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RESUMO 

A bioprospecção de produtos naturais, com ação antimicrobiana e finalidade terapêutica, 

vem ganhando bastante destaque no mundo, sobretudo considerando o elevado número de 

microrganismos resistentes aos tratamentos convencionais. Nesse contexto, os produtos 

derivados de Anacardium occidentale, espécie nativa do Brasil e popularmente conhecida 

como cajueiro, surgem como uma promissora alternativa, devido ao seu potencial 

antimicrobiano. O presente estudo avaliou o efeito do extrato etanólico das flores de A. 

occidentale (EAO) in vitro, considerando a ação sobre a adesão e formação de biofilme de 

bactérias do grupo ESKAPE, bem como os efeitos do extrato na infecção letal ocasionada 

por Staphylococcus aureus em larvas de Tenebrio molitor. A composição química do 

extrato foi analisada por HPLC e LC-MS. A ação antimicrobiana in vitro foi avaliada pelo 

ensaio de microdiluição em caldo para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) 

e concentração bactericida mínima (CBM) sobre cepas padrão S. aureus (ATCC 25923), 

Enterococcus. faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922); Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 700603) e em linhagens clínicas multirresistentes (MRSA 

240016969961 e MRSA 240016969962).  Os efeitos do EAO também foram avaliados 

sobre a viabilidade e biomassa da adesão e biofilmes pré-formados e formados. Os ensaios 

in vivo com as larvas de T. molitor determinaram a toxicidade do EAO, e os efeitos do 

extrato na infecção letal induzida por S. aureus. As larvas foram divididas em seis grupos 

(N=10), sendo um Sham, sem infecção ou tratamento e cinco grupos infectados, 

letalmente, com S. aureus (105 UFC/µL), por via intracelômica (ic.) e tratados pela mesma 

via. Os três grupos tratados com diferentes concentrações do extrato:  EAO1/2: extrato na 

concentração correspondente a 1/2 MIC (3,12 mg/mL), EAOCIM: EAO no valor de MIC 

(6,25 mg/mL) e EAO2: Tratado com EAO no valor de 2x MIC (12,5 mg/mL). Esses grupos 

foram comparados ao grupo Controle: recebeu solução salina balanceada com fostato 

(PBS) e ao grupo CiPro: recebeu ciprofloxacina (1,56 µg/mL). No EAO foram 

identificados como compostos majoritários: ácido chiquímico, ácido gálico, quercetina, 

isoquercetina, galoil glucose, digaloilglucose, isômero 1 e isômero 2 de tetragaloilglucose. 

Os valores de CIM variaram entre 6,25 e 50 mg/mL, sendo a melhor atividade para S. 

aureus (ATCC 25923) (CIM=6,25 mg/mL) e para as linhagens de MRSA (CIM 12,5 

mg/mL). A ação do EAO foi bactericida de acordo com a relação CBM/CIM. O extrato 

reduziu a biomassa e a viabilidade da adesão e dos biofilmes pré-formados e formados de 

S. aureus, E. coli e MRSA. In vivo os resultados mostraram baixa toxicidade para T. 

molitor, para a maioria das concentrações testadas. O tratamento com EAO aumentou a 

sobrevida das larvas letalmente infectadas com S. aureus, tendo efeito dose dependente. 

Em conclusão, o EAO prolongou a sobrevida de larvas letalmente infectadas por S. aureus, 

possivelmente devido sua ação antibacteriana e seus efeitos sobre a adesão e os biofilmes 

bacterianos. 

Palavras-Chave: antibiótico; antivirulência; Staphylococcus aureus; MRSA. 
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ABSTRACT 

The bioprospection of natural products, with antimicrobial action and therapeutic purpose, 

has been gaining much prominence worldwide, especially considering the high number of 

microorganisms resistant to conventional treatments. In this context, products derived from 

Anacardium occidentale, a species native to Brazil and known as the cashew tree, emerge 

as a promising alternative due to their antimicrobial potential. The present study evaluated 

the effect of ethanolic extract of A. occidentale (EAO) flowers in vitro, considering the 

action on the adhesion and biofilm formation of ESKAPE’s bacteria group, as well as on 

lethal Staphylococcus aureus infection induced in Tenebrio molitor larvae. HPLC and LC-

MS determined the chemical composition of the extract. Minimum inhibitory concentration 

(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) determined the antibacterial 

activity on standard strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Enterococcus 

faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 29922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 

700603) and in multidrug-resistant clinical strains of S. aureus (MRSA 240016969961 and 

MRSA 240016969962). The effects of EAO were also evaluated on the viability and 

biomass of adhesion and preformed and formed biofilms. For the in vivo assays, T. molitor 

larvae were used to determine the toxicity of EAO, standardize the lethal inoculum of S. 

aureus, and evaluate the EAO effect after lethal infection with S. aureus. The animals were 

divided into six groups (N=10) to determine their survival during the lethal infection. Sham: 

without infection or treatment, and five groups lethally infected with S. aureus (105 

CFU/μL), intracelomic and treated with EAO or CIPRO by the same route. Groups 

EAO1/2: treated EAO in a concentration corresponding to 1/2 MIC (3.12 mg/mL), 

EAOCIM: EAO in MIC concentration (6.25 mg/mL) and EAO2: treated with EAO 

corresponding to 2x MIC concentration (12.5 mg/mL). Negative control: received 

phosphate-balanced salt solution (PBS), CiPro: treated with ciprofloxacin (1,56 µg/mL), 

The major compounds identified were: shikimic acid, gallic acid, quercetin, isoquercetin, 

galloyl glucose, digaloyglucose, isomer 1 and isomer 2 of tetragalloylglucose. The MIC 

values ranged from 6.25 to 50 mg/mL for the strains, with the best activity for S. aureus 

(MIC=6.25 mg/mL) and the MRSA strains (MIC 12.5 mg/mL). The EAO had bactericidal 

action according to CBM/CIM. The extract reduced the biomass and viability of adhesion-

preformed and formed biofilms of S. aureus. EAO showed low toxicity to T. molitor. 

Treatment with EAO increased the larvae's survival after lethal infection with S. aureus in 

a dose-dependent way. In conclusion, EAO prolonged the survival of larvae lethally 

infected by S. aureus, possibly due to its antibacterial action and its effects on adhesion and 

biofilms.  

Keywords: antibiotic; anti-virulence; Staphylococcus aureus; MRSA. 
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1. INTRODUÇÃO  

As infecções bacterianas ocasionadas por microrganismos multirresistentes, 

especialmente os pertencentes ao grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e 

Enterobacter spp.), se configuram como uma das principais ameaças à saúde global, devido 

aos altos índices de morbidade e mortalidade. Esses microrganismos possuem elevado grau 

de patogenicidade e frequentemente estão associados a Infecções Bacterianas Secundárias 

(IBS) (Oliveira et al., 2020; Karnwal et al., 2023; Miller; Arias, 2024). 

O controle da evolução e a terapêutica empregada nas infecções bacterianas, 

sobretudo nas causadas pelo grupo ESKAPE são um grande desafio aos sistemas de saúde 

mundiais, pois essas espécies são resistentes a uma variedade de antibióticos, incluindo as 

cefalosporinas, fluoroquinolonas e carbapenemas; e em pacientes críticos, como os 

internados nas unidades de terapia intensiva (UTI), estão associadas a um elevado número 

de óbitos. (Ribeiro et al., 2022; Li et al., 2023).   

Nas últimas duas décadas, a humanidade enfrentou quatro surtos epidemiológicos, 

sendo a pandemia da Covid-19 a mais recente, considerada a quinta mais mortal da história 

humana.  Nos pacientes graves infectados pelo SARS-CoV-2 ocorreu elevada incidência 

de IBS, resultando em elevados percentuais de morbi-mortalidade. Mais de 50% das mortes 

dos pacientes com COVID ocorreram por infecções secundárias não tratáveis. Entre os 

principais microrganismos oportunistas associados a essas infecções, foram identificadas 

as bactérias do grupo ESKAPE. (Mirzaei et al., 2020; Nazir et al., 2023). 

 O tratamento das infecções multirresistentes é feito com antibióticos; no entanto, 

há, ainda hoje, uma escassez na inserção de novos antimicrobianos no mercado. De acordo 

com Hutchings et al., (2019), de 2003 a 2012, apenas quatro classes de antibióticos 

(Lipopeptídeos, Lipiarmicinas, Pleuromutilinas, Diarilquinolinas) foram introduzidas 

clinicamente. Além disso, a maioria dos antibióticos em fase de ensaios clínicos deriva de 

classes já conhecidas, sejam de produtos naturais de microrganismos ou antibióticos 

sintéticos. Esse cenário aliado a prescrição ou uso inadequado desses fármacos acelera a 

seleção de espécies e variantes resistentes, contribuindo para o aumento da resistência 

microbiana, que é considerada umas das dez maiores ameaças à saúde mundial, devido aos 

elevados custos hospitalares e altas taxas de mortalidade (Anvisa,2023). Dessa forma, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) tem incentivado a busca por novos bioativos 
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antimicrobianos, que possam ser utilizados no desenvolvimento de novos fármacos ou 

como adjuvantes (Glass, 2022). Nesse contexto as plantas surgem como promissoras fontes 

para a bioprospecção desse tipo de compostos.  

Anacardium occidentale L., espécie vegetal nativa do Brasil, é frequentemente 

utilizada pela população para diversos fins terapêuticos, que incluem tratamento de 

infecções e cicatrização. Estudos realizados pelo nosso grupo na Universidade Federal do 

Maranhão e por outros autores mostraram a atividade antimicrobiana frente a bactérias e 

fungos utilizando diferentes partes do cajueiro (Silva et al., 2016; Araújo et al., 2017; 

Ribeiro et al., 2017; Freire et al., 2017; Araújo et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Contudo, 

resultados com o extrato das flores do cajueiro contra bactérias se restringiram a ensaios 

pré-clínicos, in vitro, utilizando cepas padrão, considerando a avaliação dos halos de 

inibição até 2016 (Silva et al., 2016). Em 2021, os resultados da nossa monografia de 

graduação mostraram que extrato hidroetanólico das flores do cajueiro era efetivo em inibir 

o crescimento de bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos. Também 

confirmamos que o extrato apresentava baixa toxicidade in vivo, em testes com larvas de 

Tenebrio molitor (Santos, 2021).  

Com base nessas considerações, e visando dar continuidade ao nosso trabalho, a 

hipótese norteadora do presente estudo foi: O extrato das flores de Anacardium occidentale 

pode controlar infecções letais ocasionadas por bactérias do grupo ESKAPE devido sua 

atividade antibacteriana e antivirulência. Assim, o presente trabalho avaliou o potencial 

antimicrobiano e antivirulência do Extrato Etanólico das Flores de Anacardium occidentale 

(EAO) frente a bactérias do grupo ESKAPE, incluindo três linhagens de Staphylococcus 

aureus Meticilina Resistente (MRSA) clínicas. Nos ensaios in vivo, avaliamos efeito 

protetor do extrato em larvas de Tenebrio molitor, infectados letalmente por S. aureus.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Infecções bacterianas 

 Durante o curso da história, as doenças infecciosas sempre se configuraram como 

um grande desafio à sobrevivência humana. Inúmeros são os relatos de pandemias que, ao 

longo dos séculos, dizimaram populações e colapsaram a economia, deixando um rasto de 

fome, desemprego e desesperança. Recentemente, vivenciamos de perto essa problemática 

ao passarmos pela pandemia da COVID-19, que mostrou a urgência de ações globais para 

o enfretamento das doenças infecciosas (Xuan et al., 2023; Li et al., 2023). 

Vários grupos de microrganismos podem ser agentes etiológicos das infecções, 

incluindo as bactérias, que podem ser exógenas ou pertencentes a microbiota do 

hospedeiro. Entretanto, fatores como resistência bacteriana, grau de virulência e 

susceptibilidade do hospedeiro são cruciais na ocorrência de quadros graves e óbitos 

(Morris; Cerceo, 2020; Coelho et al., 2021). 

 As bactérias possuem muitos fatores de virulência, incluindo: adesão à matriz 

extracelular do hospedeiro; secreção de enzimas e citotoxinas incluindo hemolisina, 

nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e colagenase (Sharma et al., 2017); capacidade 

de resistir à fagocitose (Rowe et al., 2023) e formação de biofilme (Zhou et al., 2020). 

Entre os fatores virulência microbiana, cabe destaque para a formação de biofilme, que gera 

um microambiente favorável ao desenvolvimento de mutações gênicas responsáveis pela 

evasão dos mecanismos imunológicos de controle da infecção e resistência aos 

antimicrobianos (Urban-Chmiel et al., 2022). 

 Os mecanismos de evasão, isoladamente, ou associados permitem que os 

microrganismos causem infecções locais ou sistêmicas. Além disso, contribuem para a 

resistência aos antimicrobianos disponíveis no mercado. O Relatório Global de Resistência 

Antimicrobiana e Sistema de Uso de Antimicrobiano da OMS mostra que, entre 2017 e 

2022, ocorreu um aumento da resistência bacteriana, com taxas acima de 50%, 

considerando as bactérias frequentemente relacionadas à sepse hospitalar (Glass, 2022). As 

bactérias do grupo ESKAPE foram as bactérias mais constantemente isoladas em infecções 

hospitalares. Os dados mostram também que mais de 42% das cepas clínicas de Escherichia 

coli, isoladas em infecções gastrointestinais e urinárias, eram resistentes à ampicilina, co-

trimoxazol e fluoroquinolonas (Díaz et al., 2021; Glass, 2022).  
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Entre os membros do grupo ESKAPE, S. aureus se destaca como a bactéria mais 

onipresente e prevalente em infecções hospitalares. Por essa razão, está na lista de agentes 

patogênicos prioritários da OMS para pesquisa e desenvolvimento de novos antibióticos, 

pois é muito frequente nas infecções multirresistentes, com taxa RAM de 35% (Glass, 

2022; Miller; Arias, 2024). Segundo Mumcuoğlu et al., 2022, nas IBS em pacientes com 

COVID-19, essa bactéria foi a segunda mais frequente, com taxa de isolamento de 15%. 

 S. aureus apresenta elevado potencial de adaptação aos tecidos humanos e uma 

variedade de mecanismos para desregular e escapar da resposta imune do hospedeiro 

(Howden et al., 2023), incluindo a produção de duas proteínas homólogas, fibronectina 

ligantes A (FnbA) e B (FnbB), que desempenham um papel crucial na ligação às 

glicoproteínas do hospedeiro e no processo de adesão (Chand et al., 2023; Xu et al., 2024).  

Um outro fator de virulência de S. aureus é a adesão, pois, quando bem-sucedida, 

permite a colonização. Nesse processo, às bactérias usam adesinas do fator de agrupamento 

A (clfA) e B (clfB), que se ligam ao fibrogênio, provocando a agregação às plaquetas. Além 

disso, a clfA também inibe a ativação do sistema complemento, dificultando a fagocitose 

e, por conseguinte, a eliminação eficaz das bactérias (Cussolim et al., 2021). 

O estudo epidemiológico desenvolvido por Andrade et al., (2020) mostrou o 

aumento das notificações de S. aureus resistente à meticilina (MRSA) em todo território 

brasileiro entre os anos 2000 e 2010, considerando os ambientes hospitalares (Figura 1). 

Esse aumento foi principalmente atribuído à elevada adaptabilidade e ao perfil patogênico 

e resistente dos clones de MRSA. 

Atualmente, a resistência microbiana está entre as principais ameaças à saúde 

global, requerendo a implementação de estratégias conjuntas entre os sistemas de saúde e 

governos. A resposta ao aumento da RAM demanda não apenas estimular o uso racional 

dos antimicrobianos utilizados na terapêutica, mas também incentivar a pesquisa de novos 

bioativos antimicrobianos que possam ser utilizados no desenvolvimento de medicamentos 

(Dadgostar, 2019; Morrison; Zembower, 2020).   
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Figura 1. Número de casos de MRSA relatados no território brasileiro entre os anos 2000 e 2010. 

Adaptado de Andrade et al., 2020. 

 

2.1.1 Mecanismos de patogenicidade de Staphylococcus aureus 

a) Mecanismos de evasão físico-químicos 

 S. aureus apresenta capacidade de se adaptar rapidamente a ambientes com restrição 

de nutrientes e sujeitos a oscilações de pH, pressão osmótica e umidade. Entre os seus 

mecanismos de virulência, se destacam a produção de toxinas e a presença de estruturas 

antigênicas na sua parede celular (Silva et al., 2022).   

 As infecções causadas por S. aureus variam desde infecções simples na epiderme e 

mucosas até as mais graves, como endocardite, pneumonia, síndrome do choque tóxico e 

sepse. A complexidade e morbi-mortalidade dessas infecções são influenciadas 

principalmente pela amplitude das estratégias fisiopatológicas de S. aureus, fundamentais 

para a evasão do sistema imune do hospedeiro, refletindo a longa interação desse 

microrganismo com a espécie humana (Howden et al., 2023). 

Na figura 2 mostra as principais etapas envolvidas no estabelecimento de uma 

infecção por S. aureus. Primeiramente, ocorre a adesão à superfície epitelial do hospedeiro, 

por meio da produção de adesinas e da enzima coagulase. Posteriormente, são produzidas 

toxinas, enterotoxinas estafilocócicas e polissacarídeos capsulares, que destroem o tecido 

conjuntivo e facilitam a penetração da bactéria nas células eucarióticas. Logo após a 
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invasão, ocorre a colonização e proliferação bacteriana resultando no estabelecimento da 

infecção e no consequente dano tecidual (Deusenbery et al., 2021; Silva et al., 2022). 

 

Figura 2. Principais etapas envolvidas no estabelecimento de uma infecção. Figura produzida com 

o programa Biorender. 

A Figura 3 mostra que para viabilizar a infecção S. aureus dispõe de vários mecanismos de 

escape que incluem: 

 Secreção da enterotoxina estafilocócica bifuncional (SEIX) que se liga aos 

receptores de superfície dos neutrófilos, impedindo a fagocitose. 

 Produção de inibidores de peroxidase (SPIN) capazes de neutralizar espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e evitar a morte bacteriana no interior dos fagossomos 

de neutrófilos e macrófagos. 

 Produção de nuclease estafilocócica (Nuc) e a adenosina sintase A (AdsA) capazes 

de neutralizar as redes extracelulares de neutrófilos (NETs) 

 Secreção de desoxiadenosina (dAdsA) capaz de induzir apoptose de macrófagos.   

 Expressão do superantígeno estafilocócico (SEIW) e liberação da toxina X, que 

estimulam a proliferação das células T e causam desregulação do sistema 

imunológico.  

Toda essa plasticidade dos mecanismos de evasão do sistema imune do hospedeiro 

por S. aureus impactam diretamente sua patogenicidade e contribuem para infecções 

complexas e persistentes (Thammayonga et al., 2015; Kretschmer et al., 2021; Howden et 

al., 2023). 

Infecção 
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Figura 3. Mecanismos de evasão do sistema imune de Staphylococcus aureus (Howden et al., 

2023). 

 

b) Adesão e formação de biofilme 

A adesão de S. aureus, de forma planctônica, a uma determinada superfície é etapa 

fundamental para a formação do biofilme.  A adesão é facilitada pela expressão de proteínas 

de ligação e adesão SasG, A e CWA. Nas superfícies bióticas, essa etapa é mediada por 

interações moleculares, mas, em superfícies abióticas, é intermediada por interações físico-

químicas. O biofilme de S. aureus tem ação anti-inflamatória, o que favorece a persistência 

das bactérias em vez de sua eliminação (Heim et al., 2014; Idrees et al., 2021; Howden et 

al., 2023). 

O biofilme de S. aureus, assim como outros biofilmes bacterianos, é um 

conglomerado de bactérias envolvidas por uma matriz polimérica produzida pela própria 

comunidade, capaz de provocar hiper-inflamação e bloquear a ação antimicrobiana de 

moléculas e células do sistema imunológico (Bohrz et al., 2021). Estima-se que este fator 

de virulência seja crucial para o desenvolvimento de infecções crônicas persistentes (ICPs). 

Segundo Jamal et al., (2018) mais de 80% das ICPs ocorrem devido à formação de 

biofilmes bacterianos, sendo que S. aureus é a espécie mais frequente nas infecções 

ocasionadas por biofilme. 

O lactato estafilocócico inibe a histona desacetilase 11 de macrófagos, neutrófilos 

e células dendríticas, alterando o fenótipo dessas células e induzindo o aumento da 
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produção de mediadores anti-inflamatórios como arginase 1 e IL-10. (Sastalla et al., 2016; 

Yamada et al., 2020; Peng et al., 2023). 

As bactérias aderidas se proliferam e sintetizam a substância polissacarídea 

extracelular (EPS), que forma uma matriz, utilizada como membrana protetora do 

conglomerado. A proteína Aap e o polissacarídeo adesina extracelular (PIA) estão 

associados a maturação do biofilme e a sua organização. Já as fibras amiloides contribuem 

para sua estabilidade, ao conservarem as microcolônias de S. aureus aderidas à matriz do 

biofilme (El-Tarabily et al., 2021; Oliveira; Saenz, 2023).  

Nos biofilmes maduros, as bactérias residentes produzem enzimas e substâncias 

químicos capazes de degradar a matriz polimérica extracelular, resultando na dispersão de 

pequenas porções desse biofilme maduro para outros substratos e sítios (Zhou et al., 2020; 

Sauer et al., 2022) (Figura 4). 

 

Figura 4. Etapas na formação de um biofilme (Sauer et al., 2022). 

2.2 Sistema imune e as infecções bacterinas  

 O sistema imune, com o passar do tempo, evoluiu para lidar com os vários grupos 

de microrganismos aos quais os seres humanos estão expostos. Nas infecções bacterianas, 

a resposta imunológica pode ser diferente frentes as infecções ocasionadas por bactérias 

intracelulares ou extracelulares.  

 As células epiteliais da mucosa e os queratinócitos da pele constituem a primeira 

barreira às infecções e participam da resposta imune inata devido a produção de mediadores 

com ação bacteriostática e bactericida contra S. aureus, incluindo os chamados “peptídeos 

de defesa do hospedeiro” (HDPs), como o HBD2, HBD3 e as catelicidinas. Esses peptídeos 
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também atuam na quimiotaxia de neutrófilos, macrófagos e linfócitos T (Miller e Choi, 

2011; Liu et al., 2018). 

Os neutrófilos e macrófagos quando ativados, por quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-α, secretam uma diversidade de mediadores 

bioquímicos como o peróxido de hidrogênio, com ação bactericida (Miller et al., 2020).  

Adicionalmente, os macrófagos e neutrófilos formam abscessos que encapsulam e isolam 

as bactérias no local da infecção por S. aureus, impedindo sua disseminação invasiva 

(Kobayashi et al., 2015). 

Outro mecanismo da resposta imune inata no controle das infecções por S. aureus, 

inclui a ativação das células NK, que além da ação microbicida, produzem IFN-γ, citocina 

responsável por ativar macrófagos e células dendríticas, que, por sua vez, apresentam 

antígenos às células T CD4+ e CD8+ e produzem citocinas pró-inflamatórias e (Janela et 

al., 2019; Miller et al., 2020).  

A organização eficiente da resposta imune inata nas infecções bacterianas, e nas 

causadas por S. aureus, é facilitada pelos receptores de reconhecimento padrão (PRR), tais 

como o receptor Toll-like2 (TLR2) e o receptor nucleotídeo de ligação ao domínio de 

oligomerização 2 (NOD2), capazes de identificar padrões associados a patógenos (PAMPs) 

presentes em S. aureus. A ativação dos PRR desencadeia cascatas de sinalização, 

resultando na produção aumentada de espécies reativas intermediárias de nitrogênio, 

citocinas entre outros mediadores, contribuindo para a rápida mobilização da resposta 

imune (Askarian et al., 2018; Gong et al., 2022). 

A resposta imune adaptativa surge em resposta às infecções persistentes, visando 

controlar a disseminação da infecção, em associação aos mecanismos inatos. Nesse caso, 

são ativados linfócitos além de macrófagos e células dendríticas (Gong et al., 2022).   

A resposta imune mediada por linfócitos T inclui a ativação da resposta Th1, 

resultando no aumento de IFN-γ e na ativação de macrófagos. Ocorre também ativação de 

linfócitos citotóxicos que quando ativados, liberam perfurinas e granzimas. Essas enzimas 

desempenham um papel crucial na apoptose de células infectadas, limitando assim a 

disseminação bacteriana. Em conjunto, células e mediadores da imunidade adaptativa 

desempenham um papel sinérgico e essencial no controle da infecção e eliminação eficaz 

da bactéria, evitando o agravamento das infecções e óbitos do hospedeiro (Hillyer, 2016; 

Utay et al., 2016; Uebele et al., 2017; Wójcik-Bojek et al., 2022) (Figura 5). 
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Figura 5. Resposta imune adaptativa contra patógenos no interior dos macrófagos. Resposta Th1 

(A) e TCD8 (B). Figura produzida pelo programa Biorender 

Em relação à resposta humoral, as células B sensibilizadas secretam anticorpos 

capazes de neutralizar as bactérias ao impedir a adesão e a formação de biofilme.  Além 

disso, os anticorpos aumentam, significativamente, a eficiência da fagocitose, muitas vezes 

em até 1000 vezes, ao, recobrirem a superfície bacteriana, pois dessa forma, atuam na 

atração e ativação de macrófagos. Anticorpos também ativam o sistema complemento 

aumentando o potencial microbicida da resposta (Spaan et al., 2013; Chen et al., 2021). 

Tabela 1. Ativação do sistema imunológico frente aos fatores de virulência S. aureus 

durante a infecção. 
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2.3 Desafios no tratamento de infecções e bioprospecção de novos compostos 

antimicrobianos  

  O uso de antimicrobianos no tratamento das doenças infecciosas possibilitou o 

aumento na qualidade e na expectativa de vida das pessoas. Entretanto, nas últimas décadas, 

a utilização indiscriminada dessas medicações tem gerado um ambiente propício ao 

processo de seleção natural de microrganismos resistentes (Veloso; Campelo, 2017; Costa 

et al., 2020). 

As infecções multirresistentes provocam, anualmente, cerca de 700 mil óbitos e 

segundo o relatório sobre resistência antimicrobiana, produzido pelo Grupo Ad Hoc de 

Coordenação das Interagências (IACG), a resistência microbiana é considerada uma das 

principais ameaças a saúde global e ao desenvolvimento humano. Dados desse relatório 

estimam que a resistência bacteriana foi associada a 1,27 milhões de mortes no mundo em 

2019 (Iacg, 2019; Murray; Ikuta, 2022). Diante da gravidade dessa situação é necessário a 

adoção de ações conjuntas entre as organizações e instituições de saúde pública e privada, 

para que haja a promoção do uso racional dos antimicrobianos existentes, implantação de 

ferramentas que evitem a propagação das cepas resistentes, e erradicação do uso e 

prescrição inadequada das medicações convencionais (Willemsem et al., 2022).  

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é responsável por 

gerenciar planos estratégicos e operacionais com o objetivo de enfrentar o aumento da 

resistência bacteriana (Anvisa, 2023). Dessa forma, a busca por novos compostos com 

propriedades antimicrobianas, que possam ser efetivos no controle das infecções 

ocasionadas por microrganismos resistentes vem se intensificando e, nesse contexto, as 

plantas emergem como uma importante fonte de prospecção de novos compostos (Cushnie 

et al., 2020).  

A utilização de espécies vegetais com propósitos terapêuticos é uma prática 

ancestral, que ocorre desde tempos remotos. Estudos relatam que mais de 80% da 

população global faz uso de plantas medicinais e seus derivados para a prevenção ou 

tratamento de uma variedade de doenças, incluindo as infecciosas (Almeida et al., 2017; 

Cedillo-Cortezano et al., 2024). No entanto, o uso indiscriminado dessas plantas, com base 

no senso comum de que tais substâncias não oferecem risco à saúde, traz um problema 

adicional, pois muitos desses produtos não são isentos de efeitos colaterais e podem causar 

intoxicações. Assim, é essencial a realização de estudos científicos sobre a toxicidade e 
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efetividade das plantas medicinais para garantir a biossegurança na produção e consumo 

desses produtos naturais (Moura et al., 2020) 

2.4 Anacardium occidentale L.  

Anacardium occidentale L., também conhecida como cajueiro, caju manso e caju, 

é uma espécie vegetal nativa do Brasil, encontrada principalmente nas regiões Norte e 

Nordeste do país. Os exemplares de A. occidentale são árvores de grande porte, 

caracterizadas por um tronco alto e reto (Gutiérrez-Paz et al., 2024). Contudo, existem 

também exemplares com caule baixo e retorcido, como ilustrado na figura 6A, devido à 

competição e disponibilidade de recursos nutricionais. As folhas são simples e inteiras, 

apresentando filotaxia alternada (Figura 6D). O fruto, é uma castanha amplamente 

apreciada gastronomicamente, junto com o seu pedúnculo floral denominado popularmente 

de caju (Figura 6C) (Salehi et al., 2019; Farias et al., 2024). 

 

   

 

 

B C D 

A 

Figura 6. Aspecto geral da árvore de Anacardium occidentale L (A) e de suas estruturas 

botânicas (B) Flores; (C) Fruto e pseudofruto e (D) Folhas.  
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As flores são pequenas com coloração que varia do branco ao vermelho, com 

predominância da cor rosa; e quando recém-abertas são branco-esverdeadas (Figura 6B). 

Após as 24 horas, essa estrutura reprodutiva apresenta coloração avermelhada. Encontram-

se dispostas em inflorescências do tipo panícula, que crescem na parte terminal dos ramos, 

apresentando cachos com ramificações que decrescem da base para o ápice (Oliveira et al., 

2019). Nas árvores é possível encontrar flores masculinas e hermafroditas, pentâmeras com 

5 pétalas e sépalas (Figura 7A e 7B). As flores masculinas apresentam estames menores e 

um estame maior; enquanto as flores hermafroditas ou completas apresentam estames e 

pistilo (estrutura reprodutiva feminina), por essa razão, apenas estas quando fecundadas 

produzem fruto. A floração do cajueiro ocorre de junho a novembro (Sousa et al., 2007; 

Soares-Pereira et al., 2023).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Flores de Anacardium occidentale. (A) pétalas na flor masculina e (B) pétalas 

distendidas e pistilo nas flores hermafroditas (Fotomicrografia Lupa Zeiss 20X).  

 

A população utiliza diversas partes da A. occidentale, como folhas, cascas do caule, 

castanha, caju e flores, para diversos fins terapêuticos. Essas estruturas são frequentemente 

empregadas na elaboração de chás e banhos, visando auxiliar na cicatrização e assepsia de 

ferimentos, além do tratamento de gripe, inflamações de garganta, halitose e doenças 

gastrointestinais (Alexandre, 2015; Freire et al., 2017). 

Algumas atividades biológicas das partes aéreas de A. occidentale, especialmente 

das folhas, caule, caju e castanha, já foram documentadas em estudos in vitro e in vivo. Em 

testes in vitro, foi detectado efeito antimicrobiano das folhas, cascas, goma, castanha e caju 

contra agentes etiológicos de grande relevância clínica, incluindo as bactérias 

 

 A B 
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Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e fungos como Candida albicans (Silva 

et al, 2016; Junior et al, 2016; Ribeiro et al, 2017). Além disso, Araújo et al. (2017) 

identificaram propriedades antibióticas no extrato das cascas do caule contra espécies do 

gênero Streptococcus, destacando a baixa toxicidade e ausência de mutagenicidade do 

extrato para células eucarióticas. 

No extrato etanólico das flores de A. occidentale foram, previamente, identificados 

diversos compostos, incluindo ácido gálico, ácido elágico, ácido chiquímico, ácido 

fosfórico, ácido benzoico e ácido anacárdico, conforme apontado por Silva et al. (2016) e 

Oliveira (2022). Alguns estudos detectaram ação antibacteriana para o ácido gálico, ácido 

elágico e ácido anacárdico, em experimentos in vitro e in vivo (Sarjit et al., 2015; Anjum 

et al., 2021).   
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Tabela 2. Alguns estudos etnofarmacológicos das estruturas de Anacardium occidentale no território brasileiro entre os anos de 2013 a 2023. 

Estrutura vegetal Uso medicinal Forma de uso Forma de aquisição Município/Estado Referências 

Caule, Casca do fruto, 

Casca pseudofruto 

Inflamação e 

sangramento gengival, 

halitose, infecção 

urinária, intestinal, anti- 

diabetes, hipolipemiante, 

cicatrizante, micose, 

gastrite, fraqueza, 

diurético 

Chá, Decocção, 

maceração, infusão 

Comercial, Doméstica e 

Florestal 

Campina Grande- Parnaíba 

São Luís – Maranhão 

Itacoatira – Amazonas 

Aldeia do Cajueiro – Pará 

Barreiras -Bahia 

Ilha de Mosqueiro – Pará 

Belém – Pará 

Vale do Paraíba- São Paulo 

Barbosa et al., 2013; 

Souza et al., 2013; 

Vieira et al., 2014; 

Alvarenga et al., 2017; 

Mesquita; Tavares-

Martins, 2018; Azevedo 

et al., 2020; Silva et al., 

2020; Silva et al., 2021; 

Mota et al., 2022 

Entrecasca, Folhas, 

Fruto 

Inflamação, ferimentos, 

fraqueza, diurético 

diarreia, anti-diabetes, 

cicatrizante, micose, 

gastrite 

Chá, infusão, 

decocção, banho de 

assento, maceração 

Doméstica e Florestal 

São João do Tigre – 

Parnaíba 

Garanhus- Pernambuco 

Aldeia do Cajueiro – Pará 

Ilha de Mosqueiro – Pará 

Belém – Pará 

Vale do Paraíba- São Paulo 

Neiva et al., 2014; 

Alvarenga et al., 2017; 

Silva et al., 2020; 

Silva et al, 2021 
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Tabela 3. Atividade biológica das estruturas de Anacardium occidentale descrita em alguns ensaios pré-clínicos entre os anos de 2013 e 2023. 

Estrutura da Planta Atividade biológica Tipo de extrato Ensaios Referências 

Folhas 

Anti-Giardia 

Antioxidante 

Antimicrobiana 

Antimalária 

Etanólico 

Metanólico 

Microdiluição 

Cromatografia em coluna 

acelerada 

DPPH 

CIM e CBM 

Infecção em modelo animal 

Vieira et al., 2014; 

Ajileye et al., 2015; 

Silva et al., 2016; 

Tejumade et al., 2023 

Flores 

Hipoglicimiante 

Anti- Leishmania 

Cicatrizante 

Antibacteriana 

Antifúngica 

Anti-inflamatória 

Etanólico 

Hidroetanólico 

 

Difusão em ágar por disco e 

poço 

CIM e CBM 

Indução de ferida e sepse em 

camundongos 

Silva, 2015; Silva, 2016; 

Silva et al, 2016; 

Oliveira et al., 2019; Silva 

et al., 2021; 

Santos, 2021; 

Oliveira, 2022 

Casca 
Antimicrobiana 

Antioxidante 

Hidroetanólico 

Etanólico 

CIM e CBM 

Difusão em ágar 

Vieira et al., 2014; 

Costa et al., 2021 
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2.5 Modelos experimentais de infecção em invertebrados: Tenebrio molitor  

Nos últimos anos, há um aumento significativo na utilização de modelos 

invertebrados em pesquisas. Entre os animais mais usados destacam-se Galleria 

mellonella, Drosophila melanogaster, Artemia salina e Tenebrio molitor (Souza et al., 

2018; Filho et al., 2020; Rahamouz-Haghighi et al., 2021). 

T. molitor é um inseto holometabólico, que possui quatro estágios distintos de vida: 

ovo, larva, pupa e imago (besouro) (Figura 8). São conhecidos, popularmente, como verme 

amarelo, tenebrião ou larva da farinha (Milanóvic et al., 2021). Esses insetos possuem 

distribuição nas zonas tropicais e subtropicais, sendo frequentemente encontrado na 

natureza em cavidades de árvores e ninhos de pássaros. Habitam em ambientes pouco 

iluminados e se alimentam de restos e fezes de animais e costumam ser pragas nas 

plantações de trigo. Em cativeiro, podem ser alimentados com uma mistura de flocos de 

milho, farinha de rosca e farelos de trigo triturados (Menezes et al., 2014; Errico et al., 

2021). A classificação taxonômica de T. molitor está resumida na tabela 4. 

Tabela 4. Classificação taxonômica de T. molitor  

Classificação taxonômica de Tenebrio molitor 

Reino Animalia 

Filo Arthropoda 

Classe Insecta 

Ordem Coleoptera 

Família Tenebrionidae 

Gênero Tenebrio 

Espécie Tenebrio molitor 

 

Na fase larval, sua anatomia apresenta cabeça com boca e olhos pouco 

desenvolvidos; tórax com três pares de pernas; abdômen dividido em metâmeros e ânus 

(Figura 8). 
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Figura 8. Ciclo de vida de Tenebrio molitor. Ovo; Larva; Pupa e Besouro 

 

Como em outras espécies da classe Insecta, T. molitor exibe sistema imune com 

componentes inatos, incluindo barreiras físicas, químicas além de componentes 

imunológicos humorais e celulares, como detalhado a seguir:  

 Barreiras físicas: tegumento e epitélio intestinal; 

 Mediadores humorais: cascatas que modulam a síntese de reativos de oxigênio e 

nitrogênio, peptídeos antimicrobianos, e a melanização da hemolinfa; 

 Células associadas a resposta imune: hemócitos que realizam a fagocitose, 

encapsulação e nodução (essas células se juntam para eliminar da circulação os 

patógenos que estão em alta quantidade no corpo do inseto). (Lavine; Strand, 2002; 

Urbanski et al., 2018; Vommaro, Giglio; 2021): 

Nos estudos que envolvem produtos naturais e fazem uso de extratos, a forma larval 

é a mais frequentemente utilizada e o tratamento é injetado na cavidade intracelômica, na 

região do quarto metâmero na porção ventral da larva. O uso da forma larval encontra 

respaldo em sua rápida reprodutividade, fácil manuseio e manutenção. Além disso, exibe 

um sistema imunológico inato semelhante ao dos vertebrados, desenvolvendo infecções 

causadas pelos mesmos patógenos que afetam os humanos. Essa semelhança fundamenta e 

justifica seu uso como modelo de infecção (Silva et al., 2022; Braga et al., 2024). 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito antibacteriano do extrato das flores de Anacardium occidentale (EAO) em 

bactérias do grupo ESKAPE in vitro e na infecção letal ocasionada por Staphylococcus 

aureus in vivo. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 Caracterizar a química do extrato das flores de A. occidentale 

  Investigar o efeito antibacteriano do extrato sobre bactérias do grupo ESKAPE; 

 Investigar a ação antivirulência do extrato sobre S. aures, MRSA e E. coli; 

 Avaliar o efeito do extrato na sobrevida de larvas de T. molitor infectadas letalmente 

por S. aureus; 
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4. MATERIAIS E METÓDOS  

4.1 Obtenção do extrato das flores de Anacardium occidentale (EAO)  

As flores de A. occidentale foram coletadas no mês de outubro de 2022, no período 

matutino, na Universidade Federal do Maranhão, campus São Luís, nas seguintes 

coordenadas geográficas 2°55’34’’S e 44°30’58’’O. O material botânico foi identificado 

no Herbário do Maranhão, onde a exsicata está depositada sob o número o n° 14.709 

(Anexo 1). O projeto está cadastrado no SisGen AAA8E4B (Anexo 2). 

 As flores foram secas em temperatura ambiente (25 ± 3°C), por 7 dias, ao abrigo 

da luz. O material seco foi triturado em moinho de facas e o pó resultante foi utilizado para 

a obtenção do extrato etanólico, pelo método de maceração exaustiva em etanol absoluto 

P.A, repetindo o processo a cada 7 dias, por 3 semanas (Oliveira et al., 2019).   

O extrato etanólico das flores de A. occidentale (EAO) foi submetido a 

rotaevaporação, seco a jato frio, resultado em 65,21g com rendimento médio de 36,31%. 

Ao final o extrato foi armazenado em frascos estéreis e escuros, a 4°C, até a utilização nos 

experimentos.  

4.2 Prospecção química do extrato 

4.2.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) acoplado ao detector PDA 

Os compostos foram eluidos dos cartuchos usando 1 mL da mistura metanol/água 

(MeOH: H2O -1: 1, v/v) com um volume final de 5 mL. As amostras foram então filtradas 

em um filtro PTFE de 0,22 μm e secas. O extrato seco foi diluído na concentração de 10 

mg/mL em solvente de HPLC. Alíquotas de 20 μL foram injetadas diretamente no 

equipamento (HPLC-PDA - Shimadzu Corp., Kyoto, Japão) e as leituras realizadas a 270 

nm e 365 nm. 

Foi usado um sistema HPLC modelo Shimadzu que consiste em um módulo de 

fornecimento de solvente com uma bomba recíproca de êmbolo duplo e um detector UV-

VIS (SPA-10A). A coluna usada foi a Luna 5µm C18 100 A (150 µm x 4,6 µm). Os 

solventes de eluição usados foram A (2% de ácido acético em água) e B (metanol). As 

amostras foram eluidas de acordo com o seguinte gradiente: 5% a 60% de B em 60 minutos. 

A taxa de fluxo foi de 1 mL/min. A temperatura da coluna foi de 20 ºC. O volume de injeção 
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da amostra foi de 20 µL. Os dados foram coletados e processados com o software LC 

Solution (Shimadzu) (Lopes et al., 2024). 

4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiência acoplado à Espectrometria de Massas- 

LC-ESI-IT/MS. 

A caracterização química foi realizada por LC-ESI-IT-MS com um espectrômetro 

(amaZon SL Bruker Daltonics®, Massachusetts, EUA). A análise cromatográfica foi 

conduzida em uma coluna Luna 5 μm C18 100 Å (250 × 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, 

EUA), com um HPLC Prominence Shimadzu®. A fase móvel em gradiente binário 

consistiu de ácido fórmico (0,1% - Sigma-Aldrich, St. Louis, LO, EUA) em água (solvente 

A) e de ácido fórmico em metanol (0,1% - Sigma-Aldrich, St. Louis, LO, EUA) (solvente 

B). As amostras (1 mg mL-1) foram eluidas da coluna analítica com gradiente variando de 

5 a 100% do solvente B, com uma taxa de fluxo constante de 1 mL min-1, durante 40 

minutos. O volume de injeção foi de 2 μL.  

A temperatura do compartimento da coluna foi ajustada para 40 °C. A aquisição de 

dados foi realizada no modo de ionização negativa, com fragmentação em múltiplos 

estágios (MS2 e MS3), de acordo com os seguintes parâmetros: pressão do gás de 

nebulização de 50,0 psi; temperatura do capilar de 300 °C; voltagem de entrada do capilar 

de transferência de 4500 V; gás de desolvação, nitrogênio (N2), fluxo de 10 L min-1; gás 

de colisão, hélio (He); faixa de aquisição, m/z 50-1200. Os dados brutos foram analisados 

utilizando o software Data Analysis 4.3 (Bruker, Massachusetts, EUA). 

4.3 Avaliação da atividade antimicrobiana do EAO 

4.3.1 Microrganismos  

Cepas padrão de bactérias Gram positivas: Enterococcus faecalis (ATCC29212) e 

Staphylococcus aureus (ATCC25923); Gram negativas: Escherichia coli (ATCC25922) e 

Klebsiella pneumoniae (ATCC700603) foram cultivadas no Laboratório de 

Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhão. Enquanto as linhagens clínicas 

multirresistentes: MRSA, MRSA (240016969962) e MRSA (240016969961) foram 

fornecidas pelo Prof. Dr. Valerio Monteiro Neto no Núcleo de Imunologia Básica e 

Aplicada (NIBA).  Para utilização as bactérias foram reativadas em caldo Mueller-Hinton 

a 37 °C, por 24 horas, para utilização nos testes de avaliação antimicrobiana.  
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4.3.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

O ensaio antimicrobiano foi realizado pelo método de microdiluição, em 

microplacas estéreis de 96 poços de fundo plano, segundo a norma M7-A6 descrita pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). 

As cepas padrão de E. faecalis, S. aureus, E. coli e K. pneumoniae; e as cepas 

clínicas de MRSA foram reativadas em caldo Mueller-Hinton, semeadas em ágar Muller-

Hinton, (Merck, Brasil) e incubadas a 37˚C, por 24 horas. Após este período as bactérias 

foram ressuspensas em solução salina e inicialmente o inóculo foi ajustado visualmente 

para 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 × 108 UFC/mL.  

A suspensão resultante foi homogeneizada (Vortex®) durante 15 segundos e a densidade 

celular ajustada com auxílio de um espectrofotômetro, medindo-se a absorbância a 600nm, 

resultando na obtenção de suspensão correspondente a 0,5 da escala de McFarland, 

conforme comparação com solução padrão, correspondendo a aproximadamente 1,5 × 108 

UFC/mL (Monteiro-Neto et al., 2020). 

Para a determinação do CIM os isolados bacterianos em caldo Muller-Hinton 

(10μL) foram adicionados aos poços contendo diferentes concentrações do EAO (200 – 

0,390625 mg/mL). O antibiótico Ciprofloxacina (CFX) foi utilizado como controle positivo 

(200 – 0,390625 µg/mL) e o DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich; 2% em solução 

salina), usado para aumentar a solubilidade do extrato bruto, foi considerado como controle 

negativo. As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas.  Decorrido o tempo a leitura foi 

realizada a absorbância de 600 nm e as placas coradas com resazurina. A CIM foi 

considerada como a menor concentração capaz de inibir o crescimento microbiano. O 

ensaio foi realizado com amostras individuais testadas em sextuplicada (Algaffar et al., 

2023). A razão CBM/CIM foi calculada para determinar se o EAO apresenta atividade 

bactericida (CBM/CIM <4) e bacteriostática (CBM/CIM>4) (Siddiqui et al., 2013). 

4.3.3 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM)  

A CBM foi determinada a partir dos resultados da CIM, em placas de Petri contendo 

(Ágar Mueller-Hinton) AMH se transferiu 10 μL de cada poço partindo do poço de CIM 

para a maior concentração; após as placas foram incubadas à 37ºC por 24 horas. Foi 

realizada a leitura da CBM, observando as concentrações em que se apresentou ausência 

de crescimento bacteriano, classificando-se como capazes de reduzir por completo o 



 
 

43 
 

crescimento dos microrganismos e quando observado a formação de mais de três Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC) foram consideradas não inibitórias ao crescimento (Xavier 

et al., 2023).  

4.3.4 Erradicação da adesão e biofilmes pré-formado e formado 

 Para a avaliação da atividade de antivirulência do EAO escolhemos a partir do 

melhor resultado de CIM as seguintes linhagens bacterianas S. aureus (ATCC25923), 

MRSA (240016969662) e E. coli (ATCC25922). A erradicação da adesão e biofilmes pré-

formados e formados de S. aureus, MRSA e E. coli foram avaliadas conforme descrito por 

Monteiro-Neto et al., 2020. Além da quantificação da biomassa de biofilme baseada em 

cristal violeta (CV), a viabilidade celular dos biofilmes foi determinada utilizando MTT 

(brometo de 3-4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazólio).  

No ensaio de adesão e biofilme pré-formado, foram adicionados caldo Muller 

Hinton (CMH) aos poços de uma placa de cultura, fundo chato, 96 poços, em seguida os 

isolados bacterianos (10μL) e o tratamento com as concentrações subinibitórias de ½ e ¼ 

da Concentração inibitória mínima (CIM) do extrato e da ciprofloxacina, usada como 

controle positivo (CFX). Logo após, as placas foram incubadas, respectivamente, por 90 

minutos e 24 horas a 37ºC. 

 Para a avaliação do biofilme formado, primeiramente se adicionou CMH, os 

isolados bacterianos, e as placas foram incubadas durante 24 horas. Após esse período, as 

placas foram lavadas duas vezes com PBS e tratadas com concentrações suprainibitórias 

do extrato e da CFX correspondentes aos valores de 2× e 4× da CIM. Em seguida as placas 

foram novamente incubadas por 24 horas a 37ºC. 

Após a incubação, o conteúdo dos poços foi removido e o material remanescente 

foi lavado duas vezes com PBS. Nas placas reservadas para o MTT, após a lavagem, foram 

adicionados 100 µL do AMH em cada poço e 50 µL de MTT/poço e as placas foram 

incubadas por 2 horas a 37°C.  

Nas placas coradas com cristal violeta (CV), após a etapa de lavagem, foram 

adicionados 200 µL de metanol, durante 15 minutos, para fixar. O metanol foi removido, 

as placas foram mantidas invertidas para secarem, por 10 minutos, a temperatura ambiente. 

Em seguida, foram adicionados aos poços 100 µL de CV (5%), por 10 minutos, logo após, 
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o CV dos poços foi descartado e os cristais foram dissolvidos em 200 µL de metanol. A 

absorbância foi mensurada a 570 nm e a 600nm.  

4.4 Ensaios in vivo em larvas de Tenebrio molitor 

4.4.1 Avaliação da toxicidade aguda  

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Silva et al. (2020) e 

Brai et al. (2023) com adaptações. Para o ensaio foram utilizadas larvas de T. molitor (n=10 

larvas/ grupo). Foram selecionadas larvas com tamanho entre 1,5 a 2,0 cm. As larvas foram 

tratadas com o extrato em concentrações correspondentes a ½ CIM (3,125 mg/mL); CIM 

(6,25 mg/mL); 2× CIM (12,50 mg/mL); 4× CIM (25mg/mL); 8×CIM (50mg/mL) e 16× 

CIM (100mg/mL). A descrição dos grupos experimentais está detalhada a seguir: 

GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTO 

Limpo - 

DMSO DMSO 2% 

PBS PBS 

EAO1/2 EAO - 3,125 mg/Ml 

EAOC EAO - 6,25 mg/mL 

EAO2 EAO - 12,5 mg/mL 

EAO4 EAO - 25 mg/mL 

EAO8 EAO - 50 mg/mL 

EAO16 EAO - 100 mg/mL 

O monitoramento de sobrevida foi feito diariamente, a cada 24h, até 168h. A morte 

das larvas foi avaliada macroscopicamente, considerando a ausência de resposta ao toque, 

falta de motilidade e a presença de melanização (Souza et al., 2015). 

4.4.2 Padronização de inóculo letal de S. aureus  

Para a preparação dos inóculos, as bactérias foram cultivadas em AMH, 24 horas 

antes do experimento. O ensaio de sensibilidade das larvas de T. molitor foi conduzido com 

adaptações, utilizando inóculos que variaram de 101 a 107 UFC/µL, (Mcgonigle et al., 

2016). As larvas foram então infectadas (5µL) e monitoradas quanto a sobrevida por 3 dias. 

Foram utilizadas 5 larvas por grupo. Os testes foram realizados em triplicata utilizando os 
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seguintes grupos conforme as concentrações do inóculo para infecçao por S. aureus 

variando de 101 a 107, além de um grupo controle que recebeu PBS ic (5 L). 

4.4.3 Infecção Letal  

 Para avaliar efeito do EAO na infecção letal as larvas foram distribuídas nos 

seguintes grupos, considerando a concentração do extrato com base nos valores de CIM:  

GRUPOS  TRATAMENTO (5L/ic) 

Controle negativo (C-) PBS 

CiPro ciprofloxacina (1,56 µg/mL) 

EAO1/2  extrato (3,12 mg/mL) 

EAOCIM extrato (6,25 mg/mL) 

EAO2  extrato (12,5 mg/mL) 

  

As larvas foram paralisadas, por resfriamento com gelo, e receberam 5 µL do 

inóculo (1,5×105 UFC/µL) S. aureus, via intracelômica (ic). O tratamento com EAO 

ocorreu logo em seguida, utilizando a mesma via, no quarto metâmero, na porção ventral.  

Após o tratamento as larvas foram transferidas para placas de Petri, contendo ração 

padronizada e ao abrigo da luz. A sobrevivência foi monitorada diariamente, durante 3 dias, 

para avaliação da sobrevida das larvas (item 4.3.1).  

 

 

Figura 9. Resumo ilustrativo da infecçao aguda. (A) substância teste; (B) infecção usando seringa 

analítica; (C) larva com tratamento; (D) avalição de morte e aplicação do teste estatístico. 
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4.4.4 Quantificação das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) em larvas de T. 

molitor infectadas letalmente por S. aureus 

 A quantificação da carga bacteriana de UFC em larvas de T. molitor foi realizada 

conforme descrito anteriormente, com algumas adaptações de Oliveira, (2022) e Mcgonigle 

et al., (2016). As larvas (n=10 larvas/ grupo) foram infectadas com 5µL/ic do inóculo de S. 

aureus na concentração de 1,5 × 105 UFC/mL e foram eutanasiadas no tempo de 6h. O 

ensaio foi realizado em quadriplicada. A contagem da UFC foi realizada após a eutanásia. 

Para a avaliação as larvas foram trituradas em 5 ml de PBS estéril e a suspensão resultante 

foi diluída (101 a 104). Em seguida, foram transferidos 100 µL das suspensões com menor 

diluição (104) para placas de Petri contendo meio Mannitol Salt Ágar (Kasvi, São Paulo, 

Brasil). Após, as placas foram incubadas por 24 horas, a 37°C e as UFC foram quantificadas 

ao final do período de incubação. 

4.5 Análise estatística 

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e em seguida avaliados 

pelo teste t de Student, na comparação de dois grupos, ou por análise de variância 

(ANOVA), na comparação de vários grupos, seguida do teste de comparações múltiplas 

(Newman-Keuls) (Sokal; Rohlf, 1996). Para avaliação da sobrevida foi utilizada a Curva 

Kaplan-Meier, seguida de teste de Log-Rank. As análises foram realizadas com auxílio do 

programa GraphPad Prism, versão 10.0. Todos os dados foram expressos em gráficos 

utilizando os valores da média  desvio padrão considerando como significância p ≤ 0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Análise química e identificação das substâncias presentes no EAO  

O extrato apresentou tempos de retenção entre 16 e 55 minutos, correspondentes à 

14 compostos, com perfis de comprimentos de ondas diferentes, variando entre 270 nm e 

365 nm (Figura 10A). Os comprimentos de onda na figura 10A indicam a presença de 

ácidos, compostos presentes no gênero Anacardium. Usando LC-MS foram identificados 

no extrato os seguintes compostos: ácido chiquímico, ácido gálico, quercetina, 

isoquercetina, galoil glucose, digaloilglucose, isômero 1 e isômero 2 de tetragaloilglucose 

(Figura 10B e 10C). 

 

 

 

 

A 



 
 

48 
 

 

 

 

 

Figura 10: Avaliação química do extrato etanólico das flores de Anacardium occidentale 

L (A) Cromatograma de UV-Vis em 254nm, (B) Cromatograma de íons totais (LC-ESI-

IT/MS), e (C) Compostos identificados. 
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Tabela 5. Compostos obtidos após a caracterização química do extrato etanólico de 

Anacardium occidentale por LC-ESI-IT/MS. 

Número [M-H]- MSn Composto 

1 173 155;137; 111; 93 Ácido chiquímico 

2 331 273; 169 Galoil glucose 

3 169 125 Ácido gálico 

4 483 405; 437; 383 Digaloilglucose 

5 787 617; 573; 467; 405 
Tetragaloilglucose 

(Isômero 1) 

6 787 617; 467; 291; 261 
Tetragaloilglucose 

(Isômero 2) 

7 483 303 Isoquercetina 

8 301 - Quercetina 

 

5.2. Atividade antimicrobiana do EAO frente a bactérias do grupo ESKAPE  

A Tabela 5 mostra que o EAO apresentou ação antibacteriana in vitro contra todos 

os microrganismos testados, sendo que a melhor atividade foi para Staphylococcus aureus 

com menores valores de CIM = 6,25 mg/mL e de CBM = 12,5 mg/mL. O extrato também 

exibiu ação antimicrobiana para Enterococcus faecalis e Escherichia coli, com valores 

similares de CIM = 12,5 mg/mL e CBM = 25 mg/mL. Entretanto, o EAO foi pouco efetivo 

para Klebsiella pneumoniae (CIM = 50 mg/mL e CBM = 100 mg/mL). No que se refere as 

cepas de MRSA, o extrato foi igualmente eficaz contra todas as amostras testadas de acordo 

com os valores de CIM (12,5 mg/mL) e CBM (25 mg/mL). O tratamento ciprofloxacina 

foi efetivo para todas as amostras. Em todas as amostras bacterianas tratadas com EAO a 

razão entre CBM/CIM, foi igual a 2, por isso o extrato pode ser classificado como 

bactericida conforme Siddiqui et al., 2013. 
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Tabela 6. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) do extrato etanólico das flores de Anacardium occidentale (EAO) em culturas de 

bactérias Gram-positivas; Gram-negativas do grupo ESKAPE.  

Bactérias (108 UFC/mL) EAOa (mg/mL) 
CBM/

CIM 

Ciprofloxacina 

(µg/mL) 

 CIMb CBMc  CIM CBM 

S. aureus (ATCC25923) 6,25d 12,50 2,0 1,56 3,12 

MRSA  12,50 25,00 2,0 200,00 200,00 

MRSA (240016969961) 12,50 25,00 2,0 12,50 12,5 

MRSA (240016969962) 12,50 25,00 2,0 1,56 12,50 

E. faecalis (ATCC29212) 12,50 25,00 2,0 2,60 5,20 

E. coli (ATCC25922) 12,50 25,00 2,0 3,12 6,25 

K. pneumoniae (ATCC700603) 50,00 100,00 2,0 2,08 4,16 

(a) EAO: Extrato etanólico das flores de Anacardium occidentale.;  

(b) CIM: Concentração Inibitória Mínima.;  

(c) CBM: Concentração Bactericida Mínima. 

(d) Os valores expressos correspondem a média de amostras testadas em triplicata. 

 

 5.3 O tratamento com o EAO reduziu a adesão e os biofilmes de S. aureus, MRSA e 

E. coli 

 O tratamento com o EAO nas concentrações subinibitórias e inibitórias reduziu a 

adesão (Figuras 11) e os biofilmes bacterianos (Figura 12 e 13). O extrato quando utilizado 

em concentrações sub-inibitórias (1/2CIM e 1/4CIM) foi mais efetivo em inibir a adesão, 

de S. aureus (Figura 11A) MRSA (Figura 11C), do que para E. coli (Figura 11B) quando 

avaliamos a biomassa. Resultados semelhantes foram observados quando avaliamos a 

viabilidade (Figuras 11D; E; e F), sendo que em relação a viabilidade as culturas de MRSA 

tratadas com a maior concentração apresentaram menor adesão do que o observado nos 

demais grupos, mesmo sendo diferentes do controle não tratado. 
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Figura 11. O extrato etanólico das flores de Anacardium occidentale (EAO) inibiu a adesão de 

S. aureus (A; D), MRSA (B; E) e E. coli (C; F), considerando a redução da biomassa (A; B; C) 

e a viabilidade (D; E; F). A inibição da adesão foi determinada em culturas bacterianas tratadas 

com concentrações sub-inibitórias correspondentes a 1/4 e 1/2 do valor de CIM do extrato (EAO) e 

da Ciprofloxaxina (CIPRO) para cada uma das culturas e comparadas as culturas não tratadas 

(Controle).  As amostras foram avaliadas considerando a densidade óptica (570 nm). Os dados 

correspondem a média-desvio padrão de amostras testadas em quintuplicata. (*) p ≤ 0,05 em relação 

ao controle não tratado e (#) em relação ao grupo CIPRO. 
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O tratamento com EAO inibiu os biofilmes pré-formados (Figura12) de todas as 

culturas bacterianas testadas, quando foi avaliada a biomassa (Figuras 12A; B; C) ou a 

viabilidade (Figuras 12D; E; F).  

 

 

 

Figura 12. O extrato etanólico de Anacardium occidentale (EAO) inibiu a evolução do biofilme 

pré-formado de S. aureus (A; D), MRSA (B; E) e E. coli (C; F), considerando os efeitos sobre a 

biomassa (A; B; C) e sobre a viabilidade das culturas bacterianas tratadas com concentrações 

subinibitórias correspondentes a 1/4 e 1/2 CIM do extrato (EAO) e da Ciprofloxacina (CIPRO). Os 

resultados obtidos por densidade ótica (570 nm) correspondem a média-desvio padrão de amostras 

testadas em quintuplicata. (*) p ≤ 0,05 em relação ao controle e (#) em relação ao grupo CIPRO. 

 

O tratamento com as concentrações inibitórias do extrato correspondentes a 2× CIM 

e 4×CIM também inibiu o crescimento do biofilme formado para todas as três culturas de 

bactérias testadas, quando em comparação ao controle não tratado, considerando os efeitos 

sobre a biomassa (Figuras 13 A; B e C) e a viabilidade (Figuras 13 D; E; F). Os melhores 

resultados foram para S. aureus (Figura 13A). Efeitos semelhantes do EAO em relação a 
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biomassa foram observados para MRSA (Figura 13B) e E. coli (Figura 13C). O tratamento 

com EAO inibiu a viabilidade do biofilme formado de todas as amostras testadas, com 

maior eficiência nas amostras de S. aureus (Figura 13D) e MRSA (Figura 13 E), embora 

também tenha sido efetivo para E. coli (Figura 13F). 
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Figura 13: O extrato etanólico de Anacardium occidentale (EAO) inibiu o biofilme formado 

de S. aureus (A; D), MRSA (B; E) e E. coli (C; F), considerando os efeitos sobre a biomassa (A; 

B; C) e sobre a viabilidade (D; E; F) das culturas bacterianas tratadas com concentrações supra 

inibitórias do extrato (EAO) e da Ciprofloxacina (CIPRO), correspondentes a 2x e 4x CIM. Os 

resultados obtidos por densidade ótica (570 nm) correspondem a média-desvio padrão de amostras 

testadas em quintuplicata. (*) p ≤ 0,05 em relação ao controle e (#) em relação ao grupo CIPRO. 

 

5.4 O EAO apresenta baixa toxicidade para larvas de T. molitor 

  O extrato bruto nas concentrações de CIM (6,25 mg/mL), 2×CIM (12,5 mg/mL) e 

4×CIM (25 mg/mL) não apresentou toxicidade para as larvas, pois a viabilidade ao final da 

avaliação foi de 100% de sobrevida. Entretanto, ocorreu redução da sobrevida de 20% na 

concentração correspondente a 8×CIM (50 mg/mL) e de 50% na maior concentração 

(16×CIM = 100 mg/mL), indicando que essa pode ser a IC50 para as larvas de T. molitor. 
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Figura 14. Toxicidade do Extrato Etanólico das flores de Anacardium occidentale 

(EAO) em larvas de Tenebrio molitor. As larvas foram tratadas com EAO, por injeção 

intracelômica, em concentrações correspondentes ao valor de CIM, 2xCIM; 4x; 8x e 16x 

CIM. O monitoramento foi realizado, a cada 24h, durante 7 dias (168h). Os dados se 

referem a média ± desvio padrão de três ensaios independentes com cada concentração do 

extrato, agrupados totalizando 30 larvas/grupo. A mortalidade foi avaliada usando curvas 

de Kaplan-Meier, seguida de teste estatístico de Log-Rank. (*) p ≤ 0,05 em relação ao grupo 

tratado com PBS. 

 

5.5 Determinação do inóculo letal de S. aureus na infecção das larvas de T. molitor  

 Para continuar aos testes, escolhemos a bactéria S. aureus ATCC 25923, pois, de 

acordo com o valor de CIM o extrato foi mais efetivo contra essa cepa. A fim de avaliar a 

susceptibilidade das larvas à infecção por S. aureus os animais foram infectados com 

diferentes concentrações das suspensões bacterianas, variando de 107 a 101 CFU/mL. Os 

resultados mostram que os inóculos entre 105 e 107 UFC/µL, apresentaram resultados 

semelhantes com a morte de 100% das larvas ocorrendo em até 24 horas após a infecção. 

No grupo infectado com 104 UFC/µL a morte de 100% das larvas ocorreu somente após 

72 horas, portanto mais tardiamente. Enquanto os inóculos bacterianos menores, variando 
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de 101 a 103; UFC/µL, apresentaram baixa letalidade com sobrevida de 40% das larvas 

até o final da avaliação (Figura 15). Assim, considerando que os resultados com as 

maiores concentrações foram semelhantes, escolhemos o inóculo de 105 UFC/µL de S. 

aureus para os demais ensaios.  
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Figura 15. Determinação do inóculo de S. aureus capaz de ocasionar infecçao letal em larvas 

de Tenebrio molitor. Foram utilizadas concentrações bacterianas crescentes (101 a 107 UFC/L) 

para a infecção. O monitoramento foi realizado durante 3 dias. Os dados se referem a média ± 

desvio padrão de três ensaios independentes agrupados totalizando 30 larvas/grupo. As análises 

utilizaram curvas de Kaplan-Meier, seguida de teste estatístico de Log-Rank. (*) p ≤ 0,05 na 

comparação aos animais não tratados. 

 

5.6 Confirmação da infecção de T. molitor por S. aureus  

 O gráfico 16A demonstra aumento no número de UFC de S. aureus 6 horas depois 

da infecção em larvas de T. molitor. A carga bacteriana é bastante elevada, quando 

comparadas com as culturas de larvas não infectadas, indicando o sucesso na indução da 

infecção. 
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Figura 16. Número de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) em larvas de T. molitor 

infectadas com S. aureus (ATCC25923) (A). Grupos com 10 larvas foram infectadas com S. 

aureus (1,5 × 105 UFC/µL) e eutanasiadas após 6h. Em B, fotomicrografias das placas de culturas. 

Os dados foram analisados em relação ao controle não infectado, por teste  t  de Student, de amostras 

individuais testadas em quadriplicata com (*) p ≤ 0,05. 

5.7 O tratamento com EAO prolonga a sobrevida das larvas de T. molitor infectadas 

letalmente com S. aureus  

A figura 17A mostra que o tratamento EAO assegurou a sobrevivência das larvas 

infectadas letalmente com S. aureus, sendo que a concentração de 2× CIM foi a mais eficaz, 

pois assegurou a sobrevivência de 70% das larvas. Nos grupos tratados com EAO na 

concentração de CIM, a sobrevivência foi de 50%. Já o tratamento com doses subinibitórias 

foram pouco efetivos em assegurar a sobrevida (20%).  

B 
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A Figura 17B mostra os dados relativos à expectativa de vida. É possível observar 

uma taxa de 90% de expectativa de vida nos animais do grupo 2× CIM, de 70% no grupo 

CIM e de 60% no grupo ½ CIM, ainda assim superior a observada no controle infectado e 

não tratado. 
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Figura 17. O tratamento com o extrato etanólico das flores de Anacardium occidentale (EAO) 

aumenta a sobrevida (A) e a expectativa de vida (B) de larvas de T. molitor infectadas com S. 

aureus (ATCC25923). Grupos com 10 larvas foram infectadas com S. aureus (1,5 × 105 UFC/µL) 

e tratadas com diferentes concentrações do EAO, por via intracelômica em valores correspondentes 

a 2× CIM, CIM e ½ CIM. A sobrevida foi acompanhada durante 3 dias, considerando n= 10 

larvas/grupo. (*) p ≤ 0,05 em relação ao controle infectado e não tratado. 

6. DISCUSSÃO 

O presente trabalho avaliou a atividade antimicrobiana do EAO frente a culturas 

bacterianas do grupo ESKAPE incluindo S. aureus meticilina resistente (MRSA). A. 

occidentale e seus metabolitos secundários têm sido amplamente investigados como alvos 

promissores nos estudos de bioprospecção de compostos antimicrobianos (Cunha; David, 

2024). Ainda assim, estudos quanto ao potencial do extrato etanólico das flores de A. 
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occidentale (EAO) sobre os membros do grupo ESKAPE e seus fatores de virulência são 

escassos. 

A caracterização química do extrato identificou 14 picos correspondentes ao ácido 

chiquímico, ácido gálico, quercetina, isoquercetina, galoil glucose, digaloilglucose, 

isômero 1 e isômero 2. Compostos semelhantes foram descritos por Silva et al., (2016), 

incluindo ácido gálico e ácido chiquímico. Entretanto, nas nossas análises não 

identificamos a presença do ácido anacárdico, descrito anteriormente por Oliveira (2022), 

ao analisarem extrato por espectrometria de massa, possivelmente, devido a técnica de 

análise utilizada, ou ao período da coleta do material vegetal, pois há evidencias que as 

condições ambientais influenciam significativamente a síntese e o acúmulo de metabólitos 

secundários em plantas medicinais (Mohammadi et al., 2021; Dong et al., 2024). No 

entanto, não temos evidências quanto as variações de temperatura, pluviosidade e outros 

dados ambientais sobre a composição dos metabolitos secundários das flores de A. 

occidentale, o que abre uma nova possibilidade de investigação futura visando estabelecer 

a relação entre a qualidade da planta medicinal e os fatores ecológicos. 

Importante mencionar que está é a primeira vez que são identificadas no extrato 

das flores do cajueiro a quercetina e isoquercetina na forma glicosilada. Embora esses 

compostos já tenham sido identificados em extratos oriundos de outras partes de A. 

occidentale ou em outras espécies do gênero Anacardium (Chaves et al., 2021; Freitas et 

al., 2022). A quercetina é um flavonoide amplamente investigado devido às suas várias 

propriedades biológicas, que incluem a ação antimicrobiana contra bactérias, como S. 

aureus meticilina resistente (MRSA) entre outras (Li et al., 2012; Nguyen; Bhattacharya, 

2022).  

Há evidências de que os flavonoides, como a quercetina e a apigenina, podem 

modificar a permeabilidade da parede celular e a membrana das bactérias, devido a sua 

afinidade com essas estruturas, resultando em disfunção metabólica (Eumkeb et al., 2013 

Hooda et al., 2020).  Adicionalmente, há relatos que os polifenóis podem impedir a 

expressão da molécula quorum sensing, sinalizadora essencial para o aumento da densidade 

e maturação do biofilme (Roy et al., 2018). 
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Os demais compostos identificados no extrato como os ácidos gálico e chiquímico 

são amplamente estudados quanto as suas atividades biológicas. O ácido gálico atua na lise 

das membranas bacterianas; enquanto o ácido chiquímico, tem sido investigado quanto ao 

seu potencial coadjuvante com os beta-lactâmicos contra bactérias multirresistentes, 

incluindo MRSA (Hadidi et al., 2024; Hou et al., 2024). Importante destacar que o ácido 

chiquímico é percursor intermediário na via do chiquimato, rota importante de síntese de 

vários metabólitos secundários, incluindo o ácido gálico, que estão envolvidos na defesa 

da planta. Assim, a identificação do percursor intermediário (ácido chiquímico) e do 

produto final (ácido gálico) evidencia a capacidade biossintética das flores de A. 

occidentale na produção de metabólitos secundários com propriedades antimicrobianas 

(Movahedi et al., 2021).  

Um aspecto interessante da nossa avaliação química foi a detecção de 

isoquercetina glicosilada e a modificação estrutural de flavonoides e taninos hidrolisáveis, 

como a observada para galoil glucose e suas variações. Essas alterações químicas são 

importantes pois alteram a biodisponibilidade dos compostos e podem influenciar a 

afinidade dessas substâncias com os alvos moleculares, impactando na atividade biológica 

desses compostos (Kovác et al., 2022). 

Os ensaios microbiológicos in vitro, mostraram que o extrato inibiu o crescimento 

de bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis-ATCC29212 e Staphylococcus aureus-

ATCC25923) e Gram-negativas (Escherichia coli-ATCC25922), resultados semelhantes 

aos descritos anteriormente por Silva et al., (2016) usando o método de disco- difusão. Os 

dados mostraram também que Klebsiella pneumoniae foi a menos sensível ao EAO, 

diferentemente do relatado anteriormente por SILVA et al., (2016), indicando que apesar 

dos extratos utilizados serem oriundo das flores, alterações na composição química podem 

ter impactado esse resultado. Merece atenção a eficácia do EAO contra as diferentes 

linhagens clínicas de MRSA aqui testadas, sobretudo se considerarmos o elevado potencial 

de resistência dessas bactérias aos antimicrobianos convencionais. 

Resultados anteriores mostraram a atividade antibiótica do extrato hidroetanólico 

das cascas do caule e folhas de Anacardium occidentale contra cepas padrão de S. aureus 

e MRSA, pelo método de disco de difusão e microdiluição em caldo; relacionando a 

atividade biológica a presença de taninos, flavonoides, catequinas e alcaloides (Silva et al., 

2016; Nisa et al., 2024; Maganda et al., 2024). Entretanto, ao que tudo indica, esse parece 
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ser o primeiro relato da ação do extrato das flores de A. occidentale frente a amostras 

clínicas de MRSA incluindo efeitos do extrato sobre fatores de virulência como adesão e 

formação de biofilme.  

 No presente estudo os resultados mostram que o EAO foi mais eficaz frente as 

bactérias Gram-positivas sugerindo maior afinidade dos compostos do extrato com as 

membrana e fatores de virulência desse grupo de bactérias. Relevante lembrar que as 

bactérias Gram-positivas possuem parede celular mais simples, composta quase que 

completamente por peptidoglicano, associados à integridade e rigidez bacteriana, além de 

exotoxinas, compostas pelo ácido lipoteicóico, composto envolvido na adesão dessas 

bactérias às células animais, como macrófagos e linfócitos. Já as bactérias Gram-negativas 

apresentam na parede celular bacteriana os lipopolissacarídeos, que funcionam como fator 

de resistência física e de virulência, além de estarem associados a amplificação das reações 

inflamatórias e na redução da permeabilidade aos agentes antimicrobianos (Tavares et al., 

2020). Mesmo quantidades pequenas de endotoxinas são capazes de induzir a resposta 

inflamatória, o que contribui para os elevados índices de mortalidade nas infecções 

bacterianas.  Assim, é razoável propor que a atividade antimicrobiana observada para o 

EAO pode estar associada às características morfológicas dos microrganismos incluindo a 

afinidade dos compostos presentes no extrato à membrana dessas bactérias. 

A partir dos resultados de CIM e CBM, foram selecionadas as amostras padrão 

de S. aureus, E. coli, e uma amostra clínica de MRSA para continuar os ensaios in vitro na 

avaliação dos efeitos do extrato sobre a adesão e os biofilmes pré-formados e formados. Os 

resultados mostraram que o extrato, em todas as concentrações testadas, inibiu tanto a 

adesão, como os biofilmes quando avaliamos a biomassa e a viabilidade desses fatores de 

virulência. Tanto a redução da biomassa como a redução da viabilidade bacteriana indicam 

que o EAO tem ação bactericida, o que se confirma pelos dados relativos à razão CIM/CBM 

que foi de 2 para as amostras avaliadas, pois de acordo com Siddiqui et al., 2013, esse valor 

indica que a substância testada é bactericida. 

O extrato foi efetivo contra as bactérias S. aureus, E. coli e MRSA na forma 

planctônica e apresentou atividade quanto a inibição da adesão e formação de biofilmes 

para essas mesmas bactérias.  

A adesão é um dos pontos primordiais no estabelecimento da infecção, por isso 

há, cada vez mais, estudos sobre a adesão bacteriana visando interromper essa etapa da 
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infecção. Já existem relatos quanto a atividade do ácido gálico na inibição da adesão de 

MRSA, considerando tanto a redução da viabilidade como da biomassa (Sang et al., 2024), 

ou da quercetina em relação a adesão de Streptococcus mutans. Entretanto, ao que tudo 

indica, ainda são escassos os dados sobre o potencial inibitório do extrato das flores sobre 

esse fator de virulência.  

O EAO inibiu a biomassa e a viabilidade de biofilmes pré-formados e formados 

de todas as espécies bacterianas testadas. A formação de biofilme é um dos maiores 

desafios na epidemiologia das infecções associadas aos dispositivos médicos, pois essas 

estruturas contribuem para a disseminação e permanência das infecções, já que se 

organizam em colônias que impedem a ação do sistema imune dos hospedeiros e dificultam 

o acesso dos antibióticos (Jamal et al., 2018).  Estima-se que mais de 150 milhões de 

pessoas sejam afetadas anualmente por infecções do trato urinário associadas ao uso de 

cateteres, doença mais frequente provocada por biofilme em equipamentos médicos 

(Mishra et al., 2024; Kosmeri et al., 2024). Nas infecções por biofilme, E. coli, S. aureus e 

MRSA são associadas a, respectivamente, 100%, 90% e 60,8% dos casos (Cangui-Pachi et 

al., 2022), uma das razões que nos motivaram a investigar os efeitos do EAO sobre essas 

bactérias, já que elas também fazem parte do grupo ESKAPE. 

Como observado anteriormente para adesão, também não encontramos dados 

relativos aos efeitos de extratos das flores de A. occidentale sobre a formação de biofilmes. 

Entretanto, atividade anti-biofilme de extrato da casca da castanha do caju inibiu os 

biofilmes de espécies do gênero Streptococcus e para Enterococcus faecalis (Souza et al., 

2022). Souza et al., (2022) relataram a ação de redução da biomassa de biofilmes quando 

tratados com líquidos da casca do caju, atividade semelhante foi descrita por Furtado et al., 

(2014) ao utilizarem o extrato do bagaço do pedúnculo do cajueiro contra Streptococcus 

mutans. Em relação aos compostos isolados já foi descrita o efeito anti-biofilme de 

micropartículas de ácido anacárdico para S. mutans (Lima et al., 2020) e E. faecalis (Borges 

et al., 2020). 

Nas avaliações in vivo utilizando as larvas de T. molitor observamos que extrato 

apresentou baixa toxicidade, pois doses de até 50 mg/mL asseguraram a sobrevida de mais 

de 80% dos animais. Também observamos que o inóculo de S. aureus só foi letal para 

larvas com concentrações entre 105 e 107 UFC/ µL.  Em relação aos demais inóculos 

testados (104 até 101 UFC/µL) foi possível observar uma melhor sobrevida, com evolução 
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mais lenta da morte das larvas, indicando que esses inóculos não devem ser utilizados em 

ensaios que visam avaliar a eficácia de extratos vegetais e outros produtos na sobrevida das 

larvas submetidas a infecção letal por S. aureus. 

O inóculo letal de 105 UFC/ µL foi o selecionado para prosseguir os ensaios in 

vivo, pois ocasionou morte de todas as larvas em até 24 horas. A quantificação de UFC das 

larvas infectadas mostrou crescimento bacteriano exponencial quando as larvas foram 

avaliadas 6 horas após a infecção. Esses resultados se correlacionam com o observado na 

prática clínica, em que a mortalidade de pacientes, especialmente imunossuprimidos ou em 

uso de dispositivos médicos, com bacteremias severas em UTIs, geralmente ocorre de 24 à 

72 horas (Oliveira et al., 2012).  

A partir dos dados de toxicidade e padronização de inóculo para T. molitor, 

avaliamos os efeitos do extrato na infecção letal por S. aureus. Os resultados mostraram 

que o tratamento com as três concentrações utilizadas do EAO prolongou a sobrevida e 

aumentou a expectativa de vida das larvas, de forma dose dependente. A maior 

concentração do EAO (2× CIM) foi a mais eficaz, seguido do tratamento com CIM e ½ 

CIM.  

A resposta imune de insetos durante as infecções bacterianas é, principalmente, 

mediada pelos hemócitos, células fagocíticas presentes na hemolinfa, que apresentam 

receptores capazes de se ligar a moléculas bacterianas classificadas como PAMPS (padrões 

moleculares associados aos patógenos) (Urbanaski et al., 2018). T. molitor apresenta 

também peptídeos antimicrobianos (AMPs). Dentre os quais podemos citar a Tenecina 1, 

efetiva no controle de bactérias Gram-positivas (Dorling et al., 2015). Assim sendo, é 

razoável propor, ainda que sem evidências diretas, que além da ação bactericida do extrato, 

pode também ter ocorrido ativação do sistema imune das larvas. Reforçam nossas 

proposições os dados descritos por Dorling et al., 2015, ao descreverem que os ácidos 

teicóicos presentes na parede celular de S. aureus, podem restringir o acesso dos receptores 

de reconhecimento de padrões (PRR) presentes nas células de T. molitor. Essa ação é 

potenciada quando o aminoácido D-alanina é agregado às subunidades dos ácidos teicóicos. 

Indicando que esses fatores são importantes no controle da infecção de S. aureus em T. 

molitor. 

Sugere-se que a ação do EAO na infecção letal das larvas de T. molitor esteja 

relacionada a ação antibacteriana do extrato e aos efeitos na ativação de mecanismos de 
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neutralização de infecção presentes nas larvas, resultando em maior lise bacteriana 

(Eumkeb et al., 2013; Rahimifard et al., 2017). Entretanto, até o presente momento só 

temos dados relativos à ação do extrato sobre as bactérias, permanece como desafio a 

investigação dos efeitos do extrato no sistema imune das larvas. 

Apesar das larvas de T. molitor serem amplamente utilizadas como modelo de 

infecção nos estudos de bioprospecção de produtos naturais (Mcgonigle et al., 2016; Souza 

et al., 2018; Oliveira, 2022), não foram encontradas publicações que relatassem a avaliação 

do potencial antibiótico do EAO na infecção letal por S. aureus em T. molitor. 

O resultado do ensaio de infecção in vivo além pioneiro é extremamente relevante, 

dada a associação de S. aureus, com uma variedade de infecções locais e sistêmicas. 

Ademais, reafirma a importância da espécie vegetal Anacardium occidentale como uma 

fonte rica de compostos bioativos, que podem ser utilizados isoladamente no 

desenvolvimento de novos fitoterápicos ou como coadjuvante terapêutico (Silva, 2015; 

Silva et al, 2016; Oliveira et al, 2019; Silva et al, 2021; Santos, 2021; Oliveira, 2022). 

7. CONCLUSÕES  

 O extrato etanólico das flores de A. occidentale apresentou atividade antimicrobiana 

contra S. aureus, MRSA, E. faecalis e E. coli. Adicionalmente, o tratamento com o extrato 

inibiu tanto a adesão como o biofilme de S. aureus, MRSA e E. coli, o que deve ter 

contribuído para prolongar a sobrevida e aumentar a expectativa de vida das larvas de T. 

molitor letalmente infectadas por S. aureus.  

8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

O extrato etanólico das flores de A. occidentale exibiu atividade antimicrobiana e 

antivirulência promissora in vitro. Ademais apresentou baixa toxicidade in vivo e foi capaz 

de prolongar a sobrevida de larvas infectadas letalmente por S. aureus, pelo menos nas 

doses testadas na pesquisa. Os resultados, em conjunto, trazem novos questionamentos 

como se: o extrato bruto seria capaz de controlar processos infecciosos in vivo em modelo 

vertebrado em infecção letal ocasionada por S. aureus.  Essa proposição será investigada 

em testes futuros, assim como também será avaliada a atividade sinérgica entre o extrato e 

a ciprofloxacina e as suas principais ações no sistema imune das larvas de T. molitor e de 

camundongos. 
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ANEXOS 

ANEXO I – Identificação da planta no Herbário do Maranhão 
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ANEXO II – Cadastro da planta no SisGen 

 


