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RESUMO

Introducdo: O &cido anacérdico (AA), produto extraido do liquido da castanha de caju, é um
promissor agente antimicrobiano, tendo se mostrado efetivo na reducdo da viabilidade
bacteriana de Streptococcus mutans (SM) em culturas planctonicas, porém ainda sem estudos
avaliando seu efeito em biofilmes dentarios. Objetivo: Avaliar o efeito antiplaca de
formulagdo & base de nanoparticulas de zeina carregadas com AA extraido da casca da
castanha de caju em biofilmes de SM in vitro e analisar sua toxicidade in vivo. Metodologia:
Inicialmente, foi determinada a atividade antibacteriana da formulacdo com AA através dos
testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM).
Para analise em biofilme, discos de hidroxiapatita, imediatamente ap6s formacdo da pelicula
adquirida, foram imersos por dois minutos em quatro grupos teste: Grupo 1 - solucéo
hidroetandlica; Grupo 2 - Nanoparticula de zeina + Solucdo hidroetandlica; Grupo 3 -
Nanoparticula de zeina carregada com &cido anacardico 9,337 pg/mL+ Solucdo
hidroetanolica e Grupo 4 - Digluconato de clorexidina 0,12%. Em seguida, os discos foram
imersos em caldo de cultura para formacdo de biofilme. Apds cinco dias de troca de meio, 0s
biofilmes foram coletados para analise da viabilidade bacteriana e peso seco. O grau de
toxicidade subcrbnica foi obtido através de estudo in vivo (modelo animal), apdés a
administracdo oral (gavagem) e tdpica (os farmacos foram pincelados sobre dorso e ventre
de lingua, mucosa jugal, palato duro e gengiva) em quatro grupos teste: Grupo Salina —
solucdo salina estéril a 0,9%; Grupo Clorexidina — clorexidina 0,12%; Grupo AAl —
nanoparticula de zeina carregada com AA e Grupo AA2 — nanoparticula de zeina, por um
periodo de 30 dias. Resultados: Foi encontrado o valor de 0,36 ug/mL tanto para a CIM
quanto para a CBM. A solucéo testada no Grupo 3 foi eficaz na inibicdo da formacdo do
biofilme de SM, pois ndo foram observadas unidades formadoras de colénia apds 5 dias, 0
que também foi observado no Grupo 4. Apo6s 30 dias de tratamento com os farmacos, 0s
animais dos Grupos AAL (-4,25+1,49) e AA2 (-4,00+1,30) mostraram maior perda de peso;
ndo havendo diferenca significativa na massa dos rins, pulmdes, figado e baco. Os Grupos
AALl (0,16+0,01) e AA2 (0,16+0,02) apresentaram menor massa cardiaca que 0s animais dos
Grupos Salina (0,21+0,01) e Clorexidina (0,22+0,02) (p=0,045). Com relacdo a toxicidade
local, a espessura média do epitélio de ventre lingual no Grupo Salina (3250+439 pm) foi
significantemente inferior ao Grupo AA2 (8650+1079 pum) (p=0,001); os Grupos AAl e AA2
apresentaram espessura média inferior do epitélio de mucosa jugal em relacdo ao Grupo

Clorexidina (p<0,001) e a espessura dos epitélios de gengiva do Grupo Salina (134+13 um)



foi significantemente inferior aos Grupos Clorexidina (15192+4868 um), AAl (14171+1852
um) e AA2 (73162507 pm) (p=0,001). N&o houve sinais significativos de infiltrado
inflamatdrio. Conclusdes: Os resultados denotam valor de CIM e CBM otimizado pela
presenca de nanoparticulas como também potencial efeito anti-placa do AA na formulagéo
testada. A administracdo sistémica do AA reduziu, no modelo animal, a massa cardiaca, mas

ndo exibiu sinais de toxicidade macroscopica e histologica.

Palavras-chave: Anacardium occidentale. Nanoparticulas. Streptococcus mutans. Biofilme.
Toxicidade.



ABSTRACT

Introduction: Anacardic acid (AA), a product extracted from cashew nut liquid, is a
promising antimicrobial agent and has been shown to be effective in reducing the bacterial
viability of Streptococcus mutans (SM) in planktonic cultures — however there are no studies
evaluating its effect on dental biofilms. Objective: This study aimed to evaluate the
antiplaque effect of AA zein nanoparticle formulation extracted from cashew nuts on in vitro
SM biofilms and their in vivo toxicity. Methodology: Initially, the antibacterial activity of the
formulation with AA was determined through the tests of minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). For biofilm analysis, hydroxyapatite
disks, immediately after acquired film formation, were immersed for two minutes in four test
groups: Group 1 - hydroethanolic solution; Group 2 — Zein Nanoparticle + Hydroethanolic
solution; Group 3 — AA Zein Nanoparticle (9,337 pg/mL) + hydroethanolic solution and
Group 4 - 0.12% chlorhexidine digluconate. Thus, the disks were immersed in culture broth
for bioflm formation. After five days of exchanging culture medium, the biofilms were
collected for analysis of bacterial viability and dry weight. The extent of subchronic toxicity
was obtained by in vivo study (animal model) after oral (gavage) and topical administration
(the drugs were brushed using individual sterile cotton swabs on the tongue ventral and dorsal
surfaces, bucal mucosa, palate and gingiva) in four test groups: Group Saline - 0.9% sterile
saline solution; Group Chlorhexidine - chlorhexidine 0.12%; Group AAl — AA zein
nanoparticle; and Group AA2 - zein nanoparticle, for a period of 30 days. Results: It was
found a 0,36 pg/mL value to MIC and to MBC. The solution tested in Group 3 was effective
in inhibiting the formation of SM biofilm because no colony forming units were observed
after 5 days of biofilm formation, which was also observed in Group 4. After 30 days of
treatment with the drugs, animals from Groups AA1 (-4.25 + 1.49) and AA2 (-4.00 = 1.30)
showed greater weight loss; and there was no significant difference in the mass of the
kidneys, lungs, liver and spleen. Groups AA1 (0.16 + 0.01) and AA2 (0.16 + 0.02) presented
lower cardiac mass than the animals of Groups Saline (0.21 + 0.01) and Chlorhexidine (0.22
+0), 02) (p = 0.045). Regarding local toxicity, the mean thickness of the lingual epithelium in
the Group Saline (3250 + 439 um) was significantly lower than the Group AA2 (8650 + 1079
um) (p = 0.001); the Groups AALl and AA2 had a significantly lower mean bucal mucosa
epithelial thickness than the Group Chlorhexidine (p <0.001) and the thickness of saline
gingival epithelium (134 + 13 pum) was significantly lower in the Groups Chlorhexidine
(15192 + 4868 um), AA1 (14171 £ 1852 pm) and AA2 (7316 £ 2507 um) (p = 0.001). There



were no significative signs of inflamation. Conclusions: The results denote MIC and MBC
values optimized by the presence of nanoparticles and potential anti-plaque effect of AA in
the formulation tested. Systemic administration of AA reduced the cardiac mass in the animal

model, but showed no signs of macroscopic and histological toxicity.

Key-words: Anacardium occidentale; Nanoparticles; Streptococcus mutans; Biofilm;
Toxicity.
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1. INTRODUCAO GERAL

As plantas medicinais sdo uma importante opcao terapéutica para a populacao,
especialmente no Brasil, devido suas propriedades bioldgicas, seu baixo custo e sua
disponibilidade (NUNES et al., 1999; ARAUJO et al., 2018). Aliado a isso, reitera a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que cerca de 80 a 85% da populagdo mundial de
paises em desenvolvimento, por causa da pobreza e da falta de acesso a centros médicos,
dependem primordialmente de plantas para a sua saude primaria. Porém, poucas plantas tém
sido cientificamente estudadas para uma avaliacdo segura de suas propriedades, eficacia e
toxicidade. A prépria OMS, desde 1977, tem incentivado o estudo de plantas medicinais para
que seus beneficios sejam cientificamente comprovados, assim como sejam conhecidos 0s
riscos de seu uso indevido e sua possivel toxicidade (PERAZZO et al., 2004).

O cajueiro (Anacardium occidentale), cultivado em vaérias regides do mundo, €
uma arvore tropical comumente encontrada no Nordeste brasileiro (GOMES, et al. 2016). O
caju, seu pseudofruto, pode ser consumido in natura e pode ser convertido em varios produtos
nutricionais, como sucos, chas e geleias. Além do pseudofruto, da folha e da castanha, uma
parte que na maioria das vezes é considerada como residuo é a casca da castanha, que contém
30% do que se chama liquido da castanha de caju (LCC). Neste sentido, sendo o Brasil um
dos maiores produtores de residuos agroindustriais do mundo, estudar compostos neles
contidos tem grande importancia na reducdo de poluentes e na possibilidade de se encontrar
substancias com potencial terapéutico (ROCHELLE, 2016).

O LCC tem em sua composicdo 80% de acido anacardico (AA), além de 15% de
cardol e uma pequena quantidade de cardanol (HARLITA et al., 2016). Tem surgido como
um composto promissor, devido a sua variedade de propriedades bioldgicas e ndo biolégicas,
como por exemplo, o uso como preservante de alimentos, tinta, cimento, estabilizagédo de
gasolina, sendo assim, um importante produto comercial para varios paises tropicais
(CARVALHO et al., 2011).

O acido anacardico (AA) é um dos componentes ativos extraidos do LCC
(TREVISAN et al., 2006). Tem se mostrado efetivo na redugéo da viabilidade bacteriana de
Streptoccocus mutans (SM) em culturas planctdnicas, além de atuar como anti-inflamatorio,
antibacteriano, antitumoral, antifingico e antioxidante (HIMEJIMA & KUBO, 1991; MUROI
& KUBO, 1993; ARAUJO et al., 2005; KUBO et al, 2006; GREEN et al., 2008; RIVERO-
CRUZ et al., 2011; AL-HAZZANI et al., 2012; SOUZA et al., 2018). Também tem sido
descrito como gastroprotetor, inibidor de enzimas (CARVALHO et al., 2011) e como um
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potencial candidato a agente para o desenvolvimento de nanomateriais (HAMAD &
MUBOFU, 2015).

Embora haja uma grande gama de agentes antimicrobianos com indicacdo para
controle e tratamento de inimeras enfermidades, a questdo do desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana tem se tornado um grave problema de salde publica nos Gltimos anos
(CARVALHO et al., 2011). Desta forma, novos agentes antimicrobianos tém sido
pesquisados, especialmente as plantas medicinais.

O AA consiste em uma molécula anfipatica com regides hidrofilica e hidrofdbica.
Sua atividade antimicrobiana tem sido relacionada em funcdo da interacdo entre o
comprimento da cadeia lateral hidrofébica com o grupo hidroxila hidrofilico — a porgéo
hidrofilica se liga a um hidrogénio intermolecular da membrana plasmatica da célula-alvo e,
logo apds, a porcdo hidrofébica é capaz de entrar na bicamada lipidica da membrana celular,
causando seu rompimento (GREEN et al., 2007). Quanto maior o nimero de duplas ligacGes
na cadeia lateral, maior efeito antibacteriano o composto tera (HIMEJIMA & KUBO, 1991;
MUROI & KUBO, 1993).

A cérie dentaria € uma doenca biofilme-agUcar-dependente que ocorre pela
progressiva destruicdo da estrutura mineral dos tecidos dentérios, resultante de uma complexa
interacdo de microrganismos, fatores do hospedeiro e da dieta (KLEIN et al., 2015). Na
auséncia de tratamento, a cérie progride podendo afetar desde os tecidos mineralizados do
6rgdo dentario até a polpa (FEJERSKOV, 2005; CURY et al., 2016). E caracterizada pelo
aparecimento de regifes definidas de desmineralizacdo no esmalte dentério, as manchas
brancas, que eventualmente podem coalescer para uma lesdo mais ampla (KOO et al., 2013).

E a doenca oral mais prevalente mundialmente e é considerada um grande
problema de salde bucal, apesar dos constantes estudos e esforgos na descoberta de medidas
que possam preveni-la (MARCENES et al., 2013). E tida como a doenca oral biofilme-
dependente mais onipresente e dispendiosa do mundo e que compromete a saude e o bem-
estar de criancas e adultos (KLEIN et al., 2015). No Brasil, de acordo com o ultimo
levantamento epidemioldgico de 2010, a carie esta presente em 53,4% das criangas com cinco
anos de idade e em 56,5% das criancas com 12 anos. Sendo a carie um fenémeno socio-
econbmico-dependente, no nosso pais ha grandes diferencas entre cidades de interior (com
maior porcentagem de casos) e capitais (SB BRASIL 2010).

Mudancas nos eventos metabolicos que ocorrem entre o mineral dentario e o
biofilme diante da queda do pH tém como resultado a carie, queda esta que acontece devido a
producéo de acidos por meio de bactérias presentes no biofilme, especialmente 0 SM, que é o
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principal agente associado ao inicio e desenvolvimento da lesdo cariosa, apesar de nem
sempre ser 0 mais numeroso. Esta bactéria sintetiza polissacarideos intracelulares e
extracelulares, principalmente do tipo glucano a partir da sacarose da dieta, e possui
caracteristicas acidogénicas e aciduricas, que sdo consideradas fatores de viruléncia criticos
envolvidos na patogénese da cérie (LOESCHE, 1986; YAMASHITA et al., 1993; PAES
LEME et al., 2006; DUARTE et al., 2008; KLEIN et al., 2015).

Esta producdo de polissacarideos extracelulares pelo SM auxilia na maturacdo do
biofilme, na medida em que polissacarideos produzidos por suas enzimas Sdo 0s principais
constituintes da matriz cariogénica e sdo reconhecidos como fatores de viruléncia associados
a carie dentaria (KOO et al.,, 2013). Os biofilmes sdo comunidades estruturadas de
microrganismos aderidos a uma superficie solida e que se aglomeram dentro de uma matriz
tridimensional de polissacarideos extracelulares composta de polissacarideos, lipideos,
proteinas e acidos nucleicos. Ainda melhoram e promovem a aderéncia e co-aderéncia de
microrganismos, atuam como reserva de energia, afetam a difusdo de substancias para dentro
e fora do biofilme e ajudam a concentrar ions metalicos e outros nutrientes fisiologicos dentro
de um microambiente. (MARSH, 1994; KOLENBRANDER, 2000; HAYACIBARA et al.,
2003; ARPANA & YADAYV, 2008; FLEMMING & WINGENDER, 2010; KOO et al., 2010;
BOWEN & KOO, 2011). Somando-se a isto, biofilmes podem proteger 0s microrganismos de
condicdes adversas, e 0 estado fisioldgico das células bacterianas no biofilme confere um alto
nivel de resisténcia aos agentes antimicrobianos. (COSTERTON, STEWART &
GREENBERG, 1999).

A cavidade oral possui uma diversidade anatdmica e uma interdependéncia entre
as suas estruturas, tornando favoravel o desenvolvimento do biofilme. Os dentes constituem
superficies duras favoraveis a sua formacao e maturacéo, tanto na regido supragengival como
na regido subgengival, diferentemente das superficies mucosas nas quais ocorre uma
constante descamacdo do epitélio e os microrganismos aderidos sdo renovados (MARSH,
1994).

A remogdo mecanica através da escovacéo e do fio dental, o uso de antissépticos e
antibioticos sdo meios de tratamento de doencas que se relacionam com a presenga do
biofilme (KOO et al., 2013; KLEIN et al., 2015). Na Odontologia, a clorexidina tem sido
estudada a exaustdo e é, atualmente, o agente antimicrobiano mais utilizado como padrédo ouro
por ter um amplo espectro de a¢do. Tem sido usada também como padrdo ouro em grupos
controle de experimentos, nos quais € medida a dosagem de uso de outros agentes. Porém tem

sabor desagradavel e capacidade de pigmentacdo de estruturas dentarias e de restauragoes
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estéticas, 0 que leva a abertura de espago para a descoberta de outras substancias que também
sejam eficientes e que ndo tenham tantos efeitos colaterais (ANAND et al., 2015). Ja os
antibioticos podem levar a resisténcia das cepas, tendo consequéncia a diminuicdo de sua
eficacia (HAMBLIN & HASAN, 2004; GOMES et al., 2016; ARAUJO et al., 2018).

Apesar de 0 AA ja ter sua acdo avaliada contra suspensdes de SM (MUROI &
KUBO, 1993; GREEN et al., 2008; RIVERO-CRUZ et al., 2011; ANAND et al., 2015;
ARAUJO et al., 2018), inexistem estudos que avaliem a sua acdo em biofilmes cariogénicos.
Neste sentido, mais estudos que avaliem a acdo antibacteriana do AA em biofilmes s&o
necessarios.

As nanoparticulas sdo materiais muitissimo pequenos, menores que 1nm,
apresentados pelo professor Noro em 1973 na Universidade de Toquio. Seu uso terapéutico
pode envolver o diagndstico, prevencao e tratamento de varias doengas. Em Odontologia, tem
e terd um vasto campo, desde nanorob0s até regeneracdo da articulacdo temporomandibular
(KAVOOSKI et al., 2018). A incorporacdo de nanomateriais pode modificar as propriedades
Opticas, quimicas, elétricas e mecanicas de substancias (BAPAT et al., 2018).

O pequeno diametro das nanoparticulas aumenta ndo somente suas propriedades
mecénicas, mas também sua a¢do antimicrobiana devido a sua alta relacdo superficie-volume,
provocando dano as membranas celulares. Sua grande vantagem sobre os antimicrobianos
convencionais € ndo ser afetada pelos mecanismos que fazem com que os organismos fiquem
a eles resistentes, pois formam um contato direto com a parede celular bacteriana, em vez de
penetra-la, sendo também sistemas ideais de entrega de drogas (BAPAT et al., 2018;
DEFRATES et al., 2018).

As nanoparticulas podem ter uma diversidade de composicdes, tais como metais,
polissacarideos e proteinas (DEFRATES et al., 2018). As de prata tem sido pesquisadas
devido a sua capacidade remineralizadora; as de ouro tem sido usadas como veiculos para
entrega de antimicrobianos e também como agentes de contraste para imagens; as de 0xido de
ferro tem sido pesquisadas na inibicdo da formacdo do biofilme; as de didxido de titanio em
resinas dentérias, dentre outras (BAPAT et al., 2018).

Ja as nanoparticulas com base biolégica como seda, queratina, colageno, elastina,
zeina do milho e soja tém a grande vantagem de serem biodegradaveis e de relativo baixo
custo. Podem ser processadas e modificadas para que alcancem as especificidades de
tamanho, morfologia e peso desejadas (DEFRATES et al., 2018).

A zeina é uma proteina de baixo peso molecular encontrada no citoplasma celular

do milho. Por ser insoltvel em agua, a nanoparticula de zeina € promissora como veiculo de
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carreamento de drogas, na medida em que pode proteger seu contento por ter alta estabilidade
em uma variedade de ambientes, como por exemplo, 0 meio bucal, e também como base na
engenharia tecidual e na formacdo de plataformas biodegradaveis para biosensores
(DEFRATES et al., 2018).

Mesmo com o grande uso das plantas medicinais, estudos que avaliem sua
toxicidade sdo escassos, apesar de grande importancia, ja que a toxicidade € um limite a este
largo uso. A avaliacdo da toxicidade de uma droga tem o propdsito de detectar a toxicidade
da substdncia na medida em que se avaliam 6rgdos especificos em sua sensibilidade,
verificando, assim, o dano que pode por ela ter sido causado, quer macroscopicamente ou
microscopicamente.

Desta forma, protocolos de toxicidade aguda e crénica tém sido propostos, quer
para deteccdo da dose méxima permitida com uma Unica administracdo, quer para avaliar 0s
efeitos que a droga possa ter com administracdo mais prolongada (HARLITA et al., 2016).
Carvalho et al., (2011) avaliaram a toxicidade do AA através de protocolos agudo (dose
unica) e subagudo (30 dias) em modelo animal e concluiram que o farmaco ndo produziu
efeitos mutagénicos, observando ainda que doses menores que 300mg/kg ndo levaram as
alteracOes bioquimicas e hematoldgicas.

Apesar da larga utilizacdo do AA para as mais diversas finalidades terapéuticas,
inexistem estudos que avaliem a toxicidade in vivo de nanoparticulas de zeina carregados com

acido anacardico.
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2 - PROPOSICAO

Obijetivo Geral

- Analisar efeitos bioldgicos, quais sejam a a¢do antimicrobiana e a toxicidade, de
formulagdo a base de nanoparticulas de zeina carregadas com acido anacérdico.

Obijetivos Especificos

- Avaliar o efeito antibiofilme desta formulacdo na formacéo de biofilmes de
Streptococcus mutans in vitro.

- Avaliar o grau de toxicidade subcrdnica desta formulagdo, ap6s a administracdo

via oral e via tdpica in vivo (modelo animal).
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RESUMO

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano de formulacéo a base
de nanoparticulas de zeina carregadas com &cido anacérdico (AA) extraido da casca da
castanha de caju (Anacardium occidentale) em biofilmes em formacdo de Streptococcus
mutans (SM) in vitro.

Design: Inicialmente, foi determinada a atividade antibacteriana da formulagdo a base de AA
através dos testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) em sete grupos teste. Para analise em biofilmes de SM UA159, estes foram
formados em discos de hidroxiapatita previamente expostos a saliva para formacdo da
pelicula adquirida. Em seguida, foram imersos por dois minutos em quatro grupos teste:
Grupo 1 - solucdo hidroetandlica; Grupo 2 - Nanoparticula de zeina + Solucao hidroetandlica;
Grupo 3 — Nanoparticula de zeina carregada com Acido Anacérdico (9,337 pg/mL) + Solucéo
hidroetandlica e Grupo 4 - Digluconato de clorexidina a 0,12%. Apo6s cinco dias de troca de
meio, os biofilmes foram coletados para analise da viabilidade bacteriana e peso seco. Os
resultados dos ensaios microbiolégicos foram transformados para logaritmo na base dez
e foram calculadas as médias e desvios-padrdes de cada grupo. Foi realizado o teste
ANOVA seguido de Turkey.

Resultados: Foi encontrada a concentracdo de 0,36 pg/mL tanto para CIM quanto para CBM
da formulacéo testada. A solugédo testada no Grupo 3 foi eficaz na inibicdo da formacédo do
biofilme de SM, pois ndo foram observadas unidades formadoras de coldnia ap6s 5 dias de
formacédo de biofilme, o que também foi observado no Grupo 4.

Concluséo: Os resultados mostraram valor de CIM e CBM otimizado pela presenca de
nanoparticulas e denotam potencial efeito antiplaca do AA na formulacéo testada.

Palavras-chave: Anacardium occidentale; Streptococcus mutans; Biofilme.



24

1. Introducéo

A cérie dentaria € uma doenca biofilme-agUcar-dependente que ocorre pela
progressiva destrui¢do da estrutura mineral dos tecidos dentérios, resultante de uma complexa
interacdo de microrganismos, fatores do hospedeiro e da dieta. Na auséncia de tratamento, a
carie progride podendo afetar desde os tecidos mineralizados do 6rgdo dentario até a polpa
(Cury et al., 2016). E a doenca oral mais prevalente mundialmente e é considerada um grande
problema de saude bucal, apesar dos constantes estudos e esforgos na descoberta de medidas
que possam preveni-la (Marcenes et al., 2013). E caracterizada pelo aparecimento de regifes
definidas de desmineralizacdo no esmalte dentario, as manchas brancas, que eventualmente
podem coalescer para uma lesdo mais ampla (Koo, Falsetta & Klein, 2013; Klein et al., 2015).

A remocdo mecanica através da escovacado e do fio dental, 0 uso de antissépticos e
antibidticos sdo meios de tratamento de doengas orais que se relacionam com a presenca do
biofilme (Koo et al., 2013; Klein et al., 2015). Na Odontologia, a clorexidina tem sido
estudada a exaustdo e é, atualmente, considerada o agente antiplaca padrao ouro. Porém tem
sabor desagradavel e capacidade de pigmentacdo de estruturas dentérias e de restauracGes
estéticas, 0 que leva a abertura de espaco para a descoberta de outras substancias que também
sejam eficientes e que ndo tenham tantos efeitos colaterais (Anand et al., 2015). J& os
antibidticos podem levar a resisténcia das cepas, tendo consequéncia a diminuicdo de sua
eficacia (Hamblin & Hasan, 2004; Gomes et al., 2016; Aradjo et al., 2018).

Assim sendo, as plantas medicinais tém aparecido como uma importante opcao
terapéutica para o tratamento e prevencao das doencas biofilme-dependentes, devido as varias
vantagens, dentre elas, suas propriedades bioldgicas, seu baixo custo e sua disponibilidade
(Aradjo et.al., 2018). Aliado a isso, reitera a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) que cerca
de 80% da populacdo mundial de paises em desenvolvimento, por causa da pobreza e da falta
de acesso a centros médicos, dependem primordialmente de plantas para a sua salde primaria
(Perazzo et al., 2004).

O cajueiro (Anacardium occidentale), cultivado em varias regides do mundo, €
uma arvore tropical comumente encontrada no Nordeste brasileiro (Gomes et al., 2016). O
liquido da castanha de caju (LCC) tem em sua composi¢do 80% de &cido anacardico (AA),
além de 15% de cardol e uma pequena quantidade de cardanol (Trevisan et al., 2006; Harlita
et al.,, 2016). Tem surgido como um composto promissor, devido a sua variedade de
propriedades biologicas e ndo biologicas, como por exemplo, 0 uso para preservacdo de
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alimentos, tinta, cimento, estabilizacdo de gasolina, sendo assim, um importante produto
comercial para varios paises tropicais (Carvalho et al., 2011). O AA tem mostrado uma
variedade de efeitos bioldgicos, tais como acdo anti-inflamatoria (Souza et al., 2018) ,
antibacteriana (Himejima & Kubo, 1991; Muroi & Kubo, 1993; Green et al., 2008; Rivero-
Cruz et al., 2011), antitumoral (Kubo et al., 1993; Al-Hazzani et al., 2012), antifungica
(Araujo et al., 2005) e antioxidante (Kubo et al., 2006). Também tem sido descrito como
gastroprotetor, inibidor de enzimas (Carvalho et al., 2011) e como um potencial candidato a
agente para o desenvolvimento de nanomateriais (Hamad & Mubofu, 2015).

Sua atividade antimicrobiana tem sido relacionada em funcdo da interagéo entre o
comprimento da cadeia lateral hidrofébica com o grupo hidroxila hidrofilico — a porgéo
hidrofilica se liga a um hidrogénio intermolecular da membrana plasmatica da célula-alvo e,
logo apds, a por¢do hidrofébica é capaz de entrar na bicamada lipidica da membrana celular,
causando seu rompimento (Green et al., 2007). Quanto maior o nimero de duplas ligagbes na
cadeia lateral, maior efeito antibacteriano o composto tera (Himejima & Kubo, 1991; Muroi
& Kubo, 1993). Apesar de 0 AA ja ter sua acdo avaliada contra suspensdes de SM (Muroi &
Kubo, 1993; Green et al., 2008; Rivero-Cruz et al., 2011; Anand et al., 2015; Aradjo et al.,
2018), inexistem estudos que avaliem a sua a¢do em biofilmes cariogénicos.

As formas mais comuns de carreamento de substancias de combate a carie
(liquidas e pastosas) tém facil administracdo e sdo bem aceitas pelos pacientes, porém sua
retencdo na superficie dental é pobre, levando a uma menor eficacia (Ahmadian et al., 2018).
As nanoparticulas, sendo materiais muitissimo pequenos, menores que 1nm, tém sido cada
vez mais estudadas para serem carreadoras de substancias, melhorando ndo somente suas
propriedades mecanicas como também podendo ser modificadas de forma a alcancarem
especificidades de tamanho, morfologia e peso desejadas (Defrates et al., 2018). Seu uso
terapéutico pode envolver o diagndstico, prevencdo e tratamento de vérias doengas. Em
Odontologia, tem e tera um vasto campo, desde nanorobfs até regeneracdo da articulacéo
temporomandibular (Kavooski et al., 2018). Podem ter uma diversidade de composicdes, tais
como metais, polissacarideos e proteinas. As nanoparticulas de zeina do milho tem a grande
vantagem de serem biodegradaveis e de relativo baixo custo. (Defrates et al., 2018). Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antibiofilme de formulagdo & base de
nanoparticulas de zeina carregadas com AA extraido da casca da castanha de caju

(Anacardium occidentale) em biofilmes em formacéo de Streptococcus mutans in vitro.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracgdo
Bactericida Minima (CBM)
2.1.1. Preparo do in6culo

O microrganismo utilizado nesse estudo foi o Streptococcus mutans UA159
(SM). O indculo foi preparado em TryptoneSoyBroth (TSB) contendo 1% de glicose em
temperatura de 37°C e atmosfera parcial de 5% CO,. A suspensdo permaneceu em estufa por
um periodo de 18h, e apds esse periodo foi ajustada através de espectrofotémetro, a fim de se
obter uma suspensdo com 10° unidades formadoras de coldnia/mL, conforme recomendado
pelo CLSI (2013).
2.1.2 Desenho Experimental

O experimento apresentou 0s seguintes grupos:

Grupo Teste: Caldo de cultura + In6culo + [Extrato hexanico da castanha de caju (0.0093%
p/v) + Nanoparticula zeina (0.0714% p/v) + Solucdo hidroetandlica 35%]. ConcentracGes do
extrato de 93 pg/mL a 0,022 pg/mL
Grupo Controle Negativo 1: Caldo de cultura + in6culo+ [Agente diluente Nanoparticula
zeina (0.0714% p/v) + Solucdo hidroetanolica 35%)].
Grupo Controle Negativo 2: Caldo de cultura + In6culo + Solucéo salina 0,89%.
Controle de Turvacdo: Caldo de cultura + [Extrato hexanico da castanha de caju (0.0093%
p/v) + Agente dispersante (0.0714% p/v) + Solucdo hidroetandlica 35%]. Nao contém
inculo.
Grupo controle positivo: Caldo de cultura + Inéculo + Digluconato de clorexidina 0,12%.
Grupo de crescimento: Caldo de cultura + Indculo
Grupo controle de esterilidade: Caldo de cultura

Conforme o grupo experimental exposto acima, foram distribuidos em placas de
cultura de células de 96 pocos: 100 uL de caldo de cultura + 10 pl do indculo + 100 uL da
solugdo testada (cada poco). As placas foram incubadas durante 24 horas em estufa
bacterioldgica, 5% de CO,, a 37°C. Apoés esse periodo foi realizada a inspecdo visual do
crescimento microbiano e a leitura das absorbancias em leitora de Elisa Bio-Tek a 490nm. A
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi considerada a menor concentragcdo da solucédo
testada capaz de inibir o crescimento de SM, constatado mediante inspe¢do a olho nu

(auséncia de turvacgdo visivel) e leitura da absorbancia.
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Para determinacdo da CBM foram retirados 25 pL, de forma asséptica, da
diluicdo que ndo apresenta turvacdo visivel (CIM) e semeados, com auxilio de al¢a drigalski,
pelo método de estriamento, em placas de BHI-Agar. Também foram semeados 25 pL das
duas diluicdes acima da que representa a CIM. O ensaio foi realizado em triplicatas. Apos
incubacéo durante 24 horas em estufa a 37°C, 5% CO,, foi realizada a contagem das colonias.
Aquela concentracdo que determinou um crescimento microbiano inferior a 0,1% do in6culo
inicial foi considerada como a CBM, ou seja, a menor concentracdo da droga testada
(nanoparticulas de &cido anacardico) com acgdo letal sobre a cepa testada.

2.2. Experimento em Biofilmes de SM
2.2.1 Preparo do indculo

SM (UA 159) foi utilizado como in6culo a fim de proporcionar formacdo de
biofilme. Para tanto, SM foram primeiramente semeados em &gar sangue por 48h a 37°C com
atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente 5-10 col6nias de SM foram transferidas para caldo
de cultura TryptoneSoyBroth (TSB) (Difco Detroit, Michigan, USA) enriquecido com 0,5%
de extrato de levedura e suplementado com 1% de glicose incubados por 18h em uma
atmosfera de CO; a 5% (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA).
2.2.2 Preparo do biofilme

Saliva humana foi colhida de um doador saudavel por estimulacdo com filme
flexivel (Parafilm M, Pechiney Seguranca laboratorio Produtos e Equipamentos, EUA).
Tampéo de adsorcdo (KCI 50 mM, KPO,4 1,0 mM, CaCl 1,0 mM, MgCl, 0,1 mM, pH =6,5 -
1:1) foi adicionado a saliva, bem como fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF - 1:1000), na
proporcdo de 1% PMSF + 48,5% saliva + 48,5% tampédo de adsorcdo. Esta solucdo foi
clarificada por centrifugacdo a 8.500 rpm durante 10 minutos a 4°C e filtrada com um filtro
de 0,22 um de tamanho de poro (Stericup, Millipore, EUA) (Duarte et al., 2008). Ap0s estes
procedimentos, o contetdo filtrado foi distribuido em 12 pocos de uma placa de 24 pocos
(2mL em cada poco) e logo em seguida a amostra (discos de hidroxiapatita) foi nesta imersa,
a fim de estimular a formacédo da pelicula adquirida. Este conjunto (placa + conteudo filtrado
+ discos de hidroxiapatita) foi colocado por uma hora em agitador orbital dentro de estufa
com atmosfera de 5% de CO,a 37°C.
2.2.3 Imerséo dos discos nos grupos experimentais e controle:

Apdbs a uma hora de contato com a pelicula adquirida, os discos de hidroxiapatita
foram transferidos para as solucdes testes e controle, nos quais permaneceram por um periodo
de dois minutos (12 discos para cada ocasido, trés discos para cada grupo):

e Grupo 1: Solucdo hidroetanolica;
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e Grupo 2: Nanoparticula de zeina + Solucéo hidroetandlica;

e Grupo 3: Nanoparticula de zeina carregada com Acido Anacérdico (9,337
pg/mL) + Solucgdo hidroetandlica

e Grupo 4: Digluconato de clorexidina a 0,12%.

Apos o periodo de dois minutos, os discos foram transferidos para uma nova placa
de cultura de 24 pocos contendo 2mL do caldo TSB suplementado com extrato de levedura
contendo 1% de sacarose (previamente inoculado com a cultura bacteriana (SM) na proporgéo
de 100ul de cultura bacteriana para 45mL de meio TSB + Extrato de Levedura) e foram
mantidos em repouso durante 24 horas em estufa bacterioldgica (5% CO,, 37°C), para
permitir a formacao de biofilme inicial.

O meio de cultura foi trocado uma vez ao dia (a cada 24 horas), e durante cinco
dias seguidos os discos foram transferidos diariamente para uma nova placa contendo caldo
de cultura e sacarose sem, porém, novo contado com o SM e nem com as solucdes testes e
controle.

2.2.4 Analise do biofilme (viabilidade bacteriana e peso seco)

No quinto dia experimental, o biofilme presente nas superficies dos discos de
hidroxiapatita foi coletado por raspagem. O contetdo coletado foi transferido para tubo de
microcentrifuga com 1mL de solugdo salina. Estas solucGes contendo os biofilmes coletados
foram sonicados usando trés pulsos de 15 s cada, com uma poténcia de 7 W (Fisher Scientific,
Sonic Dismembrator modelo 100; EUA), a fim de promover uma melhor disrup¢do entre
células bacterianas e polissacarideos.

Para a analise da viabilidade bacteriana, a suspensdo contendo o biofilme
homogeneizado foi diluida de forma decimal até 10 . Em seguida, uma aliquota de cada
diluicdo foi distribuida em placas de petri contendo meio de cultura BHI agar e estas placas
foram incubadas em condicOes ideais para 0 crescimento desses microrganismos (estufa de
CO, a 5% a 37°C por 48 horas). Ap0s este periodo, as col6nias foram contadas com a ajuda
de um contador de col6nias e a relacdo de unidades formadoras de col6nia por mg de biofilme
(UFC/mg) foi estabelecida.

Para a determinagdo do peso seco, trés volumes de etanol frio (-20°C) foram
adicionados a 200uL da suspensdo de biofilme. O precipitado resultante foi centrifugado
(10.000 g durante 10 min a 4°C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado

com etanol frio e, em seguida, foi seco em dissecador e pesado (Duarte et al., 2006).
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2.2.5 Anédlise de Dados

Os resultados dos ensaios microbioldgicos foram transformados para
logaritmo na base dez e foram calculadas as médias e desvios-padroes de cada
grupo. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e
foi realizado o teste ANOVA seguido de Tukey. O programa estatistico utilizado foi o
GraphPrism 5.0.

3. Resultados

Os resultados dos testes de CIM e de CBM podem ser observados na tabela 1.

TABELA 1 NESTE LUGAR

Ressalta-se que a concentracdo letal ao microrganismo (CBM) foi quase 500x
menor para 0 grupo teste (Nanoparticula de zeina carregadas com &cido anacardico) do que
para o grupo controle negativo 1 (nanoparticulas de zeina ndo carregadas).

No ensaio em biofilmes de SM, verificou-se que a solugéo testada no Grupo 3
(Nanoparticula de zeina carregada com Acido Anacardico (9,337 pg/mL) + Solucdo
hidroetandlica) foi eficaz na inibi¢cdo da formacdo do biofilme em discos de hidroxiapatita,
pois ndo foram observadas unidades formadoras de coldnia apds 5 dias de formacdo de
biofilme, o que também foi observado no Grupo 4 (Digluconato de clorexidina a 0,12%)
(Figura 1)

Ao contrario do que ocorreu nos Grupos 3 e 4, ou seja, auséncia de formacdo de
biofilme, nos Grupos 1 e 2 houve formacdo de biofilme, ndo existindo diferenca estatistica
entre os Grupos 1 e 2 (Figura 2)

FIGURA 1 & 2 NESTE LUGAR

4. Discusséo

O estudo de compostos provenientes de residuos agroindustriais tem grande
importancia na reducdo de poluentes e na possibilidade de se encontrar substancias com
potencial terapéutico. O LCC, considerado residuo da casca da castanha de caju, tem se
mostrado um dos materiais de base biolégica com o maior potencial de renovacdo (Hamad e
Mubofu, 2015).

No presente estudo, foi observado o efeito antiplaca da formulacdo a base de
nanoparticulas de zeina carregadas com AA, principio ativo do LCC, em biofilme de SM.
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Outros autores ja haviam verificado a agdo do AA frente ao SM, porém utilizando outros
modelos in vitro (Muroi & Kubo, 1993; Green et al., 2008; Rivero-Cruz et al., 2011; Anand et
al., 2015; Aradjo et al., 2018). A escolha do modelo de biofilme, e ndo de suspensdo
planctonica, deveu-se ao fato de os biofilmes serem comunidades extremamente complexas e
estruturadas de microrganismos aderidos a uma superficie sdlida e que se aglomeram dentro
de uma matriz tridimensional de polissacarideos extracelulares composta de polissacarideos,
lipideos, proteinas e &cidos nucleicos. Melhoram e promovem a aderéncia e co-aderéncia de
microrganismos, atuam como reserva de energia, afetam a difuséo de substancias para dentro
e fora do biofilme e ajudam a concentrar ions metalicos e outros nutrientes fisioldgicos dentro
de um microambiente (Marsh, 1994; Kolenbrander, 2000; Arpana & Yadav, 2008; Klein et
al., 2015). A escolha do microrganismo SM deveu-se ao fato de este ter sido o principal
agente associado ao inicio e desenvolvimento da lesdo cariosa, especialmente nos casos de
lesbes mais agressivas, apesar de nem sempre ser o mais numeroso (Koo et al., 2013;
Krzysciak et al., 2014; Banas e Drake, 2018).

Himejima & Kubo (1991) testaram a atividade antimicrobiana do AA em cultura
de SM em uma série de tubos contendo ambos, em protocolo de cinco dias. O crescimento do
SM foi avaliado por turbidez a olho nu. Assim como em nossa pesquisa, mesmo com
protocolos diferentes, estes autores também noticiaram a acdo contra SM, e ja neste ano
sugeriram que o AA poderia ser utilizado como agente antimicrobiano. Em seguida, Muroi &
Kubo (1993), expuseram SM a diferentes concentracdes de AA e diferentes periodos de
incubacéo, e, da mesma forma, relataram semelhante a¢&o antimicrobiana.

Aradjo et al. (2018) investigaram a atividade antimicrobiana de extratos do tronco
e da casca do cajueiro contra bactérias com relevancia no processo cariogénico em placas de
96 pocos, de forma que cada um continha 100uL do extrato + 100uL de Brain Heart Infusion
+ 100pL de cada microrganismo testado (Streptococcus mitis, SM, Streptococcus oralis,
Streptoccocus salivars, Streptococcus sanguinis e Streptococcus sobrinus). Houve inibicéo do
crescimento de todos os microrganismos testados, sendo 0 SM e o Streptoccocus mitis 0s
mais sensiveis.

Utilizando o AA advindo da casca do tronco da Amphipterygium adstringens,
Rivero-Cruz et al. (2011) observaram atividade antimicrobiana contra SM e P. gengivalis,
inclusive notando que, em seu estudo, a Clorexidina como droga controle teve um efeito
antimicrobiano menor. Apesar de o AA ja ter sua acdo avaliada contra suspensdes de SM
(Muroi & Kubo, 1993; Green et al., 2008; Rivero-Cruz et al., 2011), nosso estudo é o
primeiro a verificar a acdo desse composto em biofilmes de SM.
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A acéo do LCC e do AA em biofilmes de outros microrganismos foi observada
em alguns estudos. Anand et al. (2015) pesquisaram a atividade antimicrobiana do extrato
macerado de folhas do cajueiro contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, SM,
Escherichia coli e Candida albicans, bem como sua possivel acdo na supressdo do biofilme.
Observaram que o extrato testado teve atividade antimicrobiana em todos os microrganismos
testados. Além do mais, tanto a clorexidina (controle positivo) quanto o extrato, reduziram
significativamente o desenvolvimento de biofilme. Os autores sugeriram que tais efeitos
podem ser atribuidos a componentes bioativos de tal extrato. Sajeevan et al. (2018)
impregnaram cateteres de silicone com diferentes concentracdes de AA (0.002% a 0.25%) e
observaram que houve inibicdo tanto da colonizacdo do S. aureus como de formacdo de
biofilme deste microrganismo na superficie dos mesmos, resultado este semelhante ao obtido
em nosso estudo, no qual também observamos a inibigdo da formagao de biofilme, porém de
SM.

Grenn et al. (2008) sugerem que o efeito antimicrobiano do AA contra 0 SM pode
ndo ser tdo potente a ponto de possuir aplicacdes praticas e consideram que mais estudos
devem ser feitos a fim de aumentar este efeito antimicrobiano. Nesse sentido, observamos que
a incorporagdo da nanoparticula de zeina ao AA otimizou seus ja presentes efeitos, o que
claramente foi observado nos resultados das Concentracdes Inibitoria e Bactericida minimas,
ambas com valores de 0,36 pg/mL - valores estes classificados como de forte atividade
antimicrobiana de acordo com a classificagdo proposta por Aligiannis et al. (2001) (forte MIC
< 500 pg/mL™*; moderada MIC entre 600-1500 pg/mL™ ¢ fraca MIC > 1600 pg/mL™).
Comparando este valor com estudos que testaram o AA em diferentes concentragdes como
Himejima & Kubo (1991) e Muroi & Kubo (1993) que encontraram MIC de 3,13 pg/mL e
entre 1,56 ¢ 6,25 ug/mL respectivamente; ou com Green et al. (2008) que encontraram um
MIC de 0,78 pg/mL, mesmo assim, o encontrado em nosso estudo ¢ pelo menos duas vezes
menor, corroborando a sugestdo de que houve otimizacdo do AA quando incorporado a
nanoparticula de zeina. J& Anand et al. (2015) encontraram em seu estudo MIC de 78,12
pg/mL e MBC de 156,25 ug/mL, concentragdes bem superiores as observadas em nosso
estudo.

O uso da nanotecnologia na Odontologia tem tido cada vez mais atengdo nos
ultimos anos, ja que possuem um vasto leque de aplicagdes, incluindo as farmacéuticas. Sua
utilizagdo em nosso trabalho teve o claro objetivo de observar se potencializaria ou ndo a acéo
do AA como agente contra a formacdo do biofilme dental. A incorporacdo de nanomateriais
pode modificar as propriedades opticas, quimicas, elétricas e mecénicas de substancias (Bapat



32

et al., 2018). O pequeno didmetro das nanoparticulas aumenta ndo somente suas propriedades
mecanicas, mas também sua acao antimicrobiana devido a sua alta relacéo superficie-volume,
provocando dano as membranas celulares. Sua grande vantagem sobre os antimicrobianos
convencionais é ndo ser afetada pelos mecanismos que fazem com que o0s organismos fiquem
a eles resistentes, pois formam um contato direto com a parede celular bacteriana, em vez de
penetra-la, sendo também sistemas ideais de entrega de drogas (Bapat et al., 2018; Defrates et
al., 2018).

5. Concluséao
Os resultados evidenciam o potencial efeito antiplaca do AA na formulagéo
testada. Mais estudos devem ser realizados a fim de analisar o efeito microbiolégico dessa

formulacdo em outras subtratos e em modelos de biofilme multiespécie.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Tabela 1. ConcentracGes Inibitéria e Bactericida Minimas para o Grupo Teste (Caldo de
cultura + In6culo + [Extrato hexanico da castanha de caju (0.0093% p/v) + Nanoparticula
zeina (0.0714% p/v) + Solucdo hidroetanolica 35%]) e para o Grupo Controle Negativo
1(Caldo de cultura + inoculo+ [Agente diluente Nanoparticula zeina (0.0714% p/v) +
Solucao hidroetandlica 35%)]).

CIM CBM
Grupo Teste 0,36 pg/mL 0,36 pg/mL
Grupo Controle Negativo 1 89,25 pg/mL 178,5 pg/mL

Valores expressos em pg/mL.

Figura 1: Biofilmes de SM formados em discos de hidroxiapatita em modelo de formacéo de
5 dias. A) Grupo 1; B) Grupo 2; C) Grupo 3; D) Grupo 4. Podemos observar a auséncia de
biofilme nos grupos 3 e 4.
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Figura 2. Andlise da viabilidade bacteriana ap6s 5 dias de formacdo de biofilme (Log
UFC/mg de biofilme). Os grupos 3 e 4 apresentaram niveis indetectaveis de UFC. N&o houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos 1 e 2.

viabilidade bacteriana (Log UFC/mg biofilme)
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RESUMO

Backgroung: Acido anacardico, produto extraido do liquido da castanha de caju, € promissor
agente antimicrobiano, porém ainda sem avaliacdo segura de sua toxicidade. O objetivo deste
estudo foi avaliar toxicidade local e sistémica de nanoparticulas de zeina carregadas com
acido anacardico in vivo. Metodologia: Administracao oral (gavagem) e topica (pincelamento
usando cotonetes estéreis individuais em dorso e ventre de lingua, mucosa jugal, palato duro
e gengiva) em modelo animal (camundongos c57bl/6j fémeas) divididos em quatro grupos:
Grupo Salina — solugdo salina estéril a 0,9%; Grupo Clorexidina — clorexidina 0,12%; Grupo
AAL — nanoparticula de zeina carregada com &cido anacardico e Grupo AA2 — nanoparticula
zeina, por um periodo de 30 dias. Foram calculadas médias e desvios-padrdes. Dados
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov; realizado teste ANOVA
seguido de Tukey. Resultados: Grupos AAl (-4,25+1,49) e AA2 (-4,00£1,30) mostraram
maior perda de peso; sem diferenca significativa na massa dos rins, pulmdes, figado e baco.
Os Grupos AA1l (0,16+0,01) e AA2 (0,16+0,02) apresentaram menor massa cardiaca que 0s
animais dos Grupos Salina (0,21+0,01) e Clorexidina (0,22+0,02) (p=0,045). Espessura média
do epitélio de ventre lingual no Grupo Salina (3250+439 um) foi significantemente inferior ao
Grupo AA2 (8650+1079 um) (p=0,001); Grupos AA1 e AA2 apresentaram espessura média
do epitélio de mucosa jugal significantemente inferior em relacdo ao Grupo Clorexidina
(p<0,001) e espessura dos epitélios de gengiva do Grupo Salina (13413 um) foi
significantemente inferior aos demais grupos (p=0,001). Nao houve sinais significativos de
infiltrado inflamatorio. Conclusdes: A administracdo sisttmica do AA reduziu a massa

cardiaca, sem exibir sinais de toxicidade local e sistémica.

Palavras-chave: Anacardium occidentale; Toxicidade; Nanoparticula
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1. Introdugéo

As plantas medicinais sdo uma importante alternativa terapéutica, sobretudo em
paises em desenvolvimento, nos quais, de acordo com a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), cerca de 80 a 85% de sua populacdo, devido a pobreza e a caréncia de acesso a
centros médicos, delas necessitam para sua sadde. » 2 Além do mais, sdo de baixo custo,
disponiveis e notadamente possuem propriedades terapéuticas.’

A castanha de caju (Anacardium occidentale) é uma arvore tropical cultivada em
vérias regides do mundo.* O caju, seu pseudofruto, e a castanha, seu fruto verdadeiro, além
de consumidos in natura, podem ser convertidos em muitos produtos nutricionais. Porém, a
casca da castanha, considerada como residuo, contém 30% do liquido da castanha de caju
(LCC), que possui em sua composicao 80% de &cido anacérdico (AA), 15% de cardol e uma
pequena quantidade de cardanol.” O AA tem uma gama de propriedades biolégicas e n&o
bioldgicas, que véao desde a reducdo da viabilidade bacteriana de Streptoccocus mutans (SM),
acao anti-inflamatério, antitumoral, analgésico, até o uso para conservacdo de alimentos,
cimento.®®  Some-se a tudo isto, ser um potencial candidato a ser agente para
desenvolvimento de nanomateriais.™

Nanoparticulas sdo materiais muitissimo pequenos, menores que 1nm,
apresentados pelo professor Noro em 1973 na Universidade de Toquio. Seu uso terapéutico
pode envolver o diagnostico, prevencdo e tratamento de varias doengas, inclusive na
Odontologia.** A incorporacdo de nanomateriais pode modificar propriedades dpticas,
quimicas, elétricas e mecanicas de substancias,’> bem como potencializar a acdo
antimicrobiana, na medida em que sua alta relacdo superficie-volume provoca dano as
membranas celulares, sem, contudo, fazer com que os organismos fiquem resistentes, 0 que é
uma consequéncia de grave problema de salde publica, do uso indiscriminado de
antibi6ticos.™* 1

A zeina é uma proteina de baixo peso molecular encontrada no citoplasma celular
do milho. Por ser insoltvel em agua, a nanoparticula de zeina é promissora como veiculo de
carreamento de drogas, na medida em que pode proteger seu contento por ter alta estabilidade
em uma variedade de ambientes, como por exemplo, 0 meio bucal, e também como base na

engenharia tecidual e na formacdo de plataformas biodegradaveis para biosensores. Além de
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ter baixo custo, a nanoparticula de zeina pode ser processada e modificada para que consiga
as especificidades de tamanho, morfologia e peso desejadas.™

Mesmo com o grande uso das plantas medicinais, estudos que avaliem sua
toxicidade sdo escassos, apesar de grande importancia, ja que a toxicidade é um limite a este
largo uso. Devem ser avaliados drgéos especificos em sua sensibilidade, verificando, assim, o
dano que pode por ela ter sido causado, quer macroscépica ou microscopicamente.’ Isto
ocorre com 0 AA, que vem sendo utilizado para as mais diversas finalidades terapéuticas,
porém sem estudos que avaliem a toxicidade in vivo de nanoparticulas que sejam dele
carregadas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o grau de toxicidade subcrénica
local e sistémica de nanoparticulas de zeina carregadas com AA, apds a administracdo via oral

e via tépica in vivo (modelo animal).

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais e grupos experimentais

O projeto foi aprovado pela Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro Universitarios Christus com protocolo 020/2018.

Foram utilizados cinco camundongos c57bl/6j fémeas por grupo, sendo, no total,
20 animais pesando entre 25 e 30 gramas procedentes do Biotério do Centro Universitarios
Christus. Os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas apropriadas de polipropileno
medindo 49x34x16cm, em ndmero de seis animais por gaiola, e numerados individualmente
através de marcacdo no rabo refeitas quando necessario. Receberam racdo comercial
balanceada propria e 4gua ad libitum, foram mantidos em ciclos de luz-escuro de 12 horas em
ambiente climatizado em 23°C e permaneceram nestas condi¢des durante todo o experimento.
O peso dos animais foi avaliado no primeiro e no ultimo dia do experimento.

Os animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais:
Grupo Salina: animais tratados com solucédo salina estéril 0,9%; Grupo Clorexidina (CLX):
animais tratados com clorexidina 0,12%; Grupo AA1: animais tratados com o nanoparticula
de zeina carregada com Acido Anacardico na concentracdo de 9,337 ug/mL; Grupo AA2:
animais tratados apenas com a nanoparticula zeina.

2.2. Teste de toxicidade local e sisttmica subcrodnica in vivo

Com finalidade de avaliar a toxicidade local aos epitélios de boca, 0s animais
foram imobilizados manualmente por pega no dorso, tiveram suas cavidades bucais abertas
com abridor confeccionado e, assim, os farmacos foram pincelados usando cotonetes

estéreis individuais sobre dorso e ventre de lingua, mucosa jugal, palato duro e gengiva. Em



43

seguida foi realizada administracdo de 0,3 mL dos farmacos de estudo por gavagem, a fim de
avaliar a toxicidade sistémica.

Esses procedimentos foram repetidos a cada 24h por 30 dias, estabelecendo
assim, o protocolo de toxicidade subcronica. Os animais foram monitorados diariamente para
avaliacdo de sinais de toxicidade e mortalidade, e pesados no primeiro e no ultimo dia de
experimento.

Ao fim de 30 dias os animais foram eutanasiados com xilazina (50 mg/kg) e
quentamina (150 mg/kg) com consequente deslocamento cervical. Para anélise
histopatoldgica, os epitélios de boca para toxicidade local (dorso e ventre de lingua, mucosa
jugal, palato duro e gengiva), e coracdo, pulmdes, figado, estdmago, baco e rins para
toxicidade sistémica foram coletados e armazenados em formol tamponado a 10% para
processamento e confeccdo de 1dminas histoldgicas, com colora¢do com hematoxilina/eosina
a fim de analisar sinais de inflamag&o ou toxicidade nos 6rgaos.

Clinicamente foi mensurada a razdo 6rgdo/peso animal. Foi realizada analise
macroscopica dos 0Orgaos supracitados e a andlise histopatologica foi realizada por dois
patologistas experientes para avaliagdo de sinais de toxicidade (micro-estrutura,
mudancas  degenerativas, necrose e sinais de inflamagd0)."® Também foram
fotografados cinco campos no aumento de 200 vezes para analise da espessura do epitélio.

2.3. Andlise Histologica dos epitélios

A regido subepitelial foi avaliada quanto a presenca e intensidade do infiltrado
inflamatorio. Este foi classificado de acordo com a intensidade em ausente, leve (até 25
células por microcampo), moderado (entre 26 e 125 células por microcampo) e intenso (mais
de 125 células por microcampo) como sugerido por Gomes-Filho et al., 2009*’. Nenhum
animal mostrou escore moderado ou intenso, assim, o infiltrado inflamatério foi mostrado
como presente ou ausente.

2.4. Analise de Dados

Os resultados do ensaio de toxicidade tiveram calculadas suas médias e
desvios-padrdes. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov. Para os dados de espessura do epitélio foi realizado o teste ANOVA seguido
de Tukey. A presenca de infiltrado inflamatdrio subepitelial foi expresso em forma de
frequéncia absoluta/relativa e analisada pelo teste qui-quadrado de Pearson. O programa

estatistico utilizado foi o GraphPrism 5.0.
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3. Resultados

3.1. Toxicidade Sistémica

Apos 30 dias de tratamento com os farmacos, 0s grupos AA1 (-4,25+1,49) e AA2
(-4,00£1,30) mostraram maior perda de peso que os animais tratados com solucdo salina
(+0,60+0,50) (p=0,011), que tiveram ganho de peso. N&o houve diferenca estatisticamente
significante entre os trés grupos e o grupo CLX (1,58+0,71) (Figura 1A) (Tabela 1).

N&o houve diferenga significativa na massa dos rins (p=0,645), pulmdes
(p=0,579), figado (p=0,261) e baco (p=0,249), como mostra a figura 1 B,C,D,E,
respectivamente (Tabela 1). Os grupos AA1l (0,16+0,01) e AA2 (0,16+0,02) apresentaram
menor massa cardiaca que os animais dos grupos salina (0,21+0,01) e CLX (0,22+0,02)
(p=0,045) (Figura 1F) (Tabela 1).

Além disso, a massa média dos estbmagos do grupo AALl (0,27+0,01) foi
significativamente superior aos dos grupos salina (0,16+0,02) e CLX (0,18+0,01) (p<0,001).
O grupo AA2 (0,22+0,01) ndo mostrou diferenca significativa na massa média do estbmago
com os demais grupos (Figura 1G) (Tabela 1).

O epitélio de revestimento da mucosa gastrica mostrou-se significantemente
aumentado no grupo CLX (11983+185 um) em comparagdo com o grupo salina (7079756
pum). Nao houve diferenca significante entre os grupos AALl (9336+1381 um), AA2
(6355+1148 pum) e o grupo salina (Figura 1H) (Tabela 1).

3.2. Toxicidade Local

A espessura média do epitélio de ventre lingual no grupo tratado com solugéo
salina foi 3250+439 um, valores que ndo mostraram diferenca significativa com o grupo CLX
(4874434 pm 1), AA1 (5031+£522 um), porém foi significantemente inferior ao grupo AA2
(8650£1079 pm) (p=0,001) (Figura 3A) (Tabela 1).

Com relacédo aos epitélios de dorso da lingua, o grupo tratado com solucédo salina
(2805+2735 um) mostrou espessura média significantemente inferior aos grupos tratados com
CLX (15812+1362 um), AA1 (13384+860 um) e AA2 (13364+2042 um) (p=0,001) (Figura
3B) (Tabela 1).

A espessura média dos epitélios de mucosa jugal no grupo tratado com solucéo
salina (49+4 pm) foi significantemente inferior ao grupo tratado com clorexidina
(16864+2202 pum) e em relagdo aos grupos AA1 (5629+499 um) e AA2 (6276+432 pum). Os

grupos AAl e AA2 apresentaram espessura media do epitélio de mucosa jugal
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significantemente inferior em relagdo ao grupo tratado com CLX (p<0,001) (Figura 3C)
(Tabela 1).

A espessura dos epitélios de gengiva do grupo salina (13413 um) foi
significantemente inferior aos grupos tratados com CLX (151924868 um), AAl
(14171+1852 pm) e AA2 (73162507 pm) (p=0,001) (Figura 3D) (Tabela 1).

No palato duro, o grupo tratado com salina (3513+375 pm) apresentou espessura
média significantemente inferior aos grupos CLX (96041531 um), AAl (977411904 pm) e
AA2 (97731509 pum) (p=0,006) (Figura 3E) (Tabela 1).

A administracdo tdpica de AA ndo exibiu sinais de toxicidade histologica
significativa (Figura 4).

3.3. Infiltrado inflamatdrio

N&o houve diferenga significante entre 0 nimero de animais exibindo infiltrado
inflamatorio nos quatro grupos experimentais. No ventre lingual e na mucosa jugal apenas um
animal no grupo AA2 exibiu discreto infiltrado inflamatério disposto subepitelialmente
(p=0,295). Na gengiva, apenas um animal do grupo AA1 exibiu pequeno foco inflamatério
sob o epitélio de revestimento (p=0,175), nenhum animal exibiu inflamac&o sob o epitélio de
dorso de lingua (p=1,000); um animal do grupo salina e um animal do grupo AA1 exibiram
ocasionais células inflamat6rias no mesmo sitio de avaliacdo no palato duro (p=0,609).
(Tabela 2)

4. Discussao

Tendo em vista o variado leque de possibilidades de uso de derivados do cajueiro,
buscamos encontrar mais respostas no tocante a toxicidade local do AA nos tecidos bucais e a
toxicidade sistémica, visto que especialmente o peso da massa corporal e dos érgdos vitais
pode trazer indicacGes sobre a salde geral do usuério quando do uso da referida substancia. O
peso dos 6rgdos € um importante meio de observacdo do status fisiolégico e patoldgico, de
certa forma podendo mostrar se o 6rgdo foi exposto a injdria ou ndo. Coracdo, figado, rins,
baco e pulmdes sdo os primeiros 6rgdos a ser afetados por reacfes metabolicas causadas por
substancias toxicas.” Além do mais, estudar compostos contidos em residuos agroindustriais,
como os da casca da castanha do cajueiro, tem grande importancia na reducédo de poluentes e
na possibilidade de se encontrar substancias com potencial terapéutico.'®

Apos os 30 dias de administracdo dos farmacos na nossa pesquisa, 0s grupos AA1

e AA2 mostraram maior perda de peso que os animais tratados com solucéo salina. Téodong
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et al (2007)" fizeram protocolo de administracdo do extrato das folhas do cajueiro por 8
semanas (56 dias), e o fizeram com diferentes quantidades administradas (6, 10 e 14 g/kg dos
animais). Os animais dos grupos com administracdo de 10 e 14 g/kg tiveram significativa
perda de peso se comparados com o0s do grupo controle a partir do 35° dia de administragéo.

Carvalho et al (2011)’ realizaram estudo de toxicidade in vivo em ratos machos e
fémeas com dois protocolos. O primeiro foi de toxicidade aguda com uma Unica dose de AA
isolado do LCC aplicada via oral e observacdo dos animais por 14 dias — houve decréscimo na
média de peso corporal nos machos tratados com o farmaco se comparado ao peso corporal de
machos dos outros grupos. O segundo protocolo foi de toxicidade subaguda oral com
administracdo do farmaco por trinta dias — neste protocolo todos 0s animais ganharam peso,
tanto nos grupos teste quanto no grupo controle, sem diferenca estatistica entre eles, ao
contrario do nosso estudo. Ao contrario de nossos achados, Harlita et al (2016)° observaram
aumento de peso em todos os animais num protocolo de administracdo de dose Unica do
extrato da casca da castanha do caju com posterior acompanhamento de 14 dias, sem
diferenca estatistica entre os grupos de seu estudo. J& Konan et al (2007)?° observaram que
todos os animais em sua pesquisa com protocolo de 30 dias de administracdo do extrato das
folhas do cajueiro tiveram ganho de peso total tanto nos grupos teste quando no grupo
controle, que teve aumento de peso ainda maior.

No nosso estudo ndo houve diferenca significativa na massa dos rins, pulmdes,
figado e baco, assim como no estudo de Harlita et al (2016)°, no qual, além de observar que
ndo houve mudanca significativa no peso destes Orgdos vitais, observou que
macroscopicamente 0s mesmos ndo apresentaram anormalidade patologica. Da mesma forma
Konan et al (2007)%°, em analise histolégica, ndo encontrou alteracdes morfolégicas renais ou
hepaticas.

Ja Téodong et al (2007)*, contrariamente aos nossos achados, observaram que
houve aumento no peso da massa do figado com degeneragdo centrolobular dos hepatdcitos
gue seguiu para necrose celular e aumento também no peso da massa dos rins com pequena
degeneracdo do epitélio tubular e congestdo glomerular.

Okonkwo et al (2010)?! sugeriram toxicidade hepética em sua pesquisa realizada
com ratos Wistar, quando ingeriram doses entre 1,44 e 2,87 g/kg de extrato de AA por um
periodo de duas semanas, concluindo, desta forma que houve moderada degeneracdo de
hepatdcitos, ao contrario do nosso estudo, no qual ndo foi evidenciado qualquer sinal de

toxicidade ou inflamacé&o no figado e demais 6rgéos na analise histopatoldgica.
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O estudo de Carvalho et al (2011)’, neste aspecto, também se mostrou adverso ao
nosso, na medida em que encontrou decréscimo na massa dos pulmdes no grupo tratado com
AA em relacdo ao grupo controle nos ratos machos, e o inverso nas ratas fémeas, ou seja,
nestas houve aumento da massa dos pulmdes no grupo tratado com AA. Nos demais 6rgéos,
quais sejam, baco, figado e rins, ndo houve diferenca estatisticamente significante em suas
massas, corroborando o nosso estudo, em seu protocolo de toxicidade aguda. J& no seu
protocolo de toxicidade subaguda, seus achados foram de aumento na massa do baco em ratos
machos e nas fémeas.

Nos nossos achados, a massa meédia dos estdbmagos do grupo AALl foi
significativamente superior aos estdmagos dos grupos salina e CLX. Ja Harlita et. al. (2016)°
observaram que a massa média dos estdmagos ndo teve aumento e nem diminuicédo, e ainda
sugeriram que a medicdo do peso de cada 6rgdo € de fundamental importancia para saber se
foi exposto a injuria ou nao.

A diminuicdo da massa cardiaca encontrada em nossa pesquisa nos grupos AAl e
AA2 em comparacdo com 0s animais dos grupos salina e CLX corroborou achados de
algumas pesquisas com este farmaco. J4 em 2005, Davidson et al?® concluiram que o AA
preveniu completamente a estimulacdo da p300, proteina essencial para a formacdo do
coracdo, pela fenilefrina, retornando-a a seus niveis normais em seu experimento com ratos,
tendo como consequéncia a prevencao da inducdo de hipertrofia em cardiomidcitos.

Assim como Davidson et al (2005)%, Peng et al (2014)*® pesquisaram a atividade
do AA sobre a proteina p300. Examinaram o impacto da exposi¢do ao alcool durante o
desenvolvimento cardiaco, na medida em que utilizaram em seu experimento ratas gravidas
com 9 a 11 semanas de vida que receberam etanol a 56% por gavagem e também o AA via
intraperitoneal, ja que é sabido que o &lcool é um fator teratogénico comum durante a
gestacdo e que pode causar malformacdes durante o desenvolvimento embrioldgico.
Concluiram que o AA reduziu significativamente a atividade da p300. Considerando a
hipertrofia cardiaca como o estagio inicial da insuficiéncia cardiaca, Li et al. (2019)* tendo
por certa a acdo do AA na reversdo da hipertrofia cardiaca em ratas, observaram que o AA,
além de inibir a expressdo da p300, melhorou a fungéo cardiaca em modelo animal.

Continuando seus estudos, Peng et al, no ano seguinte (2015)%, investigaram a
hipertrofia cardiaca causada também pela ingestdo de alcool bem como o efeito protetivo que
0o AA poderia ter contra a hipertrofia cardiaca induzida pelo alcool em ratas gravidas.
Observaram que a exposi¢édo ao alcool durante a gravidez levou a hipertrofia cardiaca fetal e
que o AA regulou a expressdo de genes cardiacos, revertendo a hipertrofia causada pelo
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&lcool. Em 2017, Peng et al®, pesquisaram novamente a hipertrofia cardiaca e a acéo do AA,
mas desta vez uma hipertrofia induzida por fenilefrina. Administraram os farmacos em ratos
C57BL/6 que foram eutanasiados ap0s o experimento de 30 dias e tiveram seu coracao
coletado para exames. Assim como nos nossos achados de diminui¢do de massa cardiaca,
concluiram que o AA diminuiu a massa cardiaca, desta vez na hipertrofia cardiaca induzida
pela fenilefrina.

Porém Konan et al (2007)?° perceberam que, ratos machos, que receberam dose
do extrato do farmaco de 1000mg/kg diariamente por 30 dias, tiveram um significante
aumento da massa cardiaca, contrariando nossos achados. Ressalta-se que em nosso estudo 0s
animais receberam a formulacdo na concentracdo de 9,33 pg/kg.

Com relacdo ao estudo de toxicidade local, ndo foram encontrados em nossa busca
outros estudos que testassem o AA em epitélio da cavidade oral. Ressalta-se que ndo foram
observadas grandes alteraces nas analises histomorfomeétrica e de infiltrado inflamatério.

5. Conclusoes

A administracdo topica de nanoparticulas de zeina carregadas com AA néo exibiu
sinais de toxicidade histologica significativa.

A administracdo sisttmica nanoparticulas de zeina carregadas com AA reduziu,
no modelo animal proposto, a massa cardiaca, mas ndo exibiu sinais de toxicidade

macroscopica e histoldgica.
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Legenda das Figuras

Fig 1: Avaliacdo Histomorfométrica de camundongos c57bl/6J submetidos a administracao
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por gavagem - p<0,05 versus Salina (ANOVA/Bonferroni; média + erro-padrdo da média): A

- Massa corporea. B - Massa do rim. C - Massa do pulmao. D - Massa do figado. E - Massa
do bago. F - Massa do coracdo. G - Massa do estdmago. H - Espessura da mucosa gastrica.
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Fig. 2: Caracteristicas microscopicas do musculo estriado cardiaco do atrio direito com
aumento de 400x: (A) Grupo AA1. (B) Grupo AA2. C) Grupo CLX. D) Grupo Salina
Caracteristicas microscopicas do epitélio de estdbmago com aumento de 400x: (E) Grupo AA1.
(F) Grupo AA2. (G) Grupo CLX. (H) Grupo Salina.
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Fig. 3: Avaliacdo histomorfométrica em camundongos ¢57bl/6J submetidos a aplicacéo
cronica topica - p<0,05 versus Salina (ANOVA/Bonferroni; média * erro-padrdo da media):
A - epitélio da superficie ventral da lingua. B - epitélio da superficie dorsal da lingua. C -
epitélio da superficie da mucosa jugal. D - epitélio gengival. E - epitélios da superficie do

palato duro.
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Fig. 4. Caracteristicas microscopicas dos epitélios orais de camundongos c57bl/6j submetidos
a modelo de aplicacdo topica cronica de AA nanoparticulado. H&e (400x)
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Tab 1: Resultados de Toxicidade Local e Sistémica, segundo 0s grupos experimentais
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Salina Clorexidina AAl AA2 p-Valor
Toxicidade sistémica
Massa corporal (g) +0,60+0,50 +1,58+0,71 -4,25+1,49* -4,00+1,30* 0,045
Rins (g) 0,20+0,01 0,19+0,01 0,18+0,02 0,18+0,01 0,645
Pulmdes () 0,18+0,01 0,21+0,01 0,20+0,02 0,2040,01 0,579
Figado (g) 1,26+0,05 1,18+0,05 1,39+0,01 1,2940,08 0,261
Baco (g) 0,08+0,02 0,11+0,02 0,14+0,01 0,11+0,02 0,294
Coracéo (g) 0,21+0,01 0,22+0,02 0,16+0,01* 0,16+0,02* 0,045
Estdmago () 0,16+0,02 0,18+0,01 0,27+0,01* 0,22+0,02 <0,001
Mucosa géstrica (Um) 7079+756 11983+185* 9336+1381 6355+1148 0,004
Toxicidade local
Ventre lingual (Lm) 3250+439 4874134 5031+522 8650+1079* 0,001
Dorso lingual (um) 2805%2735 15812+1362* 13384+860* 13364+2042* 0,001
Mucosa jugal (um) 49+4 16864+2202* 5629+499*" 6276+432*" <0,001
Gengiva (Um) 134+13 15192+4868* 14171+1852* 7316+2507* 0,001
Palato duro (um) 35134375 9604+531* 9774+1904* 9773+1509* 0,006

Valores expressos em Média+tEPM

*p<0,05 versus Salina; "p<0,05 versus Clorexidina (ANOVA/Tukey)



Tab2: Valores do infiltrado inflamatério

Grupo
Sal Clx AAl AA2 p-Valor®
Infiltrado
inflamatorio
Ventre Lingual 0/5 0/5 1/4 1/4 0,295
Gengiva 0/5 0/5 1/3 1/4 0,175
Mucosa Jugal 0/5 0/5 1/3 1/4 0,295
Dorso Lingual 0/5 0/5 1/4 1/4 1,000
Palato duro 1/5 0/5 1/4 1/4 0,609

#p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.
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5 - DISCUSSAO GERAL

Nos ultimos anos vem aumentado o numero de pessoas que fazem uso da
medicina alternativa, em especial de extratos de plantas ou de seus derivados. Em paises em
desenvolvimento estima-se que 80% da populacdo faca uso de plantas medicinais. Mesmo
com tal uso, a questdo da toxicidade ndo tem sido largamente estudada, embora seja uma
limitacdo para este uso. Com o AA, derivado do 6leo da casca da castanha de caju ndo tem
sido diferente (NUNES et al., 1999; PERAZZO et al., 2004; ARAUJO et al., 2018).

Buscamos observar ndo somente a viabilidade do farmaco estudado, o AA, quanto
a sua acdo antimicrobiana, mas também buscamos encontrar mais respostas no tocante a sua
toxicidade local, nos tecidos bucais, e toxicidade sistémica, visto que especialmente o peso da
massa corporal e dos 6rgdos vitais pode trazer indicacdes sobre a saude geral do usuario da
referida droga. O peso dos 6rgdos é um importante meio de observacéo do status fisioldgico e
patoldgico, de certa forma podendo mostrar se o érgdo foi exposto a injdria ou ndo. Coracdo,
figado, rins, bago e pulmdes sdo os primeiros orgaos a ser afetados por reacdes metabdlicas
causadas por substancias toxicas (HARLITA et al., 2016).

Além do mais, 0 uso da nanotecnologia na Odontologia tem tido cada vez mais
atencdo nos ultimos anos, ja que possuem um vasto leque de aplicacdes, incluindo as
farmacéuticas. Sua utilizacdo em nosso trabalho teve o claro objetivo de observar se
potencializaria ou ndo a acdo do AA como agente contra a formacéo do biofilme dental.

5.1. Analise antimicrobiana in vitro

Himejima & Kubo (1991) testaram a atividade antimicrobiana do AA em cultura
de SM em uma série de tubos contendo ambos, em protocolo de cinco dias. O crescimento do
SM foi avaliado por turbidez a olho nu. Assim como em nossa pesquisa, mesmo com
protocolos diferentes, estes autores também noticiaram a acdo contra SM, e ja neste ano
sugeriram que o AA poderia ser utilizado como agente antimicrobiano. Em seguida, Muroi &
Kubo (1993), expuseram SM a diferentes concentragdes de AA e diferentes periodos de
incubacéo, e da mesma forma relataram semelhante a¢&o antimicrobiana.

Grenn et al. (2008) sugerem que o efeito antimicrobiano do AA contra o0 SM pode
ndo ser tdo potente a ponto de possuir aplicagdes praticas e consideram que mais estudos
devem ser feitos a fim de aumentar este efeito antimicrobiano. Isto corrobora nossa pesquisa

na medida em que observamos que a nanoparticula de zeina carregada com AA obteve éxito
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na inibicdo de biofilme de SM. Logo, a incorporacdo da nanoparticula de zeina ao AA
otimizou seus ja presentes efeitos.

Anand et al. (2015) pesquisaram a atividade antimicrobiana do extrato macerado
de folhas do cajueiro contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, SM, Escherichia
coli e Candida albicans , bem como sua possivel agdo na supressao do biofilme. Observaram
que o extrato testado teve atividade antimicrobiana em todos os microrganismos testados.
Além do mais, tanto a clorexidina como padrdo ouro quanto o extrato, reduziram
significativamente o desenvolvimento de biofilme. Os autores sugeriram que tais efeitos
podem ser atribuidos a componentes bioativos de tal extrato, o que, de certa forma, foi
encontrado no nosso estudo, que foi realizado com parte integrante da mesma planta.

Aradjo et al. (2018) investigaram a atividade antimicrobiana de extratos do tronco
e da casca do cajueiro contra bactérias com relevancia no processo cariogénico (Streptococcus
mitis, SM, Streptococcus oralis, Streptoccocus salivars, Streptococcus sanguinis e
Streptococcus sobrinus). Houve inibicdo do crescimento de todos os microrganismos testados,

sendo 0 SM e o Streptoccocus mitis 0s mais sensiveis.

5.2. Analise de toxicidade in vivo

Apbs os 30 dias de administracdo dos farmacos na nossa pesquisa, 0s grupos AAL
e AA2 mostraram maior perda de peso que os animais tratados com solucéo salina. Téodong
et al (2007) fizeram protocolo de administracdo do extrato da folha do cajueiro por 8 semanas
(56 dias), e o fizeram com diferentes quantidades administradas (6, 10 e 14 g/kg dos animais).
Os animais dos grupos com administracdo de 10 e 14 g/kg tiveram significativa perda de peso
se comparados com os do grupo controle a partir do 35° dia de administracao.

Carvalho et al (2011) realizaram seu estudo de toxicidade in vivo em ratos machos
e fémeas com dois protocolos. O primeiro foi de toxicidade aguda com uma Unica dose de AA
isolado do LCC aplicada via administracdo oral e observacdo dos animais por 14 dias — houve
decréscimo na média de peso corporal nos machos tratados com o farmaco se comparado ao
peso corporal de machos dos outros grupos. O segundo protocolo foi de toxicidade subaguda
oral com administracdo do farmaco por trinta dias — neste protocolo todos os animais
ganharam peso, tanto nos grupos teste quanto no grupo controle, sem diferenca estatistica
entre eles, ao contrario do nosso estudo. Ao contrario de nossos achados, Harlita et al (2016)
observaram aumento de peso em todos os animais num protocolo de administragdo de dose
unica do extrato da casca da castanha do caju com posterior acompanhamento de 14 dias, sem
diferenca estatistica entre os grupos de seu estudo. Ja Konan et al (2007) observaram que
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todos os animais em sua pesquisa com protocolo de 30 dias de administracdo do extrato das
folhas do cajueiro tiveram ganho de peso total tanto nos grupos teste quando no grupo
controle, que teve aumento de peso ainda maior.

No nosso estudo ndo houve diferenga significativa na massa dos rins, pulmaes,
figado e baco, assim como no estudo de Harlita et al (2016), no qual, além de observar que
ndo houve mudanca significativa no peso destes Orgdos vitais, observou que
macroscopicamente 0s mesmos ndo apresentaram anormalidade patologica. Da mesma forma
Konan et al (2007), em analise histoldgica, ndo encontrou alteracbes morfoldgicas renais ou
hepaticas.

Ja Téodong et al (2007), contrariamente aos nossos achados, observaram que
houve aumento no peso da massa do figado com degeneragédo centrolobular dos hepatdcitos
que seguiu para necrose celular e aumento também no peso da massa dos rins com pequena
degeneracdo do epitélio tubular e congestdo glomerular.

Okonkwo et al (2010) sugeriram toxicidade hepatica em sua pesquisa realizada
com ratos Wistar, quando ingeriram doses entre 1,44 e 2,87 g/kg de extrato de AA por um
periodo de duas semanas, concluindo, desta forma que houve moderada degeneracdo de
hepatocitos, ao contrério do nosso estudo, no qual ndo foi evidenciado qualquer sinal de
toxicidade ou inflamac&o no figado e demais 6rgdos na analise histopatoldgica.

O estudo de Carvalho et al (2011), neste aspecto, também se mostrou adverso ao
nosso, na medida em que encontrou decréscimo na massa dos pulmd@es no grupo tratado com
AA em relagdo ao grupo controle nos ratos machos, e o inverso nas ratas fémeas, ou seja,
nestas houve aumento da massa dos pulmdes no grupo tratado com AA. Nos demais 6rgaos,
quais sejam, baco, figado e rins, ndo houve diferenca estatisticamente significante em suas
massas, corroborando 0 nosso estudo, em seu protocolo de toxicidade aguda. J& no seu
protocolo de toxicidade subaguda, seus achados foram de aumento na massa do bagco em ratos
machos e nas fémeas.

Nos nossos achados, a massa media dos estdmagos do grupo AALl foi
significativamente superior aos estdmagos dos grupos salina e CLX. J& Harlita et. al. (2016)
observaram que a massa média dos estdmagos ndo teve aumento e nem diminuicédo, e ainda
sugeriram que a medicdo do peso de cada 6rgdo e de fundamental importancia para saber se
foi exposto a injdria ou nao.

A diminuigdo da massa cardiaca encontrada em nossa pesquisa nos grupos AAl e
AA2 em comparagdo com 0s animais dos grupos salina e CLX corroborou achados de

algumas pesquisas com este farmaco. Ja em 2005, Davidson et al concluiram que o Acido
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Anacardico preveniu completamente a estimulacdo da p300, proteina essencial para a
formacéo do coracdo, pela fenilefrina, retornando-a a seus niveis normais em seu experimento
com ratos, tendo como consequéncia a prevencdo da inducdo de hipertrofia em
cardiomidcitos.

Porém Konan et al (2007) perceberam que, ratos machos, que receberam dose do
extrato do farmaco de 1000mg/kg diariamente por 30 dias, tiveram um significante aumento
da massa cardiaca, contrariando nossos achados. Ressalta-se que em nosso estudo os animais
receberam a formulagéo na concentracgdo de 9,33 pg/kg.

Assim como Davidson et al (2005), Peng et al (2014) pesquisaram a atividade do
AA sobre a proteina p300. Examinaram o impacto da exposicdo ao alcool durante o
desenvolvimento cardiaco, na medida em que utilizaram em seu experimento ratas gravidas
com 9 a 11 semanas de vida que receberam etanol a 56% por gavagem e também o AA via
intraperitoneal, ja que é sabido que o &lcool é um fator teratogénico comum durante a
gestacdo e que pode causar malformacdes durante o desenvolvimento embrioldgico.
Concluiram que o AA reduziu significativamente a atividade da p300. Considerando a
hipertrofia cardiaca como o estagio inicial da insuficiéncia cardiaca, Li et al. (2019)** tendo
por certa a acdo do AA na reversdo da hipertrofia cardiaca em ratas, observaram que o AA,
além de inibir a expressao da p300, melhorou a funcédo cardiaca em modelo animal.

Continuando seus estudos, Peng et al, no ano seguinte (2015), investigaram a
hipertrofia cardiaca causada também pela ingestdo de alcool bem como o efeito protetivo que
0 AA poderia ter contra a hipertrofia cardiaca induzida pelo alcool em ratas gravidas.
Observaram gue a exposicdo ao alcool durante a gravidez levou a hipertrofia cardiaca fetal e
gue o AA regulou a expressdo de genes cardiacos, revertendo a hipertrofia causada pelo
alcool. Em 2017, Peng et al, pesquisaram novamente a hipertrofia cardiaca e a acdo do AA,
mas desta vez uma hipertrofia induzida por fenilefrina. Administraram os farmacos em ratos
C57BL/6 que foram eutanasiados ap0s o experimento de 30 dias e tiveram seu coracao
coletado para exames. Assim como nos nossos achados de diminui¢cdo de massa cardiaca,
concluiram que o AA diminuiu a massa cardiaca, desta vez na hipertrofia cardiaca induzida

pela fenilefrina.
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6 — CONCLUSOES GERAIS

Os resultados evidenciam o potencial efeito antiplaca do AA na formulacdo
testada.

A administracdo tépica de AA ndo exibiu sinais de toxicidade histologica
significativa.

A administracdo sistémica de AA reduziu, no modelo animal proposto, a massa
cardiaca, mas ndo exibiu sinais de toxicidade macroscopica e histoldgica.

Mais estudos devem ser realizados a fim de analisar o efeito microbiologico dessa
formulacdo em outras concentracdes e em modelos de biofilme multiespécie, bem como

analisar os mecanismos de tal alteracéo cardiaca.
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