptation of the method described by Rinaudo and Milas (1991), made by grinding the
resin, dissolution in water with pH adjustment and ambient temperature, filtration and
precipitation with ethanol. The antimicrobial activity of the gum was evaluated by broth
macrodilution method, the starting concentration of 100 mg / ml to 0.39 mg / ml, in order to
obtain a minimum inhibitory concentration (MIC). The agar diffusion method was used to
compare the ability of gum purified with the crude resin inhibit the growth of four
microorganisms, A. niger, C. albicans, S. aureus and E. coli at four different concentrations
(150 mg/mL, 75 mg/mL, 37.5 mg/mL and 18.57 mg/mL). The Allium cepa test was used to
determine the potential cytotoxic, genotoxic and toxic gum at four concentrations (C1 = 0.56
mg/MI, C2 =0.11 mg/ml, C3 = 1.66 mg/ml and C4 = 2.22 mg/ml) by means of microscopic
analysis, which assesses the mitotic index (MI) and Chromosome Aberrations (CA) and
macroscopic structure and assessing the growth of roots. The macrodilution broth method was
ineffective for its intended purpose, as the gum became turbid medium itself impossible to
observe whether there was inhibition of microbial growth. In the agar diffusion technique,
purified gum inhibited the growth of the fungus C. albicans MIC of 150 mg/mL, and the
crude resin showed no activity against any of the tested microorganisms, indicating little
influence of the purification method only improves the ability inhibiting the growth of
microorganisms. As to the cytotoxic as genotoxic potential presented IM parameters, AC and
size of the roots significantly different from the negative control - distilled water (p <0.05 in
the Mann-Whitney test) indicating that the concentration of said triggered changes in
chromosome structure cells, suggesting that the use of gum is safe at concentrations below
2.22 mg/mL, these values are consistent with the macroscopic, where C4 sample also showed
toxicity, but in usual concentrations (0.0056 mg/ml ), cashew gum appeared safe to use. This

results confirm the potential of cashew gum comogrande candidate for substitution of gum



arabic in the production of solid dosage forms, minimizing costs for industry, adding value to

cashew cultivation and developing the Northeast, a major producer of cashew.

Key words: Cashew gum. Antimicrobial activity. Toxicity.
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1. INTRODUCAO

Anacardium occidentale Linn, da familia Anacardiaceae, conhecida popularmente
como cajueiro, ¢ uma planta nativa do Brasil e caracteristica dos campos e das regides
costeiras do Norte e Nordeste. Foi introduzida na Africa e India pelos portugueses no século
XVI e hoje estd disseminada por todas as regides tropicais do globo (PIO CORREA, 1926
apud CHAVES et al, 2010). No Nordeste brasileiro é bastante utilizada com planta
medicinal, tanto na forma in natura como em outros tipos de preparacdes (AGRA et al., 2008;
DANTAS, 2007). Seus principais produtos comerciais sdo a castanha e a poupa, mas existe
potencial de exploracdo para outras partes e subprodutos, como a goma do exsudato do caule
(PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998).

As gomas, de uma forma geral, podem ser definidas como substancias poliméricas
que, por sua vez, quando em contato com solventes ou agentes de intumescimento sao
capazes de formar dispersdes, solu¢des altamente viscosas e até mesmo géis. Tais sustancias
podem ser classificadas em naturais, obtidas de sementes, algas, fermentacdo microbioldgica
ou através de exsudatos de arvores, e modificadas, derivadas de polissacarideos insoliveis
(RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993).

De acordo com BeMiller e Whistler (1993), gomas s@o substancias incolores,
inodoras, insipidas, ndo tdxicas, essencialmente nao caldricas e a maioria delas, apesar de
sofrer hidrélise dcida e enzimdtica, passa pelo trato gastrointestinal com pouca ou nenhuma
modifica¢do. Em virtude desta caracteristica, adicionada a outras mais especificas, as gomas
sdo utilizadas para diversos fins na drea tecnoldgica, incluindo a drea farmacéutica.

A goma do cajueiro (GC) tem sido utilizada como um substituto para goma ardbica em
aplicacdes farmacéuticas (PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998). Sabendo disso, Mothé e Rao
(2000) realizaram um estudo onde determinaram que, em termos de comportamento térmico,
a goma de caju pode ser adequada como uma substituta da goma arabica. Esta goma, além da
semelhanca estrutural (ramificacdes) e quimica (acgliicares componentes) com a goma arabica
(GA), tem um importante diferencial: sua alta disponibilidade na regido Nordeste do territorio
brasileiro, podendo gerar lucros no periodo da entressafra do caju (ANDRADE et al., 2013).

A utilizagdo da goma do cajueiro na industria farmacé€utica apresenta diversos
beneficios, destaca-se a reducdo de custos na producdo de medicamentos, decorrente do seu
enorme potencial como substituinte da goma ardbica, componente que apresenta elevado

custo para as industrias, tanto pelo elevado preco comercial, como pelos gastos com a
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importagdo, uma vez que, sua producio e comercializacio se concentram na Africa
(ANDRADE et al., 2013).

Além disso, outra grande importancia para uso desse polimero é a possibilidade de
desenvolvimento da comunidade local, uma vez que se trata de um produto inovador para o
mercado farmacéutico, devido ao seu potencial de uso como matéria-prima na producdo de
medicamentos. Sendo assim, a exploracdo desse produto aumentaria a renda dos pequenos
agricultores implantados no Curimatad paraibano, bem como de toda regido litoranea do
Nordeste brasileiro, regido essa rica em diversidade ambiental, com abundante cultivo do
cajueiro, porém desfavorecida socioeconomicamente.

Logo, a avaliacdo das atividades antibacteriana, antifingica e genotéxica da goma do
cajueiro sdo importantes, uma vez que se deseja usd-la como excipiente de uma forma
farmacéutica s6lida, sendo necessarios esclarecimentos quanto a sua capacidade de contribuir
ao sistema conservante do produto acabado, a fim de proteger tanto o medicamento, como o
consumidor, assim como, também ¢ necessdrio assegurar que seja incapaz de produzir

toxicidade em doses usuais.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar as atividades antimicrobiana, citotoxica, genotdxica e toxica do cajueiro
(Anacardium occidentale 1..) com o intuito de se obter informagdes quanto ao seu potencial de

utilizacdo como matéria-prima na producao de medicamentos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e purificar a goma de cajueiro por meio de uma adaptacdo do método de
Rinaudo e Milas (1991);

e Realizar ensaios antimicrobianos com a goma por meio do método de macrodilui¢io
em caldo, a fim de definir seu potencial antibacteriano e antifingico;

e Comparar as atividades antimicrobianas da goma purificada com as da resina bruta,
utilizando o método de difusdo em dgar;

e Testar a atividade citotdxica, genotdxica e toxica da goma através do método do

Allium cepa (Fiskesjo, 1985).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Anacardium occidentale Linn

A planta Anacardium occidentale Linn, pertencente a familia Anacardiaceae, é
conhecida popularmente como cajueiro. E origindria do Brasil, nativa da regiio Nordeste
(SILVA et al., 2007).

Apresenta-se como uma arvore verde, normalmente com seis a doze metros de altura,
podendo atingir até 15 metros em solos ricos, muitas vezes ramificadas a partir da base do
tronco (Figura 1). Folhas alternas, verdes, coridceas, com quatro a quinze centimetros de
largura e seis a vinte e quatro centimetros de comprimento, e brilhante. Sua flora¢do ocorre
normalmente no inicio da temporada da seca. Inflorescéncia dispostas em panicula terminais
de quatorze a vinte e cinco centimetros, tendo flores bissexuais e masculinas, sendo a maioria
masculina, de cor vermelho purpura e perfumadas. Apresenta um fruto reniforme do tipo
aquénio, vulgarmente conhecido como castanha, tendo em seu interior uma améndoa
oleaginosa comestivel. O caju € o pedinculo floral que se desenvolveu formando um
pseudofruto carnoso (DANIDA FOREST SEED CENTRE, 2000; LORENZI; MATOS,
2002).

Figura 1 - Cajueiro (Anacardium occidentale Linn).

Fonte - Arquivo do autor, 2015.
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E uma planta bastante usada na medicina popular, apresentando diversas atividades
farmacolégicas comprovadas na literatura cientifica, destacando-se entre elas: atividade
antiiflamatéria (OLAGIDE; ADEROGBA; FEBICH, 2013; VANDERLIDE et al., 2009);
antidiabética (KAMTCHOUING et al., 1999); cicatrizante (VITORINO FILHO, 2011);
potencial protetor contra agentes mutagénicos (BARCELOS et al.,, 2007); e atividade
antibacteriana dos extratos hidroalcodlicos das folhas e cascas do caule (AKINPELU, 2001;

MELO et al., 2006; SILVA et al., 2007).

3.2.POLIMEROS E GOMAS NATURAIS

Polimeros naturais sdo aqueles formados durante o ciclo de crescimento de
organismos vivos sauddveis, podendo ser aumentado em organismos patolégicos. Na sua
sintese, geralmente estdo envolvidas reacdes catalisadas por enzimas e reacdes de crescimento
de cadeia a partir de mondmeros ativados, que s@o formados dentro das células por processos
metabdlicos complexos (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

As gomas naturais sdo exsudatos hidrocoloides vegetais que consistem em multiplas
unidades de acticar (mondmeros) ligadas em conjunto para criar moléculas grandes
(polissacarideos) de forma heterogénea. Possuem aspecto translicido e amorfo,
frequentemente, produzidas pelas plantas superiores como mecanismos de protecdo a uma
agressado fisica ou microbiana ao seu cortex, servindo para vedar o corte e evitar desidratagao.
Sao formadas a base de acidos urdnicos (glicurdonico e galactur6nio) e, em sua maioria, estdo
associadas com proteinas (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011; RANA et al, 2011;
SHUKLA; TIWARI, 2012; TORQUATO et al., 2004).

De um ponto de vista farmacéutico, polimeros e gomas naturais possuem muitas
caracteristicas favoraveis, tais como a baixa toxicidade, biocompatibilidade, estabilidade,
baixo custo, a natureza hidréfila e a disponibilidade de locais reativos para a modificacao
quimica (MIZRAHY; PEE, 2012; DEOGADE, DESHMUKH; SAKARKAR, 2012).

H4 muitos polimeros que sdo empregados como excipientes em preparagdes
convencionais de medicamentos e cosméticos. Nos medicamentos sélidos eles exercem
fungdes variadas, como: diluentes, aglutinantes, lubrificantes, tensoativos e desintegrantes
(FIGUEIREDO 2012; PESSANHA et al., 2012).

O Quadro 1 apresenta as principais vantagens e desvantagens do uso de polimeros e

gomas naturais na indudstria farmacéutica.
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QUADRO 01 - Vantagens e desvantagens do uso de polimeros e gomas naturais.

VANTAGENS DESVANTAGENS
v Biodegradavel, v Contaminagio microbiana;
v Biocompativel e at6xico; v’ Variagdo entre lotes;
v" Baixo custo; v' Taxa descontrolada de
v Processamento a favor do meio hidratacdo;

ambiente; v' Redugdo da viscosidade em
v A disponibilidade local armazenamento.

(especialmente em paises em
desenvolvimento);

v' Melhor tolerancia do paciente,
bem como a aceitacdo publica;

v" Fontes comestiveis.

Fonte - Adaptado de Deogade, Deshmukh e Sakarkar, 2012.

3.2.1. Goma do cajueiro (GC)

A goma do cajueiro € obtida através do exsudato do tronco da espécie de Anacardium
occidentale Linn. E produzida por células epiteliais que fazem fronteira com os ductos da
goma. Transportadores de membrana passam esse material através das paredes das células
para os ductos que transportam o conteddo gomoso fluido das células lisadas para o meio
externo através de um corte aberto e secam devido a evaporacio (MARQUES; XAVIER-
FILHO, 1991).

A hidrélise desta goma produz altos teores de galactose e outros constituintes
similarmente distribuidos tais como: glicose, ramnose, manose, arabinose e dcido glicurdnico,
entre outros constituintes (ANDERSON; BEL; MILLAR, 1974; MENESTRINA et al., 1998;
PAULA; RODRIGUES, 1995.).

A GC apresenta grandes possibilidades de aplicacOes nas industrias farmaceéutica,
cosmética, alimenticia e téxtil (PRAJAPATI et al., 2013). Dentre seu enorme potencial na
industria farmacéutica alguns exemplos de seu uso podem ser citados, como por exemplo:
junto com o carbopol, formou um gel tépico de anestésico com sustentada a¢do de permeacao

na pele (DAS; NAYAK; NANDA, 2013); agente ligante para a formulacdo de comprimidos
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de paracetamol (GOWTHAMARAJAN et al., 2011), formador de biofilmes com potencial
para biossinalisador eletroquimico de neurotransmissores e suporte para imobilizacdo de
proteinas (ARAUJO et al, 2012; MACIEL et al.,, 2007); possui, também, propriedades
emulsificantes, adesivas e estabilizantes (MOTHE; RAO, 2000), dentre outros, cabendo
grande destaque para seu uso como agente encapsulador de firmacos, usados em mecanismos
de liberacdo controlada (MOURA, 2009; OLIVEIRA; PAULA, H.; PAULA, R., 2014;
SILVA et al., 2006; SILVA, 2013).

A grande utilidade da GC faz com que ela seja bastante apontada como grande
candidato a substituicdo da goma ardbica (GA) na formulacdo de formas farmacéuticas
sélidas (MOTHE; RAO, 1999).

A goma ardbica € o exsudato gomoso dessecado dos troncos e dos ramos da Acacia
senegal ou de outras espécies africanas de Acdcia, composta principalmente de
polissacarideos e moléculas de alto peso molecular (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011).
E bastante utilizada na inddstria de alimentos e cosméticos, bem como na inddstria
farmacéutica, como matéria-prima de alta qualidade (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011;
PRAJAPATI et al., 2013

De acordo com a Tabela 1, onde € feita uma comparagdo entre a composicao da goma
do cajueiro e a goma ardbica em diferentes estudos, € possivel observar que ndo ha grande
variagdo entre os que comparam a GA. Em relagdo a composicdo da GC nos diferentes
trabalhos analisados, pode ser notada uma maior quantidade de galactose nas amostras do
Brasil e a presenca de xilose em todas as amostras da India. Em relacio a comparacio das
duas gomas, nota-se uma maior concentracdo de galactose e menor de ramnose na GC além
da presenca de glicose, manose e xilose na GC, o que ndo € observado na GA.

Mothé e Rao (2000) compararam o comportamento reoldgico da GC e da GA e
observaram que ambas apresentaram comportamento de fluxo ndo-newtoniano intensamente
semelhantes, bem como ndo apresentaram alteracdo nas viscosidades das solucdes de goma
apds um tratamento térmico suave, além disso, perceberam que misturas de solugdes de GC e
GA de igual viscosidade ndo mostrou grandes interacOes, evidenciando a capacidade de uso

concomitante das duas gomas.
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TABELA 01 - Comparagdo entre a composi¢ao da goma ardbica (GA) e da goma do

cajueiro (GC) encontradas por diferentes estudos, apresentadas em porcentagem (%).

GOMA ARABICA GOMA DO CAJUEIRO
Autor Randal Osman Andernson Paula e Rodrigues Paula e Budd
(Ano) (1989) (1993) (1974) (1995) (1998)
Origem SUDAO SUDAO INDIAN PAPUA INDIA BRASIL  INDIA BRASIL
Galactose 36.2 35 61 63 61 73 61 72
Arabinose 30.5 27 14 15 14 5 14 4,6
Glicose 8 9 8 11 8 14
Raminose 13.0 14 7 7 4 7 32
Manose 2 1 2 1 2 -
Xilose 2 - 2 - 2 -
Glicuronideo 19.5 21 4,3 4.5 6,2 6,3 4,3 4,5
acido

Fonte - Adaptado de Anderson et al., 1974; Osman et al., 1993; Paula e Rodrigues, 1995; Paula, Budd,
1998 e Randal et al., 1989.

Ainda quanto aos resultados da composi¢ao da GC, indicaram que a goma do nordeste
do Brasil é basicamente constituida de uma cadeia principal de galactose (1 =>3), com
ramificacdo de galactose (1> 6), tendo unidades de ramnose, 4dcido glucurdnico e arabinose

como grupos terminais (Figura 2) (MOURA, 2009)
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B)

Figura 2 - Unidades monossacaridicas constituintes da goma do cajueiro (GC).

A) Cadeia principal e ramificac¢des de galactose da estrutura dagoma do cajueiro; B) Estruturas
moleculares das unidades monossacaridicas constituintes da goma.

Fonte - Cunha, et al. (2007).

Além de tudo isso, a goma de cajueiro apresenta uma grande possibilidade de
produgdo comercial. Segundo o IBGE (2013) a drea cultivada com cajueiro em 2013 foi de
705.175 hectares. A producdo média de goma/planta/ano é de 700 g. Tomando em
consideragao que o adensamento médio é de 100 plantas/hectare, a possibilidade de produgao
da goma/ano seria de cerca de 50.000 toneladas, quantidade muito superior a importada de
goma ardbica, por exemplo, em 2008 (6700 toneladas). Seria uma forma de agregar valor 4

cajucultura, desde que existisse mercado para a goma (CUNHA et al., 2009)

3.3. IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Um fator importante para a estabilidade de uma forma farmacéutica € a eficacia de
seus sistemas conservantes. Os constituintes da formulacdo, dentre outras caracteristicas,

devem promover protecdo contra contamina¢cdo microbiana. Para isso € necessdrio garantir
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que o sistema conservante seja eficiente, lancando mao de avaliacdo in vitro do potencial
antimicrobiano dos componentes (PINTO, 2010).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da determinacdo de
uma pequena quantidade da substdncia necessdria para inibir o crescimento do
microrganismo-teste, valor conhecido como Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Diversos
métodos laboratoriais podem ser empregados para predizer a sensibilidade in vitro de
microrganismos aos agentes antimicrobianos. Os métodos mais usuais sdo o de difusdo em
disco para testar a sensibilidade de patégenos comuns de crescimento rapido e certas bactérias
fastidiosas frente a antimicrobianos e a técnica do poco, que também € usado para analisar
atividade antimicrobiana de medicamentos ou mesmo de extratos naturais. Um aspecto
bastante relevante na determinacdo da CIM de extratos vegetais é a preocupagdo em relacao
aos aspectos toxicoldgicos, microbiolégicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou
suas combinacdes (MAIA-ARA(JJO et al.,, 2011; OSTROSKY et al., 2008).

Campos et al. (2012) realizaram um estudo onde analisou-se as atividades
antimicrobianas da goma bruta e purificada do cajueiro contra o crescimento de diversos
microorganismos pelo método de microdiluicio em caldo, identificando as Concentracdes
Inibitérias Minima (CIM) e Concentra¢des Bactericidas Minima (CBM). Neste estudo, eles
observaram que a goma purificada mostrou atividade contra algumas espécies de bactérias,
como Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Efeitos adversos em relacdo a contamina¢do microbiana em produtos farmacéuticos
podem ser citados como descoloracdo, produg¢do de gases e odores, entre diversas outras
instabilidades, realcando a importancia de se controlar o crescimento microbiano para

proteger tanto o consumidor como o proprio produto (PINTO, 2010).

3.4. Allium cepa TESTE NA AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO,
GENOTOXICO E TOXICO

A citotoxidade se traduz pela desorganizacdo e pelas alteragdes celulares quando as
células sdo expostas a agentes externo. Genotoxicidade € definido como o potencial de
algumas substancias de induzir alteragdes no material genético de organismos a ela expostos.
Os estudos de cito e genotoxicidade mais utilizado para descrever a possibilidade de
toxicidade de determinadas substancias incluem o Ensaio Cometa (EC), teste de Micronticleos

(MN) e Aberracdes Cromossémicas (AC). O EC é um método versatil, simples e sensivel



26

para o estudo da toxicidade de uma ampla gama de compostos. O teste do MN ¢€ utilizado para
analisar a disfuncdo de aparelho mitético e danos nos cromossomos. Os testes de AC servem
para diagnosticar agentes que podem causar aberragdes no numero ou estrutura dos
cromossomos, quebras cromatidicas e presenga de cromossomos anormais (STREISSLE,
1981; MAGDOLENOVA et al., 2013).

Allium cepa L. (Alliaceae), conhecida comumente como cebola, € uma planta bulbosa
com hastes eretas, concavas e dilatadas na base, com folhas verdes, compridas e fistulosas. As
flores sdo esbranquicadas, esverdeadas ou rdseas, agrupadas em umbelas arredondadas
dispostas na extremidade da haste, apresentando de duas a quatro bracteas curtas. O fruto é
uma cédpsula pequena (ANVISA, 2010).

O uso de Allium cepa como um sistema de ensaio foi introduzido por Levan (1938),
quando os efeitos da colchicina foram investigados (FISKESJO, 1985). Desde entdo, o teste
tem sido frequentemente utilizado para a avaliacdo da genotoxicidade de muitos compostos,
como na andlise toxicoldgica de efluentes de rios contaminados (OLIVEIRA, 2007,
LORENTZ, 2008; IWALOKUN et al., 2011; MACHADO, 2013).

A real importancia desse sistema-teste para avaliagao de genotoxicidade, foi mostrado
por Fiskesjo (1985) com a utilizacdo do benzo(a)pireno. Conforme o autor, as células do
Allium cepa apresentam um sistema de enzimas oxidases capazes de metabolizar
hidrocarbonetos policiclicos e, embora outros sistemas se mostrem mais sensiveis, 0s
resultados gerados pelo teste devem ser considerados como alerta, advertindo para a
possibilidade de agdo semelhante em outros organismos, principalmente em células
eucariontes, com 85% eficiéncia (MACHADO, 2013).

Segundo Monarca et al (2000), com esse teste € possivel obter informacgdes sobre a
toxicidade através tanto de avaliacio macro como microscopica. No primeiro caso pode-se
observar a presenca de tumores, o crescimento das raizes e possiveis raizes deformadas. No
segundo, avalia-se a taxa de divisdo celular por meio do Indice Mitético (IM), observam-se
alteracdes cromossOmicas, que ocorrem principalmente na metafase e anafase e formacgao de
micronucleos, como indicadores de danos no DNA.

O teste de Allium cepa combina trés alvos de teste: toxicidade, genotoxocidade e
mutagenicidade. A toxicidade é facilmente medida por observacao da inibi¢cdo do crescimento
e, uma vez que a genotoxicidade e mutagenicidade sdo correlacionadas com a taxa de quebra
de cromossomos, o risco de eventos mutagé€nicos pode ser avaliado pela frequéncia dos
intervalos de cromossomos induzidas por varios tratamentos. Células da ponta da raiz de

Allium cepa constituem um excelente sistema para tais testes citologicos (FISKESJO, 1985).
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4. METODOLOGIA

4.1. OBTENCAO DO EXSUDATO DO CAJUEIRO

A resina foi obtida através da exsudagdo natural do caule do cajueiro - Anacardium

occidentale Linn (Figura 3).

Figura 3 - Caule do cajueiro com intensa exsudacao.

Fonte — Arquivos do autor, 2015.

A amostra foi coletada no més de setembro, durante o periodo da manha, no Sitio
Cabeco, situado na zona rural do municipio de Cuité, Paraiba (Figura 4), que pertence ao
bioma Caatinga, localizado a uma latitude de 6° 28 54” Sul e longitude de 36° 8’ 59” Oeste e

a uma altitude de 661 metros.
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Figura 4 — Mapa da Paraiba com a localiza¢do do municipio de Cuité.

Fonte — Google Maps, 2015.

4.2. EXTRACAO DA GOMA

Os processos de extracdo (isolamento e purificacdo) da goma do cajueiro foram feitos
por meio de uma adaptacdo do método de Rinaudo e Milas (1991) modificado por Rodrigues,
Paula e Costa (1993), e realizados no laboratério de tecnologia farmacéutica do Centro de
Educagao e Saude da Universidade Federal de Campina Grande em Cuité, Paraiba.

Os nddulos mais claros da resina foram selecionados, fragmentados e separados de
residuos da casca (Figura 5).

Posteriormente, a resina fragmentada foi pesada e realizada uma extracdo aquosa por
meio de uma solugdo a 4% em 4gua destilada a temperatura ambiente com agitacdo mecanica
constante de 3000 rpm durante duas horas. Apds esse processo, a solucdo teve seu pH
ajustado entre 7,0 e 7,5 com a adi¢do de hidroxido de s6dio (NaOH) a 0,5 N e filtrada para um
béquer com o auxilio de um funil e 12 de vidro.

Tendo feito isso, aferiu-se o volume do filtrado e o submeteu a um processo de
precipitacdo em alcool etilico 96 °GL, em uma proporcdo 1:3 de filtrado/alcool (uma parte de
filtrado para trés partes de dlcool) e deixado em repouso por um periodo de duas horas para
total precipitacdo. Apds esse tempo, o sobrenadante foi retirado e armazenado para posterior

recuperacdo do alcool em rotaevaporador. O precipitado passou, entdo, por trés processos de
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lavagem consecutivos que consistiam em submersdo do material em uma mistura de
etanol/dgua (1:3), etanol puro e acetona, respectivamente, com um intervalo de vinte minutos
entre cada lavagem. Por fim, a goma isolada foi colocada em dessecador por quinze horas

para secagem (Figura 6). Os procedimentos da etapa de isolamento sdo descritos na Figura 7.

Figura 5 — Resina do cajueiro triturada.

Fonte — Arquivos do autor, 2015.

Figura 6 — Goma isolada e seca em dessecador.

Fonte — Arquivos do autor, 2015.
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Figura 7 — Representacio esquematica do método de isolamento da goma do cajueiro.

Fonte — Adaptado de Rodrigues, Paula e Costa (1993).

4.3. PURIFICACAO DA GOMA EXTRAIDA

A partir da goma isolada, como descrita anteriormente, foi realizado o processo de
purificacdo da mesma, o qual é composto de trés etapas.

Na primeira etapa (Figura 8), a goma foi pulverizada em grau e em seguida foi feita
uma solucdo a 4% em dgua destilada com a adi¢do de 5 g cloreto de sédio (NaCl) para cada
100 mL de solucdo e colocada para agitagdo mecanica constante a 3000 rpm durante duas
horas. Apés a dissolucdo, a solugdo foi filtrada para um béquer em um funil com o auxilio de
12 de vidro e teve seu volume aferido. Tendo feito isso, a solucdo filtrada foi precipitada em
alcool etilico 96 °GL em uma propor¢do de 1:3 (solug¢do/alcool), permanecendo em repouso

por duas horas. Depois de transcorrido esse tempo, o sobrenadante foi retirado e o precipitado



31

submetido a trés processos de lavagem consecutivos em uma mistura de etanol/dgua (3:1),
etanol puro e acetona, respectivamente, com intervalos de quinze minutos entre cada lavagem,
para total precipitacdo da goma. Por fim, o material obtido foi posto para secagem em um
dessecador por um periodo de quinze horas.

Ap6s a secagem da goma no dessecador, conforme descrito anteriormente, a goma ja
purificada é submetida a uma segunda etapa de purificacdo semelhante a anterior (Figura 8),
diferindo apenas na concentra¢ido da solucdo feita, que na primeira etapa foi de 4%, passa,
nessa etapa, a ser de 3%. Os demais processos foram feitos de forma idéntica aos

anteriormente citados.

Goma Isolada

[ Pulverizacio |

[ Dissolugao

4% (1) e 3% (29)
v Adicdo de 5g de NaCl
Recuperacdoe [ Filtragao

aferi¢do do volume < L3 de vidro

do filtrado —

[ Precipitagdo ]
Descartedo Etanol (3:1)
sobrenadante

[ Lavagem ]

Descarte dos Etanol/Agua (3:1)
sobrenadantes Etanol
Acetona

[ Secagem ]
l Dessecador (15h)

Goma Purificada

Figura 8 - Representacio esquematica da primeira e segunda etapa de purificacdo da goma.

Fonte — Adaptado de Rodrigues, Paula e Costa (1993).
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Finalmente, a terceira e tltima etapa de purificacdo € feita por meio da dissolugdo da
goma duas vezes purificada, um pé branco, em solucio a 4% em agua destilada sob agitacdo
mecanica constante a 3000 rpm durante duas horas. A solucao foi entdo precipitada em dlcool
isopropilico em uma propor¢do de 1:1 (solucdo/alcool), e colocado em repouso por duas
horas. Transcorrido esse tempo, o sobrenadante foi retirado e a goma precipitada foi colocada
em dessecador por quinze horas. O p6é branco obtido foi transferido para um almofariz e
submetido a ciclos constantes de trituracdo com pistilo e secagem em estufa a 50 °C, até total

secagem da goma (Figura 9).

Goma Purificada
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sl Precipitagao
sobrenadante ¢ Isopropanol
W
Secagem

Ciclos entre estufa
(50 °C) e pulverizagdo
com grau e pistilo

W

Goma Purificada

Figura 9 - Representagdo esquematica da terceira etapa de purificacdo da goma.

Fonte — Adaptado de Rodrigues, Paula e Costa (1993).
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4.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.4.1. Microrganismos testados

Para esses testes foram utilizados quatro microrganismos, sendo duas bactérias e dois
fungos. Para as bactérias foram eleitas uma Gram positiva, Staphylococcus aureus, e uma
Gram negativa, Escherichia coli. Para os fungos, foram eleitos um fungo filamentoso,

Aspergillus niger, e um leveduriforme, Candida albicans.

4.4.2. Método de macrodiluicao em caldo

Para esse método foi utilizado o caldo nutriente para o crescimento das bactérias e o
caldo Saboraud Dextrose para os fungos.

De cada microrganismo foi preparado um repique em meio inclinado do qual foi feita
uma suspencao microbioldgica apds vinte e quatros horas de crescimento, exceto no caso do
A. niger que foi deixado para crescer por quarenta e oito horas. Para isso, foram adicionados
de dois a trés mL de solucdo fisiologica (NaCl 9,0 g/L) estéril dentro do tubo e agitada
cuidadosamente, até a total suspensdo do microrganismo. No caso do A. niger a suspensado foi
realizada em solucdo fisiolégica com 2% de Polisorbato 80 para conseguir suspendé-lo. A
padronizacdo da suspensdo microbiana foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 580 nm até uma turbidez de 25% de transmitancia (Figura 10).

Para cada microrganismo testado foram utilizados doze tubos enumerados de um a
doze, onde foi colocado 1 mL de caldo em todos, a partir do segundo. Foi feita a diluicdo
seriada colocando-se 2 mL de uma solu¢do com concentragdo de 200 mg/mL da goma no tubo
um e desse foi retirado 1 mL e colocado no tubo dois, homogeneizado com o caldo, atingindo,
assim, uma concentragdo de 100 mg/mL. Desse, foi retirado 1 mL e colocado no tubo trés e
homogeneizado, atingindo uma concentragdo de 50 mg/mL e assim sucessivamente até o tubo
doze, pulando o tubo onze. Posteriormente, foram adicionados 100 pL das suspensdes
microbiologicas do tubo um ao tubo onze e homogeneizados. O tubo um serviu como como
solu¢do mae para dilui¢do, o onze como controle positivo € 0 doze como controle negativo.
Todos os tubos foram colocados na estufa bacteriolégica a 37°C por vinte e quatro horas, com

excecao dos que continham A. niger. Apos esse tempo foi observado as turvagdes dos tubos.



2=580 nm
T=25%

Figura 10 — Representagdo esquemadtica do procedimento de padronizacdo do indculo.

A) Repique do microrganismo em meio inclinado; B) Suspensdo do microrganismo em solucao
fisioldgica estéril; C) Dilui¢do da suspensdo; D) Padronizagdo da transmitancia em
espectrofotdmetro.
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Diluicao seriada da goma

Figura 11 — Representacdo esquematica do método de macrodilui¢do em caldo.

Fonte — Adaptado de Bezerra, 2013.
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Tabela 2 — Preparacdo dos tubos do ensaio para o teste de macrodiluicao em caldo.

TUBOS Meio (Caldo)  Microrganismo Conc. da goma
(mg/mL)
Tubo 01 - 100 uL 200
Tubo 02 1,0 mL 100 uL 100
Tubo 03 1,0 mL 100 uL 50
Tubo 04 1,0 mL 100 uLL 25
Tubo 05 1,0 mL 100 uLL 12,5
Tubo 06 1,0 mL 100 uL 6,25
Tubo 07 1,0 mL 100 uL 3,125
Tubo 08 1,0 mL 100 uLL 1,562
Tubo 09 1,0 mL 100 uL 0,781
Tubo 10 1,0 mL 100 uL 0,390
Tubo 11 1,0 mL 100 uL -
Tubo 12 1,0 mL - 0,195

Fonte — Dados da pesquisa, 2015.

4.4.3. Método de difusio em agar

Foram testadas quatros concentra¢cdes da goma: 150 mg/mL, 750 mg/mL, 35,5 mg/mL
e 17,25 mg/mL, para a medi¢@o dos halos de inibigdo.

A preparacdo da suspensdo microbioldgica foi realizada igualmente ao método
anterior. Os meios utilizados foram o 4dgar nutriente para as bactérias e agar Saboraud-
Dextrose para os fungos.

Com as suspensoOes feitas, foram preparados os meios contendo os indculos
adicionando-se 1,0 mL da suspensdo em 50 mL do meio, ainda em estado liquido, a 50 °C.

Para o preparo de cada placa, foi colocado 18 mL meio estéril para formacdo da
camada-base. Apds a solidificacdo dessa camada, foram vertidos 5,0 mL do 4gar-indculo.
Com as duas camadas uniformemente sobrepostas e solidificadas, foram colocados os quatro
cilindros de ago inoxiddavel (10 mm de altura; diametros interno e externo de 6 e 8 mm,
respectivamente) com distancias aproximadamente iguais entre eles. Para os testes, foram
adicionados 200 pL de cada concentracdo nos cilindros. Todo o material foi previamente

autoclavado.
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Figura 12 — Representagio esquemadtica da preparagdo do meio para o método de difusdo em agar.

Fonte — Adaptado de Bezerra, 2013.

4.4.4. Determinacio da atividade antimicrobiana da resina bruta

Para a determinacdo da atividade antibacteriana e antifiingica da resina bruta (RB) foi
utilizado o método de difusdao em 4gar.

Os microrganismos, os meios € os materiais utilizados foram os mesmos que os usados
para a goma purificada, bem como as técnicas de suspensdo do microrganismo, padronizacdo
da mesma, preparacdo do in6culo e montagem das placas.

A solucdo da resina bruta foi preparada por meio da fragmentacdo da mesma e retirada
dos residuos da casca e outros interferentes maiores, € entdo pesada e posta para dissolver em
agua destilada a temperatura ambiente, a fim de obter uma solu¢do de concentracdo igual a
150 mg/mL, lancando mao de agitador mecénico a 3000 rpm até total solubilizacio da resina.
A partir dessa concentragdo foram feitas diluicOes para se obter as concentracdes de 75
mg/mL, 37,5 mg/mL e 18,57 mg/mL. Em cada placa foram colocados quatros cilindros com
200 pL das referidas solugdes e incubadas em estufas a aproximadamente 37 °C, com excecao

do A. niger. Todos os testes foram feitos em triplicatas.
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4.5. TESTE DE GENOTOXICIDADE Allium cepa

O potencial genotéxico da GC foi determinado utilizando o Allium cepa como
organismo teste, seguindo a técnica proposta por Fiskesjo (1985). Foram usadas quatro
concentracdo para serem analisadas, que foram de 0,56 mg/mL, 1,11 mg/mL, 1,66 mg/mL e
2,22 mg/mL., mais os dois controles. Para o controle negativo foi usada dgua destilada e para o
controle positivo foi usado o peréxido de hidrogénio (H,O;) a 300 uM por 24h. Para cada
solucdo testada, foram tratadas 5 cebolas.

Inicialmente as cebolas foram limpas, posteriormente as raizes velhas foram
removidas e postas para germinar em dgua destilada até suas raizes atingirem cerca de 1 cm
de comprimento, por 24 horas. Depois de germinadas, foram retiradas as raizes quebradas
sem tocar nas vizinhas e, entdo, foram tratadas com as solu¢des da goma por 24 horas.
Transcorrido o tempo de tratamento, as raizes foram retiradas, lavadas com dgua e fixadas em

fixador de Carnoy (3:1 — dlcool etilico 100% e acido acético 45%).

Figura 13 — Germinagao dos bulbos de cebolas (Allium cepa).

A) Germinacdo em 4gua destilada; B) Tratamento das raizes nos controles positivo e
negativo e nas solugdes com concentragdes crescentes da goma a serem testadas.

Fonte — Arquivos do autor, 2015.
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As laminas contendo as raizes selecionadas do grupo teste e do grupo controle foram
preparadas de acordo com o protocolo adotado por Fiskesjo (1985), para isso, as raizes foram
lavadas novamente em &4gua destilada, tomando sempre o cuidado de ndo pegd-las pela
exterminada de crescimento, a coifa. Foram, posteriormente, submetidas a um processo de
hidrélise acida quente, usando HCI IN a 60 °C em estufa por 10 minutos. Foram lavadas
novamente e colocadas no reativo de Schiff (0,5% fucsina basica, 1% metabissulfito de sédio,

0,6% HCI e 4gua q.s.) por 30 minutos no escuro. Antes de serem montadas as laminas, as

raizes foram lavadas em 4gua sulfurosa.

o
-

Figura 14 — Crescimento das raizes da cebola.
A) Raiz apds germinagdo em dgua; B) Raiz apds tratamento nas solucdes teste.

Fonte — Arquivos do autor, 2015.

Com o auxilio de uma lupa, a coifa da raiz foi cortada com um bisturi deixando s6 o
pedago mais corado, sem deixar secar (adicionando uma gota de acido acético 45%). Entdo, a
coifa foi cortada em pedagos menores e com uma laminula em cima foi feito um
esmagamento até o material ficar bem espalhado Foram preparadas 3 laminas para cada
cebola e analisadas 1000 cé€lulas por lamina

Na andlise microscépica foi determinado o potencial citotéxico por meio do Indice
Mitético (IM) - relagdo entre o nimero de células em divisdo e o nimero total observado; e o
potencial genotoxico, por meio das Aberracoes Cromossdmicas Metafdsicas (ACM) e

Anafasicas (ACA) — alteracd@o na estrutura ou nimero total dos cromossomos das metafases e
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andfases, respectivamente. Na determinacdo do potencial téxico foi utilizada a andlise
macroscopica, observando-se a formagdo de tumores e presenca de raizes torcidas e avaliando
o crescimento das mesmas.

Os valores obtidos para o IM, AC e o tamanho das raizes foram analisados pelo teste
de Mann-Whitney, sendo considerados estatisticamente diferentes do controle negativo

quando p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EXTRACAO DA GOMA DO CAJUEIRO

Rodrigues, Paula e Costa (1993), realizaram um estudo no qual compararam o método
descrito por Anderson, Bell e Millar (1974) com o descrito por Rinaudo e Millas (1991) para
o isolamento da goma do cajueiro. Os métodos descritos apresentaram gomas com aspectos
similares de cor, branca, soliveis em dgua e formacdo de solucdes limpidas, porém, o
segundo método foi o qual proporcionou maior rendimento e menor gasto de tempo, se
mostrando o mais adequado para se isolar a goma do cajueiro (GC). Tendo em vista esses
resultados, optou-se pela utilizacdo do método sugerido por Rinaudo e Milas (1991) para o
isolamento da goma com a realizacdo de uma etapa de extracdo e trés purificacdes, assim
como sugerido por Costa, Rodrigues e Paula (1996), pois, foi essencial para a obtencdo de um
material de elevado grau de pureza, necessario para estudos mais refinados.

A goma isolada nesse trabalho apresentou-se como um pé branco, fino e seco na
forma de sal de s6dio com aspecto semelhante a canfora (Figura 15) demonstrando boa
reprodutibilidade em relagcdo as caracteristicas fisicas visuais da goma, porém apresentou

rendimento de 45% apds a ultima purificacdo, significativamente menor que o encontrado por

Rodrigues, Paula e Costa (1993), 78%, e o obtido por Silva (2014), 59%.

Figura 15 — Goma do cajueiro purificada.

Fonte — Arquivo do autor, 2015.
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Essa diminui¢do do rendimento pode ser explicada tanto pelas variacdes na coleta e
armazenamento das resinas como pelo processamento das etapas de extracdo e purificacdo.

Gobbo-Neto e Lopes (2007) afirmam que variacdes na sazonalidade, ritmo circadiano,
clima, indice pluviométrico e fase de desenvolvimento da planta, bem como a disponibilidade
hidrica e de nutrientes, a altitude, poluicdo atmosférica, a indug@o por estimulos mecanicos ou
ataque de patdgenos podem influenciar ndo sé a quantidade total de metabdlitos produzidos
pelas plantas, mas também as proporcdes relativas dos componentes da mistura.

Como citado anteriormente, fatores relacionados ao processamento da metodologia
também podem ter influenciado no rendimento final da goma, bem como observado por Silva
(2014). Além desses, a mudanca na tultima etapa de purificacdo, troca da liofilizacdo por
precipitacdo em isopropanol e ciclos de secagem em estufa e trituracdo com grau e pistilo,
soma-se aos fatores que podem ter diminuido o rendimento da goma, uma vez que essa passa
por uma etapa a mais de precipitacdo e lavagens, porém essa modificacdo ndo alterou as
caracteristicas fisicas da goma, apresentando-se como uma alternativa mais barata para a da

goma purificada.

5.2.DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS

5.2.1. Método de macrodiluicao em caldo

De acordo com o observado na Tabela 3, o uso do método de macrodiluicdo em caldo
para determinar a atividade da goma do cajueiro se mostrou ineficaz, uma vez que todos os
tubos que continham a goma turvaram, inclusive o tubo 12 que continha apenas o meio com a
goma, ou seja, € impossivel determinar se a goma apresentou ou ndo atividade antimicrobiana
por esse método, pois sua capacidade de turvar o meio de cultura interferiu na andlise.

Esse fato apresenta-se como um fator limitante para o método, pois o mecanismo de
avaliacdo € a percepc¢do visual individual, que por si sO estd sujeita a um viés analitico. Por
outro lado, substancias que naturalmente tem a capacidade de turvar solucdes sao
impossibilitadas de serem usadas.

Uma forma de se averiguar os resultados que foram omitidos seria a realizacdo do
plaqueamento dos meios contidos nos tubos, a fim de se observar onde cresceria ou nio os

microrganismos.
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Tabela 3 — Resultado do método de diluicdo em caldo.

TUBOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
[1 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,562 0,781 0,390 - 0,195
(mg/mL)
E. coli - T T T T T T T T T T T
S. aureus = T T T T T T T T T T T
C. albicans - T T T T T T T T T T T
A. niger - T T T T T T T T T T T

T — Houve turvacdo do meio; NT — Nao houve turvagéo.

Tubo 1 — Solugdo mée da goma; tubos 2-10 — sistemas testes; tubo 11 — controle negativo; tubo 12 —
controle positivo.

Fonte - Dados da pesquisa, 2015.

Figura 16 — Tubos usados no teste de macrodilui¢do em caldo.

Tubo 1 — Solu¢do méae da goma; tubos 2-10 — sistemas testes; tubo 11 — controle negativo;
tubo 12 — controle positivo.

Fonte — Arquivo do autor, 2015.
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5.2.2. Determinaciao da atividade antimicrobiana da goma purificada pelo

método de difusao em agar

Na literatura, atualmente, é possivel encontrar alguns relatos sobre a atividade
antimicrobiana de extratos de diferentes partes do cajueiro, como por exemplo, a do extrato
hidroalc6olico da casca que mostrou significativa atividade antimicrobiana in vitro sobre
diferentes cepas de Streptococcus sp. e linhagens de Staphylococcus aureus resistentes
(MRSA) e sensiveis (MSSA) a meticilina (MELO et al., 2006; SILVA et al., 2007).

De acordo com a Tabela 4, observa-se que a goma do cajueiro, dentre as
concentragdes estudadas, mostrou atividade apenas sobre o fungo leveduriforme C. albicans
em uma Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de 150 mg/mL, apresentando halo de inibicao

com didmetro maior de 10 mm (Figura 17).

Tabela 4 — Tamanhos do halo de inibi¢do (mm) provocados pela goma purificada do
cajueiro nos cultivos de diferentes microrganismos (Média+Desvio Padrio).

[ ] mg/mL E. coli S. aureus C. albicans A. niger
150 NI NI 12,7+0,47 NI
75 NI NI NI NI
37,5 NI NI NI NI
28,75 NI NI NI NI

NI — Halo de inibi¢do menor que 10 mm ou ausente.

Fonte — Dados da pesquisa, 2015.

Esses resultados divergem daqueles encontrados por Marques, Albuquerque e Xavier-
Filho (1992), pois conseguiram observar inibicao do crescimento de duas cepas de fungos do
género Penicillium sp, seis do género Aspergilus sp € uma de Verticilium sp, bem como de
bactérias, como o Staphylococcus aureus, Serratia marcescens e Bacillus subtilis. Em
contrapartida, nos estudos realizados por Campos et al. (2012), a GC conseguiu inibir o
crescimento das bactérias Escherichia coli, MRSA (Staphylococcus auerus Resistente a

Meticilina) e MSSA (Staphylococcus aureus Sensivel a Meticilina), Listeria innocua e
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Enterococcus faecium, porém sendo inativa contra a bactéria Lactobacillus acidophilus e do
fungo Candida albicans.

Os microrganismos em comum entre os dois estudos acima citados e o presente
trabalho foram a E. coli, uma bactéria Gram-negativa, e a C. albicans, um fungo
leveduriforme, onde, neste trabalho, esses microrganismos mostraram-se resistentes e
sensiveis a GC, respectivamente, o oposto do observado nos estudos de Marques,
Albuquerque e Xavier-Filho (1992) e Campos et al. (2012).

Pode se explicar essa diferenca de resultados pela diferenca de métodos de purificacao
utilizados, que podem ter promovido quantidades diferentes de metabdlitos, entre os quais
aquele responsdvel pela atividade antimicrobiana (MUROI; KUBO e KUBO, 1993;
CAMPOS et al., 2004; TORQUATO et al., 2004).

Figura 17 — Perfil da inibi¢@o do crescimento de diferentes microrganismos pela goma purificada
do cajueiro.

A) E. coli; B) S. aureus; C) C. albicans; D) A. niger.

Fonte- Arquivos do autor, 2015.
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5.2.3. Determinacio da atividade antimicrobiana da resina bruta pelo

método de difusao em agar

Além da goma purificada, foi verificado o potencial da resina bruta do cajueiro inibir o
crescimento de bactérias e fungos a fim de obter informacdes sobre a capacidade de
interferéncia do método de extracdo e purificacio sobre esse efeito.

Como ¢é possivel observar na Tabela 5, a resina bruta ndo apresentou atividade
antimicrobiana sobre nenhum dos microrganismos testados (Figura 18). Esses resultados
discordam daqueles obtidos por Campos et al. (2012) que encontraram atividade contra alguns
microrganismos, entre eles MRSA e MSSA, porém no mesmo estudo a resina também nao foi

capaz de inibir o crescimento da E. coli, igual ao atual trabalho.

Tabela 5 - Tamanhos do halo de inibi¢do (mm) provocados pela resina bruta do
cajueiro nos cultivos de diferentes microrganismos.

[ ] mg/mL E. coli S. aureus C. albicans A. niger
150 NI NI NI NI
75 NI NI NI NI
37,5 NI NI NI NI
28,75 NI NI NI NI

NI — Halo de inibi¢do menor que 10 mm ou ausente.

Fonte — Dados da pesquisa, 2015.

Ao se comparar o comportamento da goma purificada com a da resina bruta do
cajueiro nota-se que sao semelhantes, pois a goma teve atividade somente conta a C. albicans
na maior concentracio testada, enquanto a resina nao apresentou atividades em nenhum dos
cultivos de microrganismos testados. Dessa forma, o método de purificagcdo utilizado mostrou
pouca influencia nos resultados, mostrando apenas uma pequena melhoria na atividade sobre
a levedura que pode ter sido por causa do isolamento ou purificagdo de alguma substincia

desconhecida da resina com essa atividade.
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Figura 18 — Perfil da inibi¢do do crescimento de diferentes microrganismos pela resina bruta
do cajueiro.

A) E. coli; B) S. aureus; C) C. albicans; D) A. niger.

Fonte- Arquivos do autor, 2015.

A diferenca em relagdo aos estudos anteriormente citados pode ser explicada pelas
variagdes nos processos de coleta e armazenamento da resina, pelo processamento das etapas
de extragdo e purificacdo, bem como aos processos relacionados ao desenvolvimento da
planta e assim producdo de metabdlitos primdrios e secunddrios, e igualmente todos os outros

citados para o rendimento da goma no item 5.1.

5.3. DETERMINACAO DO POTENCIAL GENOTOXICO UTILIZANDO O Allium
cepa COMO ORGANISMO TESTE

Os valores das frequéncias das fases mitdticas encontradas nas raizes do Allium cepa
tratados com os controles e solucdes de diferentes concentragdes da goma (C1 = 0,56 mg/mL,

C2 =0,11 mg/mL, C2= 1,66 mg/mL e C4= 2,22 mg/mL) sdo dados na Tabela 6.



Tabela 6 — Frequéncias das fases mitdticas encontradas nas células de Allium
cepa tratadas com a goma do cajueiro (MédiatDesvio Padrdo).

Profase Metafase Anafase Telofase
CN 61,0+1,54 31,4+1,45 26,3+0,87 24,5+1,58
CpP 36,7+7,21 17,0+2,54 14,3+1,81 11,6%2,09
C1 58,6+3,76 28,9+2,33 21,9+3,27 22,5+2.49
C2 55,5+1,88 30,9+£2.,45 21,8+1,80 23,7+3,94
C3 52,944,92 25,7+£2,27 24,1+£2,02 23,7+£2,70
C4 62,6%1,59 26,8+2,46 23,4+1,46 22,2+1,23

CN= 4dgua destilada; CP= peréxido de Hidrogénio 300 uM; C1=0,56 mg/mL; C2= 1,11 mg/mL;
C3=1,66 mg/mL; C4= 2,22 mg/mL.

Fonte — Dados da pesquisa, 2015.

As concentragdes da goma utilizadas foram baseadas em uma situagdo hipotética
considerando um comprimido com massa de 500 mg, constituido inteiramente pela goma.
Sendo o volume géstrico cerca de 900 mL, com o estdbmago ndo vazio, esse comprimido
assumiria uma concentragdo de 0,56 mg/mL (C1) apds dissolugdo. As concentragdes C2, C3 e
C4 foram calculadas como muiltiplas de C1, sendo 2x, 3x e 4x maior, respectivamente.

As andlises, AC e Micronidcleos (MN) em células de A. cepa, atualmente tém sido
relatados na literatura como indicadores eficientes de acdo direta sobre DNA, porém a andlise
de AC em A. cepa mostrou-se mais vantajosa na determinacio do potencial genotdxico, uma
vez que varios autores tém demonstrado a eficiéncia deste para investigar os mecanismos de
acdo dos agentes testados no DNA, o que permite uma melhor compreensdo dos efeitos
promovidos por esses agentes (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Outro importante determinante do nivel de citotoxicidade de uma substancia é o IM,
pois por meio deste também € possivel determinar possiveis danos a0 DNA da célula. Uma
diminuicdo no IM de um bulbo tratado com determinada substancia, em relacdo ao do
controle negativo, pode indicar alteragdes decorrentes da acdo dos agentes expostos, bem
como um aumento significa um aumento da divisdo celular, oque pode ser prejudicial,
levando a proliferacdo desordenada das células (FERNANDES; MAZEO; MARIN-
MORALES, 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Na tabela 7 sdo apresentados os resultados do IM e AC das células tratadas com as

solugdes da goma do cajueiro pelo método do Allium cepa.
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Tabela 7 — Valores dos IM e AC Metafasicas e Anafdsicas (ACM e ACA) obtidos pelo teste
do Allium cepa para amostras de diferentes concentracdes da GC (Média+Desvio Padrao).

Amostras Y| ACM ACA
CN 14,3+0,30 8,3+0,89 4,5+0,37
Cp 7,9%40,82 24,9*%+1,86 15,2%+0,84
C1 13,2+0,79 9,3£1,19 4,24+0,66
C2 13,3+0,69 9,2+0,98 4,7+0,63
C3 12,9+1,02 8,8+1,09 4,840,38
C4 13,5%+0,41 9,3+0,33 4,9%+0,49

*Estatisticamente significativo (p<0,05), em relacdo ao controle negativo (teste de Mann-Whitney).

CN= dgua destilada; CP= peréxido de Hidrogénio 300 uM; C1=0,56 mg/mL; C2= 1,11 mg/mL; C3=
1,66 mg/mL; C4= 2,22 mg/mL.

Fonte — Dados da pesquisa, 2015.

Umas das principais vantagens do uso de gomas e polimeros naturais é sua baixa
toxicidade. No presente estudo, as solucdes das amostras CI, C2 e C3 ndo mostraram
alteracdo nos valores de IM e AC nas células do Allium cepa, ou seja, ndo provocou
alteracdes nas estruturas do DNA e assim ndo evidenciando potencial citotoxico ou
genotdxico, se mostrando aparentemente segura nessas concentracdes. Porém, quando houve
um aumento na concentracdo da goma para 2,22 mg/mL (C4) a goma comegou a provocar
alteracdes tanto na média de divis@o celular (IM) bem como alteracdes irregulares na estrutura
dos cromossomos (AC) em uma das fases da mitose, a anafase.

Algumas das aberragdes cromossdmicas encontradas no presente trabalho podem ser
observadas na Figura 19, porém, para avaliar o potencial genotoxico foram utilizadas para
tratamento estatistico apenas as aberragdes nas metéafases e anéfases.

Na andlise macroscopica das raizes nao foi visto a presenca de tumores e poucas raizes
apresentaram viscosidade alterada bem como coloracdo amarelada, o que nao foi suficiente
para afirmar toxicidade da goma. Quanto ao tamanho do crescimento, apenas a amostra C4
mostrou um tamanho significativamente menor que o Controle Negativo (Tabela 8),

demostrando coeréncia com os resultados da andlise microscépica.
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Tabela 8 — Comprimento (cm) das raizes de Allium cepa tratadas com a
goma do cajueiro.

Amostras MédiatDesvio Padrao
CN 2,3+0,04
Cp 1,2¥+0,24
C1 2,240,05
C2 2,24+0,15
C3 2,2+0,13
C4 2,1¥+0,05

*Estatisticamente significativo (p<0,05), em relacdo ao controle negativo (teste de
Mann-Whitney).

CN= dgua destilada; CP= peréxido de Hidrogénio 300 uM; C1=0,56 mg/mL; C2=
1,11 mg/mL; C3= 1,66 mg/mL; C4= 2,22 mg/mL.

Fonte — Dados da pesquisa, 2015.

Os resultados da andlise do IM e AC sugeriram que um aumento na concentragdo da
goma a 2,22 mg/mL pode conferir um comportamento citotéxico e genototéxico a goma do
cajueiro. Embora os resultados de toxicidade da andlise macroscépica tenham coincididos
com os da andlise microscopica, hd uma grande possibilidade de varia¢do bioldgica entre os
bulbos das cebolas estudadas, no que diz respeito aos tamanho das raizes, o que pode ter
influenciado no resultado final.

Apesar desses resultados, quando comparados ao controle positivo, segundo 0 mesmo
método e admitindo os mesmo pardmetros para determinacdo da significancia, todas as
andlises de todas as amostras se mostraram significativamente diferentes do controle positivo,
inclusive a amostra C4, evidenciando que por mais que esta tenha apresentado alguns
parametros indicativos de potencial genotoxico esse comportamento foi pequeno,
representado pela falta de semelhanca com o controle positivo.

Além disso, na formulacdo de comprimidos, a goma ardbica, quando utilizada como
aglutinante, € usada em cerca de 5 mg. Se utilizar a goma do cajueiro nessa mesma
quantidade, ela assumiria uma concentracdao de 0,056 mg/mL no estdmago ndo vazio, ou seja,

muito menor daquela em foi observada potencial citotdxico, genotéxico e toxico, mostrando
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que em uma concentracao usual real a goma do cajueiro se mostra segura para 0 uso como

excipiente na formulacdo de formas farmaceéuticas sélidas.

Figura 19 — Aberracdes encontradas nas células de Allium cepa apds exposicdo a diferentes
concentrac¢des da goma do cajueiro

A) Interfase; B1 e B2) Profase; C1 e C2) Metafase; D1 e D2) Anafase; E1 ¢ E2) Telofase; F)
Proéfase com deslocamento de cromossomos; G) Metafase com quebra cromossomica; H) C-
metafase; I) Célula polipoléide; J) Anafase com ponte cromossdmica; K1 e K2) Anédfase com
quebra cromossdmica; L) Célula metafasica multinucleada; M) Metdfase com aderéncia
cromossomica; N) Tel6fase com atraso; Q) Microntcleo (MN).

Fonte — Arquivo do autor, 2015.
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A Figura 20 trds os gréficos que relacionam os valores do IM, ACM, ACA e do

tamanho das raizes e seus respectivos Desvios Padrdo. Nela percebemos que houve pouca

variag

ao entre os resultados obtidos para as diferentes concentracdes da goma e que o0s

Desvios-Padrao também foram pequenos, mostrando uma boa reprodutibilidade dos

resultados com pouca interferéncia da variacdo de concentracdo da goma nos itens analisados,

mesmo a amostra C4 que apresentou alteracdes no IM, AC e tamanho das raizes teve uma

diferenga pequena nos valores finais.

201 30-
IM AM
20+
10+ o o)
0-
CN CP C1 C2 C3 C4 CN CP c1 c2 C3 c4
204 " 25
AA Cm raizes 2]
i
15 2.0-
1.5-
10
1.04
59 == 0.5+
o 0.0-
CN CN c1 c2 c3 c4 CN CP C1 c2 Cc3 c4

Figura 20 — Graficos de comparacédo dos valores de IM, ACM, ACA e tamanho das raizes de Allium cepa
tratadas com diferentes concentracdes da goma do cajueiro.

Fonte- Dados da pesquisa, 2015.
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6. CONCLUSOES

Apesar do rendimento final da goma, apds o isolamento e trés purificacdes, ter sido
menor que o esperado, a mesma apresentou caracteristicas semelhantes ao relatado na
literatura, como um sal de sédio, fino e seco com aspecto semelhante a canfora, demostrando
que o método descrito se mostrou uma alternativa barata e eficaz para secagem final da goma.

Ja o método de macrodilui¢do em caldo foi ineficaz para a determinagdo da atividade
antimicrobiana da goma do cajueiro, uma vez que a propria goma conferiu aspecto turvo ao
meio, impossibilitando a observacdo de onde houve inibicdo do crescimento dos
microrganismos.

Na comparacdo entre as atividades da goma purificada e resina bruta, apenas a goma
apresentou atividade contra a levedura Candida albicans, enquanto a resina nao apresentou
atividade em nenhum dos microrganismos. Nesse caso, a purificacdo melhorou esse
comportamento da goma.

Na avalia¢do do potencial citotéxico, genotéxico e téxico da goma do cajueiro pelo
método Allium cepa, as amostras C1, C2 e C3, mostraram comportamento seguro nas devidas
concentragdes, porém, com o aumento da concentracdo na amostra C4, houve alteracdes
significativas no IM, AC Anafésicas e no tamanho das raizes. No entanto, em concentragdes

usuais a goma do cajueiro se mostrou segura para o uso como excipiente de comprimidos.
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