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RESUMO

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) considera a resisténcia microbiana como uma
prioridade global. Dessa forma, a busca de solucdes eficazes por meio de estratégias
terapéuticas antimicrobianas de origem natural ¢ uma alternativa. Assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar os efeitos microbioldgicos de 6leos fixos de Acrocomia
aculeata (OFAA) e Syagrus cearenses (OFSC) contra cepas bacterianas (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) e cepas do género Candida
spp, bem como identificar os constituintes quimicos presentes no produto vegetal. A
composicdo quimica foi identificada por CG/MS. Para atividade antimicrobiana
intrinseca foi utilizado o método de microdiluicdo seriada em concentracGes variadas
para o teste de concentracdo inibitéria minima (CIM), e os ensaios de combinagdo com
farmacos em sub-concentracGes inibitorias (CFM/8). O oleo fixo de A. aculeata
demonstrou a presenca de acido oleico (24,36 %), enquanto no dleo de S. cearensis 0
acido miristico (18,29 %), compostos detectados em maior concentracdo. A combinacao
OFAA + Norfloxacino e OFSC + Norfloxacino, apresentaram atividade antibacteriana
contra as cepas de E. coli e S. aureus, demonstrando possivel sinergismo e
potencializando sua acdo contra as cepas multirresistentes. A combinacdo OFAA +
Fluconazol, proporcionou um efeito significativo contra Candida albicans (Clsg
15.54), C. krusei (Clsp = 78.58) e C. tropicalis (Clsp = 1.588 pg/mL), em relacdo
OFSC + Fluconazol, também foi possivel observar seu efeito contra as cepas de C.
albicans (Clsg = 3.385 pg/mL), C. krusei (Clso = 26.67 pug/mL) e C. tropicalis (Clsg
=1.164 pg/mL). Diante dos resultados apresentados, um efeito sinérgico significativo
foi relatado para ambos os dleos fixos testados em combinacdo com o farmaco
Norfloxaxino em cepas bacterianas e o Fluconazol com cepas fangicas, reduzindo a
CIM dos produtos testados.

QD

Palavras-Chaves: Palmeiras, caatinga, bactérias, fungos, fitoquimica.



‘ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) considers microbial resistance as a global
priority, so the search for effective solutions through antimicrobial therapeutic strategies
of natural origin is an alternative.Thus, this study aimed to evaluate the microbiological
effects of fixed oils of Acrocomia aculeata (FOAA) and Syagrus cearenses (FOSC)
against bacterial strains (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus) and strains of the genus Candida spp, as well as to identify the chemical
constituents present in the vegetable product. The chemical composition was identified
by GC/MS. For intrinsic antimicrobial activity, the method of serial microdilution in
different concentrations was used for the minin inhibitory concentration (MIC) test, and
the combination assays with drugs in inhibitory sub- concentrations (CFM/8). The fixed
oil of A. aculeata demonstrated the presence of oleic acid (24.36%), while in S.
cearensis oil myristic acid (18.29%), compounds detected in higher concentration. The
combination FOAA + Norfloxacin and FOSC + Norfloxacin showed antibacterial
activity against strains of E. coli and S. aureus, demonstrating possible synergism and
enhancing its action against multiresistant strains. The combination FOAA +
Fluconazole, demonstrated a significant effect against Candida albicans (ICso= 15.54),
C. krusei (ICso= 78.58) and C. tropicalis (ICso= 1.588 pg/mL), in relation to FOSC +

Fluconazole, it was also possible to observe its effect against strains of C. albicans
(ICs0= 3.385 pg/mL), C. krusei (ICsp = 26.67 pg/mL) and C. tropicalis (ICso= 1.164
pg/mL). Considering the results presented, a significant synergistic effect was reported
for both fixed oils tested in combination with the drug Norfloxaxin on bacterial strains
and Fluconazole with fungal strains, reducing the MIC of the tested products.

Keywords: Palm trees, caatinga, bacteria, fungi, phytochemistry.
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1 INTRODUCAO

O primeiro antibidtico (penicilina) foi descoberto, por acaso, por Alexandre
Fleming em 1928, décadas depois, a resisténcia microbiana comegou a surgir, sendo
considerada uma das principais ameacas a saude publica no século XXI (HILLER et al.,
2019; HUANG et al., 2020). Essa ameaga é preocupante, pois a resisténcia ocasiona
uma alta mortalidade ao longo de todo o planeta. Associado a isto, dados de projecédo
mostram que a mortalidade devido a esses microrganismos resistentes poderia chegar a
10 milhdes de pessoas por ano em 2050 (MIRO-CANTURRI; AYERBE-ALGABA;
SMANI, 2019; MURRAY et al., 2019). E por essa ameaca a satide publica mundial que
a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) considera a resisténcia microbiana como uma
prioridade global na busca de solucdes eficazes por meio da busca de estratégias
terapéuticas antimicrobianas (ABADI et al., 2019; MIRO-CANTURRI; AYERBE-
ALGABA; SMANI, 2019).

A resisténcia € oriunda do uso descontrolado das drogas antimicrobianas, visto
que a sua utilizacdo incorreta acarreta na selecdo de microrganismos resistentes
(MACHOWSKA; LUNDBORG, 2019; MBOY; SANGA; NGOCHO, 2018). Dentre 0s
microrganismos que se destacam pela resisténcia aos antimicrobianos, destacam-se as
bactérias. Contudo, a resisténcia ndo fica restrita a esse grupo, estendendo-se ao grupo
dos fungos e protozoarios patogénicos (BERMAN; KRYSAN, 2020; CAPELA,
MOREIRA; LOPES, 2019). Comumente, essa resisténcia ocorre em microrganismos
nosocomiais, que sdo adquiridos em ambientes hospitalares destacando-se as bactérias
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, e as leveduras do
género Candida (CHAABANE et al., 2019; KHAN AHMAD; MEHBOOB, 2015;
SAFDAR; MAKI, 2002).

Além da resisténcia microbiana, outro fator associado a ineficacia das drogas
antibioticas frente as infeccBes estd a inacessibilidade dessas as populacdes de paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (CHURCH; MCKILLIP, 2021; EKEIGWE,
2019). Como alternativa, essas populacdes_recorrem aos fitoterapicos oriundos de
plantas medicinais, porque apresentam facil acesso, baixo custo e sdo culturalmente
aceitas (MOHAMMED, 2019). Estas especies medicinais sdo utilizadas em todas as
regides do planeta, sendo o Brasil um dos principais consumidores de medicamentos
fitoterapicos, tais como oleos essemciais, resinas, 6leos fixos, tinturas, extratos, dentre
outros (AGRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2012).
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O uso no tratamento dessas enfermidades s&o justificados pela ampla
diversidade cultural e biologica que o Brasil apresenta ao longo dos seus dominios
fitogeogréaficos, como Amazodnia, Mata Atlantica, Cerrado, Pampa, Pantanal e Caatinga
(ALBUQUERQUE et al., 2007; GUARIM-NETO; MORAIS, 2003). Esta
ualtima é uma floresta tropical sazonalmente seca e esta localizada no Nordeste do pais e
apresenta uma alta diversidade de angiospermas (ALBUQUERQUE et al., 2012;
MAGALHAES et al., 2019). A caatinga é caracterizada por apresentar um clima
semiarido, vegetacdo com poucas folhas e adaptadas para os periodos de secas
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018). Contudo, algumas regides fogem desse padrao,
como € o caso da Chapada do Araripe, localizada no extremo Sul do estado do Ceard, e
alcangando os estados do Pernambuco e Piaui (ANDRADE; MOTA, 2022). Nessa
regido € notavel a utilizacdo de espécies vegetais para o tratamento de diversas
enfermidades (CARTAXO; ALMEIDA SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010; CRUZ et
al., 2021; SILVA et al., 2022; SOUZA et al., 2021; RIBEIRO et al., 2014).

Dentre as espécies medicinais da Chapada do Araripe, destacam-se as espécies
das familias Fabaceae, Asteraceae, Malvaceae e Rubiaceae (CRUZ et al., 2021).
Contudo, ha outros taxons bastante utilizados na farmacopeia popular, como por
exemplo as espécies da familia Arecaceae, as quais sdo amplamente utilizadas pelas
comunidades tradicionais (CAMPOS et al., 2018; SOUZA et al., 2020; COSTA,;
OLIVEIRA; COSTA, 2018). O grupo é representado pelas palmeiras, apresenta cerca
de 2.600 espécies, ocorrendo em torno de 300 espécies no territorio brasileiro
(VIANNA, 2017). Essas espécies destacam-se como plantas ornamentais, alimenticias e
oleaginosas promissoras para as industrias de biodiesel e farmacéutica (SILVA et al.,
2021). Os Oleos sdo ricos em &cidos graxos saturados e insaturados, e apresentam
atividades biol6gicas contra microrganismos patogénicos (NOBRE et al., 2018). Dentre
as palmeiras utilizadas na Chapada do Araripe para fins medicinais relacionados a
infeccOes e parasitoses estdo Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. e Syagrus
cearensis Noblick (COLOMBO et al., 2018; RUFINO et al., 2008).

Acrocomia aculeata é uma palmeira conhecida popularmente no Brasil como
“macatba”, ¢ produtora de frutos oleaginosos, que sdo ricos em &cidos graxos
insaturados (aproximadamente 80 %), possui como compostos majoritarios o acido
oleico (71,7 %) e o acido palmitoleico (3 %). Essa composicdo é responsavel por
atividades farmacologicas, dentre elas a acdo anti-inflamatoria, antimutagénica e
antioxidante (COSTA et al.,, 2020). Seu 6leo é empregado para o tratamento de

enfermidades ligadas a varios sistemas corporais, como atividade antidiabética e efeitos
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hipoglicemiantes, reduz niveis séricos de colesterol, reduz danos toxicogenéticos, além

de possuir propriedades laxativas (TRAESEL; OESTERREICH, 2017). A segunda
palmeira citada, S. cearenses, é conhecida vernaculamente como “coco catolé”, ¢ um
estipe que tem grandes finalidades alimenticias e medicinais, principalmente
relacionadas a inflamac@es do sistema geniturinario (SARAIVA et al., 2015).

Dessa forma, levando em consideracdo que a resisténcia microbiana € um
problema sério de saude publica e o desenvolvimento de farmacos ndo acompanha a
evolucdo dos microrganismos, sdo necessarios estudos avaliando o efeito bioldgico de
produtos naturais. Dentre os principais candidatos, estdo os de uso etnomedicinal para o
tratamento de doencas relacionadas a infecgdes e parasitoses. Como o 6leo dos frutos de
espécies de Arecaceae sdo utilizados como recursos terapéuticos no tratamento de
doencas infecciosas e parasitarias, é levantada a hipotese que esses produtos e seus 6leos
apresentem atividade contra microrganismos patogénicos e parasitas.

Diante disso, este trabalho tem como objetivo investigar a composicdo quimica
dos dleos fixos de duas espécies de Arecaceae da Chapada do Araripe — Cearad. Além
disso, avaliar a sua agdo antibacteriana e antifingica intrinseca e combinada com

farmacos frente a microrganismos patogénicos resistentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas Medicinais

O uso milenar das plantas medicinais mostra que elas acompanharam a evolucéo
humana e foram os primeiros recursos terapéuticos na cura de enfermidades,
principalmente em comunidades carentes (ROCHA et al., 2021). Devido as condi¢des
socioecondmicas destas comunidades, nem sempre ha disponibilidade de medicamentos
e insumos. Dessa forma, existe a procura principalmente por fontes vegetais para
tratamentos das mais diversas afeccbes (LORDANI et al., 2018). Nesse cenario, 0S
produtos de origem vegetal se tornaram a farmécia viva, e seus efeitos se ddo ao seu
rico arsenal de produtos fitoquimicos, sejam eles orgénicos e inorganicos, com
diferentes potenciais para exploracdo pelo homem na fabricacdo de produtos a base de
vegetais (FERREIRA et al., 2019).

Diversas plantas ainda sdo utilizadas como terapia complementar a tratamentos
instituidos, métodos induzidos por influéncia de praticas milenares ou por indicacdo de
familiares, ou pessoas préximas, conhecimentos estes que vao sendo passados ao longo
das geragbes (JUTTE et al., 2017; MACHADO et al., 2014;). Para Silva et al. (2015), 0
conhecimento tradicional deve ser valorizado, pois este também pode servir para uma
forma de uso consciente desses vegetais.

Algumas praticas sdo essenciais ao seu uso seguro e eficacia na utilizacdo de
uma planta medicinal, pois a necessidade da identificacdo correta da planta,
conhecimento de qual parte deve ser usada, modo de preparo, forma de uso e dose
apropriada, que agregam saberes do uso popular consolidado e evidéncias reveladas por
estudos cientificos (PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).

E importante enfatizar que as pesquisas cientificas voltadas ao estudo de
potenciais medicinais a base de produtos naturais vem aumentando significativamente a
partir das ultimas décadas (BARROS et al., 2013), principalmente estudos voltados para
a areas de farmacologia, na busca de produtos bioativos. Esse aumento se da
principalmente em areas académicas e industriais, onde se visa estudar e explorar o
potencial das plantas medicinais na busca por novos produtos farmacoldgicos
(OMBITO, 2014). Pesquisas dessa natureza, tem como foco principal a explora¢do dos
metabolitos secundarios, metabolitos estes concentrados na forma de extratos, 0leos
essenciais e Oleos fixos aos quais conferem uma serie de atividades biolégicas ao
vegetal (SIMOES et al., 2003).
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As plantas produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos,
produzidos a partir do metabolismo primario, eles ndo possuem relacdo direta com
crescimento e desenvolvimento vegetal, e sim caracteristicas evolutivas fundamentais
para adaptacdo ao meio (GALVAO et al., 2018; TAIZ; ZEIGER, 2017). Esses
metabolitos tém papeis fundamentais a protecdo dos vegetais, inibindo os ataques
promovidos por insetos, herbivoros, radiagdo UV, patologias, auxiliando na sua
dispersao etc (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Esses metabolitos sdo conhecidos como fitoquimicos, e sua sintese sdo
promovidas por diversas vias secundarias no vegetal (SIMOES, 2016; BARBOSA et
al., 2012). Em suma, a via que da origem aos compostos fitoquimicos pode ser
resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido
chiquimico e o acetato-maloaldeido (Figura 1), ou até mesmo uma combinacdo dessas
rotas biossintéticas (RICE, 2012). Estes compostos podem ser encontrados em diversas
partes das plantas. Inimeras técnicas cromatogréaficas tém sido abordadas para explorar
esses compostos por meio da caracterizacdo quimica (PEREIRA; CARDOSO, 2012).



18

Figura 1 - Vias Biosintéticas que levam a producéo das varias categorias de metabdlitos
secundarios.
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Fonte: Rice (2012); Taiz e Zeiger (2017)

2.2 Plantas Medicinais da Chapada do Araripe

O Brasil, apresenta uma riqueza e diversidade surpreendente de espécies da flora
nativa, detentora de 20% da biodiversidade vegetal mundial (SANTOS et al., 2018).
Toda essa riqueza esta distribuida em biomas diferenciados (MACEDO et al., 2018).

Dentre as regides de floresta, a chapada do Araripe tem um grande destaque
nacional, localizada no semiérido brasileiro, entre os estados do Nordeste, Pernambuco,
Piaui e Ceard (MEIRELES et al., 2022; BASTOS et al., 2016). E constituida por duas
unidades de conservacé: a Floresta Nacional do Araripe-Apodi (Flona Araripe-Apodi)e
a Area de Preservacio da Chapada do Araripe (APA-Araripe), além de um Geoparque

(BASTOS et al.,2016). A Chapada do Araripe se destaca por abrigar um acervo
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arqueoldgico e uma grande riqueza na flora e fauna. Esta area de protecdo € gerida por
6rgdos ambientais do poder publico e pela iniciativa privada (MEIRELES et al., 2022;
BASTOS et al.,2016).

A Chapada apresenta superficie tabular preservada em altitude que varia de 800
a 1.000 m, cujas fitofisionomias sdo diversas, apresentando: Matas Umidas (estacional
sempre-verde), Caatinga, Savana (Cerrado sensu stricto e Cerraddo), Carrasco (Savana
estépica), sendo o Cerrado a vegetacdo dominante. Sua vegetacdo € composta por
Cabeca Molhada, Cabeca Seca, Caatinga, Cerrado e Cerraddo (MORO et al., 2015;
LOIOLA et al., 2015).

Os solos que compdem a Chapada do Araripe sdo representados pelas classes
Latossolo Amarelo muito profundo e Latossolo Amarelo-Avermelhado (BEZERRA,
2004) intemperizados em toda a sua profundidade. Esses solos sdo bem drenados,
fortemente lixiviados e ocorrem em relevos planos. O clima predominante é o tropical
quente com precipitagdo média anual de aproximadamente 760 mm, com temperatura
média anual de 24 a 26 °C (BEZERRA, 2004).

Nesta area, inimeras plantas com propriedades medicinais ja foram identificadas
quanto aos seus efeitos. E estudos etnobotanicos sdo pioneiros para descrever as plantas
medicinais da Chapada do Araripe (SILVA et al., 2022a; SOUZA et al.,, 2021,
MACEDO et al., 2018; SILVA et al., 2016; ALBUQUERQUE, 2002). Esse
conhecimento local tem sido de grande valia para subsidiar investigacdes fitoquimicas e
farmacolGgicas na descoberta de novos farmacos (MACEDO et al., 2018).

Com base em trabalhos abordando a diversidade floristica da Chapada do
Araripe (LOIOLA et al., 2015) foram listadas 474 espécies e 275 géneros pertencentes a
79 familias distribuidas pelas fitofisionomias da Chapada do Araripe. As cinco familias
mais ricas em espécies foram Fabaceae, Rubiaceae, Euphorbiaceae, Bignoniaceae e
Asteraceae e Arecaceae. Por outro lado, 27 familias foram representadas por apenas
uma espécie cada. Quanto a forma de crescimento, predominam as espécies arboreas,
seguida das arbustivas, ervas, trepadeiras, subarbustivas, epifitas, hemiparasitas e
aquaticas (ALCANTARA et al., 2020; LOIOLA et al., 2015).

2.3 Familia Arecaceae e espécies Acrocomia aculeata e a Syagrus cearensis

A designagdo cientifica desta familia é atribuida as palmeiras ou também
conhecida como Palmae, corresponde a ordem Arecales, cuja classe é a Liliopsida e a

divisao/filo designa-se por Magnoliophyta. Atualmente séo registradas apenas 3.000
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espécies de palmeiras distribuidas por todo o planeta (ALMEIDA, 2018; SOARES,
2014). No Brasil sdo catalogadas 390 espécies distribuidas por todo o territdrio
(ALMEIDA, 2018).Essa familia possui um importante papel no ecossistema, porque da
suporte como habitat para animais, é fonte de emprego para as diversas comunidades
locais e regionais, além de estar associada com fornecimento de alimentos para animais
e para o ser humano. Apesar da sua importancia, ela € uma familia pouco explorada em
refagéo a outras familias botéanica.

Como caracteristicas vegetais sdo do tipo estipe, 0s representantes desse
grupo/familia, geralmente lenhoso, simples ou ocasionalmente ramificado (Figura 2),
suas folhas sdo pecioladas, simples, alternadas ou raramente disticas, palminérveas ou
segmentos foliares e a maioria das suas espécies apresenta espinhos (SOUZA; LIMA,
2021). Sua inflorescéncia e infrutescéncia estdo inseridas no grupo das Angiospermas,
em particular nas monocotiledéneas, a maioria dos frutos apresenta-se como drupa,
raramente como baga (Figura 3), e contém somente uma semente (SOUZA; LIMA,
2021).

Figura 2 - Representantes de espécies da familia Arecaceae. A: Acrocomia aculeata (Jacg.)

Lodd. ex Mart., B: Syagrus cearensis Noblick e C: Mauritia flexuosa L. F.

Fonte: Autor (2023)
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Figura 3 - Caracteristicas de espécies da familia Arecaceae (Acrocomia aculeata). A:

Representacéo das folhas, inflorescéncia e infrutescéncia; B: espinhos no caule; C: Fruto

maduro.

Fonte: Autor (2023)

No ambito das pesquisas cientificas, sdo relatadas diversas propriedades
bioldgicas diferentes, que explicam seu uso na medicina popular, como atividade
antifangica (SANTOS et al., 2020); atividade antimicrobiana (FABRI et al., 2022;
KARIOTI et al., 2011); atividade antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006); associadas
ao fortalecimento do sistema imunes (GUERRA et al.,2011); anti-inflamatéria (REIS et
al., 2017), antioxidante (SANTOS et al., 2020; BAUER et al., 2019), e potencial
imunomodulador (FREITAS JUNIOR et al., 2013). Devido ao potencial medicinal de
algumas espécies desta familia, como o 6leo de babacu (Attalea speciosa) e Oleo de
coco (Cocos nucifera), elas estdo na relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico deSadde.

Mesmo com a diversidade de produtos existentes no mercado para tratamento de
enfermidades, as plantas medicinais sdo alternativas vidveis, apresentam baixo custo e
sdo facilmente encontradas, sendo assim, ganham espago no mercado com o intuito de
aumentar as opcoes terapéuticas (LORENZI et al., 2010; NEVES et al., 2013.

Estas plantas na industria passam ou ndo por processos prévios, para obter
produtos como extratos (por exemplo, aquoso e etnolico) e 6leos (fixos e essenciais)
(RODRIGUES et al., 2016), preparados com processos envolvendo o uso de solvente,
vapor e fluido supercritico (TELO; SOUZA; CHAAN, 2014). E as partes utilizadas



22

destas plantas podem variar (raiz, caule, folhas, frutos e sementes) (RODRIGUES et al.,
2016) a depender de sua finalidade, pois cada parte pode possuir propriedades
diferentes. Independentemente do método de extracdo utilizado, é de suma importancia
a caracterizacdo quimica dos metabdlitos secundarios presentes na amostra em estudo,
pois a presenca destes compostos infere suas possiveis acdes bioldgicas (TALEB et al.,
2016). Quando o método de extracdo tem como objetivo extrair éleo essencial, a CG-
MS (cromatografia gasosa — espectrometria de massas) € 0 método quimico empregado,
quando se referem a extratos vegetais o HPLC (cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - CLAE ou HPLC) é o método de caracterizagdo mais empregado.

Dentre as espécies de particular importancia desta familia, de uso medicinal,

destaca-se Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. e a Syagrus cearensis Noblick.
2.3.1 Acrocomia aculeata (Macauba)

Este vegetal é uma palmeira perene e frutifera, apresentando como
caracteristicas, troncos e folhas recobertas por espinhos, e seu tamanho pode chegar até
15 m de altura com diametro entre 20 a 30 cm (Figura 5), um vegetal nativo de florestas
tropicais que se estende da regido sul do México ao sul do Brasil, chegando a paises
como o Paraguai e Argentina (RESENDE et al., 2020; BARRETO et al., 2016;
CARVALHO, 2010). Seu periodo de frutificacdo ocorre principalmente durante a
estacdo chuvosa (MONTOYA et al., 2016; SIMIQUELI et al., 2018).
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Figura 4 - Espécie vegetal Acrocomia aculeata.

Fonte: autor, 2023

J4

A espécie A. aculeata é conhecida popularmente como “bocaiuva e/ou

macauba”, entre outros nomes comuns, ¢ uma planta oleaginosa rica em uma boa fonte
de &cidos graxos de cadeia média monoinsaturados, cuja concentragdo equivale a cerca
de 80 % da composicédo total do 6leo de noz de A. aculeata, tendo como compostos
majoritarios o acido oleico (71,7 %) e o é&cido palmitoleico (3 %) (Figura 4)
(AGUIEIRAS et al., 2014). Estes metabolitos sdo os responsaveis por diversas

atividades farmacoldgicas eficazes.
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Figura5 - Estrutura molecular do composto acido oleico e o &cido palmitoleico.

HO)I\/\/\/\/W 0O

Acido oleico

2

Acido palmitoleico

Fonte: Autor (2023)

Este acido oleico apresenta diversos efeitos positivos, como potencial atividade
antioxidante, regulacdo da biossintese de acidos graxos e colesterol através da regulacao
positiva da proteina quinase ativada por AMP, que fosforila e inativa tanto a acetil-CoA
carboxilase quanto a 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA redutase (LIST, 2022; GNONI et
al., 2010).

O é&cido oleico, bem como os produtos resultantes de sua posterior
desnaturacdo e alongamento, sdo chamados de acidos graxos dmega-9. Este Oleo é
considerado uma das fontes mais saudaveis de gordura na dieta e comumente usados
como um substituto para fontes de gordura animal ricos em gordura saturada (SHIN-
GEON et al., 2010). Acido palmitoleico ou acido delta-9-cis-hexadecénico ¢ um acido
O6mega-7 monoinsaturado que assim como o &cido oleico, também traz diversos

beneficios a saude pelo seu consumo, considerados uma “gordura boa”.


https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/protein-kinase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fatty-acid-desaturation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fatty-acid-desaturation
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/saturated-fatty-acid
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Os frutos desta planta ttm uma forma globosa sendo compostos por um epicarpo
duro, um mesocarpo fibroso e mucilaginoso e um endocarpo lenhoso, firmemente
aderido ao mesocarpo (LORENZI et al., 2010). Estes frutos sdo tradicionalmente
consumidos por povos indigenas e rurais e atualmente esta sendo muito explorada para
a producdo de biodiesel (SILVA et al., 2023; TILAHUN; GROSSI; FAVARO, 2020).

O uso de seus frutos sdo relatados em varios setores como a industria
biotecnoldgica (destacando-se 0s biocombustiveis), farmacéutica (na fabricacdo de
medicamentos e cosméticos), e também no setor alimenticio (ANDRADE etal., 2020;
COIMBRA; JORGE, 2011). Isso porque apresenta uma composi¢cdo organica e
inorganica, como minerais, fibras alimentares e proteinas favoraveis ao organismo
humano (COIMBRA,; JORGE, 2011).

A noz de macauba tem alto valor nutricional e rico em 0leo e fibras, além de
possuir compostos bioativos como compostos fendlicos e tocoferéis, que favorecem o
crescimento de microrganismos probiéticos (ANDRADE et al., 2020). Portanto, 0 uso
do grdo de macauba tem grande potencial para aplicacdes em formulacdes alimentares,
0 gque pode melhorar seu valor nutricional. A obtencdo do fruto da macauba é obtido
principalmente por extrativismo e sua parte comestivel é composta por polpa e miolo
(ANDRADE et al., 2020). Lembrando que desses frutos sdo extraidos 6leos fixos de
grande valor medicinal (ANDRADE et al., 2020; COIMBRA; JORGE, 2011).

2.3.2 Espécie vegetal Syagrus cearenses (coco Catolé)

Outra palmeira nativa do Brasil, com frutos com alto potencial oleaginoso, € a S.
cearenses (Figura 6), popularmente conhecida como “coco catolé”, planta do tipo estipe
possui um caule solitéario, alcancando entre 5 a 20 m de altura e aproximadamente de 15
a 30 cm de didmetro. De seu fruto sdo extraidos um Oleo amplamente utilizado e
apreciado na dieta regional, assim como também apresenta potencial na inddstria para a
fabricacdo de cosméticos, fins terapéuticos e producdo de biodiesel, assim como A.
aculeata e Cocos nucifera (ANDRADE et al., 2020; SILVA et al., 2015; LEAL et al.,
2013).


https://www-tandfonline.ez98.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1080/01919512.2022.2031103
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0035
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0035
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0065
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0065
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/bioactive-compound
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/phenolic-compound
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/tocopherol
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0035
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0035
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0035
https://www-sciencedirect.ez98.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922009061?via%3Dihub&b0065
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Figura 6 - Espécie vegetal Syagrus cearenses (coco catolé). Vegetal do tipo estipe,

suas folhas sdopecioladas, simples, alternadas ou raramente

disticas.

Fonte: Autor (2023)

A composicdo fitoquimica do Oleo de S. cearenses apresenta valores
significativos de 4acidos graxos saturados (AGS- 84,42%), &cidos graxos
monoinsaturados (MUFA-12,72%) e poli-insaturados (PUFA- 2,85%), confirmando o
perfil caracteristico dos 6leos das espécies de Arecaceae, prevalecendo o0s acidos graxos
saturados (MEIRELES et al., 2022). Outros acidos graxos predominantes no 6leo de
coco catolé destaca-se o &cido laurico, os acidos miristico, caprilico, palmitico, caprico
e estedrico (MEIRELES et al., 2022; CORREIA et al., 2014).

A composicdo quimica e 0s aspectos sensoriais do Gleo S. cearenses sao
semelhantes ao 6leo de coco (Cocos nucifera L.), quando estudaram o éleo de coco,
confirmando a semelhanca fisico-quimica e sensorial entre essas duas espécies de
oleaginosas, ambas denominadas 6leos lauricos (LEAL et al., 2013; MEIRELES et al.,
2022). Este acido laurico, um &cido graxo de cadeia média, é conhecido por ter alta
digestibilidade, atividade antimicrobiana e antiviral (MANSOR et al., 2012).

Dentre seus compostos bioativos, vale destacar os tocoferdis e compostos
fendlicos, que possuem potente atividade antioxidante e microbioldgicas. O é&cido
salicilico, dentro do grupo do composto fendlico, se destaca como majoritario, com
concentracdes de até 46,91% (MEIRELES et al., 2022). Varios relatos descrevem este
composto com potencial terapéutico para a salde humana, como analgésico, anti-
inflamatorio e atividade antimicrobiana (FARIAS et al., 2022).
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2.4 O que sao os oOleos fixos?

O dleo fixo, como o préprio nome sugere, fixa-se e nao volatiliza como os 6leos
essenciais, sdo substancias de baixo peso molecular. Sua composicdo quimica é
totalmente diferente. Exemplos de 6leos fixos vegetais sdo 0s encontrados em polpas e
améndoas dos frutos de espécies de Aracaceae (SANTOS et al., 2020).

Em muitos estudos, uso de 6leo fixo vem sendo um uso promissor no combate
a enfermidades, com a importancia de substituir ou potencializar com acao sinérgica as
terapias de primeira escolha, no combate as enfermidades que acometem ao homem,
principalmente na area da microbiologia (SANTOS et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2008). A vista disso, é crescente o interesse em avaliar os efeitos terapéuticos de
produtos naturais, visto que muitos apresentam efeitos promissores na pesquisa
cientifica gracas aos seus metabolitos secundarios, que individualmente ou associado a
outros, apresentam atividades biologicamente ativas (SANTOS et al., 2020;
BARBOSA-FILHO et al., 2015).

O alto teor de alguns compostos bioativos encontrados nestes 6leos, confere as
palmeiras aqui estudadas caracteristicas de um alimento promissor em relacéo ao valor
nutritivo para consumo fresco e processamento, sendo vantajoso a sua
ingestdo/consumo em algumas regides do Brasil. O que revela significantes
propriedades funcionais e benéficas a salde quando incluidos na dieta (COIMBRA;
JORGE, 2012; LIN; ZHONG; SANTIAGO, 2018).

Devido as vérias propriedades bioldgicas associadas aos 6leos vegetais, hd uma
tendéncia crescente para a sua utilizacdo como matérias-primas naturais em produtos
farmacéuticos e cosméticos. Isso causou grande interesse nos Gleos extraidos de plantas,
promovendo uma expansdo rapida e significativa dos mercados nacional e internacional
para esses 0leos (PATZELT et al., 2012).

2.5 Resisténcia Microbiana

A emergéncia de cepas de bactérias e fungos resistentes a uma ampla variedade
de antibidticos, incluindo diferentes classes de farmacos, tornou-se um problema
pandémico devido as opcdes terapéuticas limitadas (FREITAS et al., 2022; HUANG et
al., 2020; HILLER et al., 2019). A capacidade desses organismos de adquirir resisténcia
a quase todos os antibioticos Uteis, tem gerado preocupacdo entre profissionais de satude
(SANTOS et al., 2020).
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Um exemplo, espécies como Staphylococcus aureus que sdo uma grande
preocupacao para a saude publica, pois sdo patdgenos bacterianos Gram-positivos mais
famosos e difundidos mundialmente, causam um numero consideravelmente alto de
infeccdes de pele, pneumonia e outras infeccdes do trato respiratorio (Cheubg et al.,
2021). Um agravante dessas infecgdes é devido a frequente ocorréncia de resisténcia a
antibioticos em isolados de S. aureus, dentre os quais, resisténcia a meticilina (Turner et
al., 2019).

As linhagens bacterianas Gram-negativas também estdo listadas como patégenos
preocupantes em relacdo a multirresisténcia clinica, exemplos cléssicos, sdo linhagens
de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. A E. coli ocupa o terceiro lugar entre
os 12 “patdgenos prioritarios” resistentes a antibioticos, descritas pela Organizagdo
Mundial da Sadde (OMS) (Denamur et al., 2020). Cepas de E. coli sdo bactérias
comensais que habitam o intestino, porém, um desequilibrio na microbiota pode
ocasionar inumeras infec¢des intestinais e extra-intestinais patologicas, como infecgdes
do trato urinario, diversas, infeccdes intra-abdominais, pulmonares, de pele e tecidos
moles, meningite neonatal, etc. (Denamur et al., 2020; Vihta et al., 2018; Lefort et al.,
2011).

Pseudomonas aeruginosa ndo é apenas uma bactéria ambiental amplamente
difundida, mas também um patégeno oportunista assim como E. coli (Moradali et al.,
2017). A capacidade da P. aeruginosa de estabelecer interacbes patogénicas é
multifatorial, apresenta a capacidade de secretar toxinas, importante caracteristica
associada a viruléncia (Berube et al., 2017). Seu agravante € infecgdes acometidas em
pessoas que estdo debilitadas ou imunocomprometidas. Além disso, esse
microorganismo é uma causa comum de infeccdes em unidade de terapia intensiva
(Berube et al., 2017).

Entre as vérias espécies patogénicas com maior interesse na pesquisa
microbioldgica envolvendo fungos, esta a espécie Candida albicans frequentemente
isolada de amostras clinicas (ALFONSO et al., 2010). Porém, a incidéncia de espécies
nao-albicans, como cepas de C. krusei e C. tropicalis também estdo entre os principais
agentes causadores de infeccdes hospitalares (JABRA-RIZK et al., 2014). As infeccOes
fangicas sdo cada vez mais reconhecidas como uma ameaca mundial a saide humana.
Cerca de 1,7 bilhdo de pessoas em todo o mundo sofrem de uma infeccdo fungica, a
maioria das quais séo infeccdes superficiais da pele e mucosas. E, desta totalidade,
apresentam uma taxa de mortalidade superior a 40% dos casos (Duet al., 2020; Ruiz-
Gaitan et al., 2019).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/mmi.14797
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/mmi.14797
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Nesse contexto, ensaios in vitro utilizados para detectar novos agentes

antifangicos e antibacterianos a partir de produtos naturais sao uma ferramenta util para
a avaliacdo de derivados de plantas, como os 6leos, extratos e lectinas (SANTOS et al.,
2020; MORAES-BRAGA et al., 2017). Muitos estudos relatam a importancia das
interacbes destes compostos naturais combinados a farmacos antifingicos e
antibacterianos visando potencializar estas drogas ao inibir o crescimento
microbioldgico e resisténcia adquirida aos farmacos de primeira linha (CIRKOVIC et
al., 2011; SANTOS et al., 2020).

Embora os antibioticos sejam eficazes, o uso indiscriminado desses agentes pela
populacdo é o maior responsavel pelo desenvolvimento de cepas resistentes (SIEBRA
et al., 2018), devido a troca de material genético, que ocorre de forma natural intra ou
interespécies entre os bacilos Gram (NEVES et al., 2011). Anteméo, a combinacao de
produtos naturais com antibidticos de primeira escolha pode apresentar &timos
resultados na acdo direta contra muitas espécies de bactérias e fungos, relacdo essa
conhecida como sinergismo, potencializando a a¢do bioldgica dos farmacos (SIEBRA et
al., 2018). Além de destacar outras vantagens no uso de drogas a base de plantas, como
a facil obtencdo, e sdo totalmente seguras, apresentando menos efeitos colaterais
(BARROS et al., 2013).

As espécies patogénicas de fungos do género Candida ssp., e bactérias como E.
coli, P. aeruginosa e S. aureus sdo alguns dos microrganismos responsaveis por
doencas infecciosas com perfil de resisténcia a antibioticos (BARBOSA-FILHO et al.,
2015). Estratégias para suprir esta problematica vem ganhando destaque ao longo das
pesquisas cientificas, uma vez que as doencas infecciosas sdo um dos principais
problemas de salde nos hospitais e ambientes comunitarios, contribuindo para o

aumento da mortalidade e/ou morbidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de Material Botanico e Licenca de Coleta

Frutos maduros de Acrocomia aculeata e Syagrus cearensis foram coletados em
Setembro de 2021, no municipio de Barbalha — CE (Brasil) em Area de Protecio
Ambiental (APA) da Chapada do Araripe sob coordenadas 39W 24' 28", 7S 20" 51".
Assim, ramos férteis foram coletados para serem confeccionadas exsicatas. Os ramos
férteis foram prensados, desidratados, identificados e depois depositado no Herbério
Caririense Dardano Andrade Lima (HCDAL) da Universidade Regional do Cariri
(URCA) sob nimero #15.451 e #15.452, respectivamente. As_coletas foram realizadas
ap6s cadastro e aprovacdo nos respectivos 6rgdos regulatérios, tendo registro no
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (80987-1) e Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(A23DEEDO).

3.2 Obtencao do 6leo fixo

Apdbs a coleta dos frutos, estes foram submetidos a extracdo manual de suas
sementes. Estas foram selecionadas, trituradas, submetidas a desidratacdo a 40 °C por
72 h e mensuradas suas massas. Sendo obtido 326 g de sementes trituradas de A.
aculeata e 214 g de S. cearensis. Posteriormente, foram submetidas individualmente a
extracdo exaustiva utilizando n-Hexano por 92 h (1:2 v/v), a fim de carrear 0s
compostos lipofilicos. Apos esse periodo, o material foi filtrado, sendo a porcéo liquida
concentrada em evaporador rotativo acoplado a um banho-maria até a obtencdo dos
6leos fixos (NOBRE et al., 2018). Estes apresentaram um rendimento de 21,38% e
35,66% para A. aculeata e S. cearensis respectivamente. Por fim, o éleo obtido foi

armazenado em recipiente ambar, até a realizacdo dos ensaios bioldgicos.

3.3 Composi¢do Quimica

Para a determinacdo da composicao fitoquimica dos 6leos fixos, inicialmente os
produtos naturais foram submetidos a esterificacdo. Para tanto, foram mensurados 0,2 g
de cada amostra, as quais foram, de modo independente, saponificadas durante 2 h com
uma solucdo metandlico de hidroxido de potassio, conforme metodologia de Hartman e

Lago, (1973). Apds este procedimento, as amostras foram ajustadas quanto seu pH,
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sendo os acidos livres metilados com o auxilio de metanol por meio de catélise &cida, a
fim de obter os respectivos ésteres metilicos.

Apds a esterificacdo, procedeu-se a analise dos constituintes dos 6leos por meio
de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC/MS) Sistema
Technologies 6890N GC-FID, equipado com coluna capilar DB-5 (30 m x 0,32 mm;
0,50 um) e conectado a um detector FID. O gés de arraste foi o hélio, com uma taxa de
fluxo de 0,8 mL/min e modo split. O injetor apresentava uma temperatura de 250 °C,
enquanto a temperatura do detector era 200°C. Como temperatura inicial, a coluna
estava programada de 35 °C a 180 °C a 4 °C/min depois de 180 °C a 250 °C a 10
°C/min. Foram injetados 1 pL da solugdo esterificada diluida em diclorometano numa
concentragdo de 5 pg/mL. Os componentes individuais foram identificados combinando
seus espectros de massa, com o0s do banco de dados usando a biblioteca espectral
(ALENCAR; CRAVEIRO; MATOS, 1984; ALENCAR et al., 1990; STENHAGEN;
ABRAHAMSON; MCLAFFERTY,1974; ADAMS, 2001).

3.4 Atividade Antibacteriana
3.4.1 Preparacdo de Substancias

Um total de 10 mg do 6leo fixo de Acrocomia aculeata (OFAA), dleo fixo de
Syagrus cearensis (OFSC) e dos antibidticos eritromicina, gentamicina e norfloxacina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) foi inicialmente diluido em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), em seguida, foram
adicionados as respectivas solucfes 8.765 UL de agua destilada estéril, com as solucdes
atingindo concentracao de 1024 pg/mL (GOMES et al., 2018). A resazurina sodica (7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) foi diluida em 4&gua destilada estéril para
alcangar a concentragdo de 0,4 mg/mL e foi utilizada na leitura dos testes

microbioldgicos.

3.4.2 Cepas Bacterianas e Preparacao de Inéculos

As cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 e Staphylococcus aureus ATCC
25923, e as multirresistentes: E. coli 06, P. aeruginosa 24 e S. aureus 10 foram
utilizadas na pesquisa e fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular da Universidade Regional do Cariri. O perfil de resisténcia e a origem das
cepas multirresistentes foram descritos por Santos et al. (2020).
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Essas cepas foram subcultivadas em Brain Heart Infusion Agar e levadas a
estufa a 37 °C, onde foram incubadas por 24 horas. Ap6s o periodo de crescimento das
colonias, amostras das mesmas foram diluidas em tubos de ensaio contendo 3 mL de
solucdo salina esteril (0,9% NaCl) e a turbidez das suspens@es foi ajustada a escala 0,5
de McFarland, que equivale a 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)/mL
(CLSI, 2018).

3.4.3 Concentracdo Inibitéria Minima - MIC

A avaliacdo da atividade antibacteriana intrinseca dos 6leos fixos (FOAA e
FOSC) foram feitos de acordo com Javadpour et al. (1996). Em eppendorfs, foram
adicionados 900 pL de Brain Heart Infusion Broth (BHI) a 10 % e 100 uL de inéculo
bacteriano, em seguida, o contetdo dos eppendorfs foi distribuido em placas de
microdiluicdo de 96 pocos (100 pL/poco), em sentido alfabético. A microdiluicdo
seriada (1:1) foi feita com 100 uL dos éleos fixos, com exce¢do do ultimo poco, no qual
foi utilizado como controle de crescimento bacteriano. A concentracdo do FOAA e
FOSC nas placas variou de 512 a 8 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata e as
placas mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas. A leitura dos resultados ocorreu a partir
da adicdo de 20 pL de resazurina a cada poco, e apds 1 hora a temperatura ambiente (25
°C) observou-se a variacdo colorimétrica da resazurina (azul = inibicdo / rosa =

crescimento bacteriano).

3.4.4 Efeito Modificador da Ac¢do de Antibidticos

A metodologia de Coutinho et al. (2008) foi seguida para avaliar o efeito dos
6leos fixos sobre a atividade dos antibidticos. Foram utilizadas a concentracao
subinibitéoria do FOAA e FOSC (CIM/8) e 150 pL do indculo das cepas
multirresistentes foram adicionados a eppendorfs (1,5 mL), e o volume total dos
mesmos foi completado com BHI a 10 %. As solugGes contidas nos eppendorfs foram
distribuidas, em sentido numérico, em placas de microdiluicdo de 96 pocos (100
puL/poc¢o). A microdilui¢do ocorreu com 100 pL dos antibioticos até o penaltimo poco e
a concentracdo destes nas placas variou de 512 a 0,5 pg/mL. Estes testes também foram
realizados em triplicata e os processos de incubacéo e leitura foram feitos assim como
nos testes de CIM.
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3.5 Atividade Antifungica
3.5.1 Microrganismos e meios de cultura utilizados

Para os testes da atividade antifangica do FOAA e FOSC, foram utilizadas trés
cepas padrdo do género Candida: C. albicans — CA INCQS 40006, C. tropicalis — CT
INCQS 40042 e C. krusei — CK INCQS 40095, obtidos da Colecdo de Cultura do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS), Fundacdo Oswaldo
Cruz.

Para os testes da atividade intrinseca e combinada, foram utilizados o meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e o meio Sabouraud Dextrose Broth (SDB),
preparados de acordo com as instrucdes do fabricante, ambos adquiridos da Difco®. Os
meios foram solubilizados com agua destilada e esterilizados em autoclave a 121 °C por
15 minutos.

Para os testes da transicdo morfoldgica de Candida spp., foram utilizados os
meios Potato Dextrose Agar (PDA) — Becton Dickinson & Co. USA, o Yeast Peptone
Dextrose (YPD) - Difco®. Os meios foram solubilizados com agua destilada e

esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

3.5.2 Drogas, reagentes e preparos das solucoes

O antifungico Fluconazol (FCZ), utilizado como droga de referéncia nos testes,
porque estas linhagens sdo resistentes a este farmaco, foi adquirido da Flucolcid®. A
solucdo antifungica foi solubilizada em Dimetilsulféxido (DMSO) e posteriormente
ajustado em concentragdes variaveis de 2048 a 2 pg/mL no meio SDB. Os 6leos fixos
FOAA e FOSC foram preparados da mesma forma, exceto para o teste da atividade
combinada, onde os produtos foram solubilizados em DMSO e posteriormente diluidos
até uma concentracdo fixa de MC/8 (onde MC é a concentragcdo matriz dos produtos
avaliados).

Para os testes de microdiluicdo em caldo, os microrganismos foram preparados
de acordo com padrdo de turvacdo 0,5 de McFarland, que corresponde a uma
concentracdo de 1 x 10° a 5 x 10%° UFC, em solucdo salina. Posteriormente, sua
concentracdo foi ajustada para 0,5 x 10° UFC no meio SDB (CLSI, 2017 com
modificacdes).
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3.5.3 Determinacéo da concentracédo fungicida minima (CFM)

Para determinar se os produtos sozinhos e em combinacdo foram capazes de
afetar a viabilidade das células de Candida, foi determinada a concentragcdo fungicida
minima (CFM). Usando uma pipeta, 5 pL de cada pogo da placa de teste CIM (exceto
para o controle de esterilidade e diluigdo do produto) foram transferidos para placas de
Petri contendo meio SDA, distribuindo de acordo com uma cartela guia na parte inferior
da placa. Apds 24 h de incubacéo, as placas foram inspecionadas quanto a formacéao de
colonias de Candida (ERNST et al.,, 1999). A concentragdo na qual ndo houve

crescimento de colénias fungicas serd considerada a CFM do produto.

3.5.4 Atividade Combinada dos Oleos Fixos com o Fluconazol

Para a execugdo do teste, os dleos fixos foram utilizados em concentragéo
subinibitoria (CIM/8) conforme metodologia utilizada por Coutinho et al. (2008), com
pequenas modificacbes. A droga comercial (fluconazol) foi utilizada no teste de
combinacdo de drogas em dilui¢bes seriadas em concentracfes variando de 1024 a 4
pg/mL. Os ultimos pogos das placas foram reservados para controle de crescimento dos
microrganismos e esterilidade. Também foram realizados controles de diluigdo do
produto em combinacdo com fluconazol. Todo o teste foi realizado em quadruplicata e
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A leitura foi realizada em aparelho de
espectrofotometria ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda de 630 nm e 0s
resultados serdo utilizados para obter uma curva de viabilidade celular (MORAES-
BRAGA et al., 2016).

3.6 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism 6 (Free
trial GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados foram expressos como
médias geométricas. A significancia estatistica foi avaliada com o teste ANOVA de
duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni (onde p <0,05 e p <0,0001 séo

considerados significativos e p >0,05 ndo significativos).
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4 RESULTADOS
4.1 Composic¢ao Quimica

De acordo com a andlise cromatogréafica dos 6leos fixos das sementes dos frutos
de A. aculeata e S. cearensis, foi possivel identificar 8 constituintes quimicos
correspondendo a 96.50 e 94.13 % da composicdo quimica total de cada espécie,
respectivamente. Os compostos identificados pertencem as classes dos &cidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados. O &cido laurico, um é&cido graxo
saturado com propriedades antimicrobianas, se destacou por ser 0 constituinte
majoritario dos Oleos fixos de A. aculeata (41.71%) e S. cearensis (43.73%). Além
disso, o &cido oleico (24.36%) apresentou concentracdo elevada na amostra de A.
aculeata, enquanto que o &cido miristico (18.29%) estava presente em maior propor¢ao
em S. cearensis. Em relacdo aos fitoquimicos com menores tracos de concentracao
(<3%), foram identificados o &cido estearico e o &cido linoléico em ambas as espécies

analisadas (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do quimica dos 6leos fixos de Acrocomia aculeata e Syagrus

cearensis.

Acidos graxos  Estrutura basica Acrocomia aculeata Syagrus cearensis

(%) (%)

Acido caprilico C8:0 7.14 6.14
Acido caprico C10:0 3.16 4.85
Acido laurico C12:0 41.71 43.73
Acido miristico C14:0 7.92 18.29
Acido palmitico C16:0 6.77 6.43
Acido linoleico C18:2 2.85 1.12
Acido oleico ci18:1 24.36 10.91
Acido estearico C18:0 2.59 2.66

Total identificado 96.50 94.13
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4.2 Atividade Antibacteriana

Quando avaliados de modo intrinseco, os 6leos das palmeiras ndo apresentam
efeito antibacteriano nas cepas padrées e multirresistentes, de modo que seu CIM foi
>512 pg/mL. Contudo, houve uma agéo intensificadora de farmacos quando testado em
combinagdo com o fluconazol.

O dleo fixo de A. aculeata (FOAA) foi combinado com trés antibidticos padrdes
de classes diferentes (Gentamicina, Eritromicina e Norfloxacina), no entanto, verificou-
se que apenas 0 FOAA + Norfloxacina apresentou atividade bacteriana contra as cepas
de E. coli e S. aureus, demonstrando efeito sinérgico e potencializando sua acao contra
as cepas multirresistentes. Nenhum efeito das associacdes entre FOAA e 0s antibidticos

foi observado contra a bactéria Gram-negativa P. aeruginosa (Figura 7).

Figura 7 - Atividade antibacteriana do 6leo fixo de sementes de Acrocomia aculeata (Fixed oils

of A. aculeata — FOAA) associado a antibioticos contra cepas bacterianas multirresistentes.
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Resultados semelhantes foram observados em relacdo a atividade antibacteriana
do oleo fixo dos frutos de S. cearensis (FOSC) associado a antibidticos. Apenas FOSC
+ Norfloxacina potencializou o sinergismo e obteve acdo promissora contra as cepas de
E. coli e S. aureus. Novamente, nenhum efeito foi observado contra a bactéria

multirresistente P. aeruginosa (Figura 8).
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Figura 8 -Atividade antibacteriana do ¢leo fixo das sementes de Syagrus cearensis (Fixed oils

of S. cearenses — FOSC) associado a antibidticos contra cepas bacterianas multirresistentes.
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4.3 Atividade Antifangica

Quando avaliado de forma isolada, o 6leo fixo de A. aculeata (FOAA) nao
apresentou atividade antifingica contra as cepas de C. albicans, C. krusei e C.
tropicalis. No entanto, quando o FOAA foi associado ao antifungico padrdo Fluconazol
(FCZ), observou-se que houve uma inibicao significativa do crescimento das trés cepas
de Candida quando comparado com o 0leo isolado (Figura 9). Os valores de Clso do
efeito de FOAA + FCZ contra C. albicans, C. krusei e C. tropicalis foram de 15.54,
78.58 e 1.588 pg/mL, respectivamente. Assim, pode-se sugerir que C. tropicalis foi a

cepa mais sensivel ao sinergismo induzido pela combinagdo FOAA + FCZ.
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Figura 9 - Atividade antifungica do dleo fixo dos frutos de Acrocomia aculeata associado ao

Fluconazol contra cepas de Candida spp. FCZ: Fluconazol, FOAA (Fixed oils of A. aculeata):
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De acordo com os resultados da atividade antifungica do éleo fixo dos frutos de

S. cearensis, observou-se que este produto isolado também ndo apresentou nenhum

efeito contra as cepas de Candida spp. Em teste realizado com a associacéo entre FOSC
+ FCZ, ficou evidente seu efeito contra as cepas de C. albicans (Clsg = 3.385 pg/mL),
C. krusei (Clso = 26.67 pg/mL) e C. tropicalis (Clso = 1.164 pg/mL) (Figura 10). A
partir destes resultados, sugere-se que as cepas de C. albicans e C. tropicalis sdo

significativamente sensiveis ao FOSC + FCZ, sendo importante o desenvolvimento de

estudos futuros para investigar os possiveis mecanismos de a¢do envolvidos.
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Figura 10 - Atividade antifungica do 6leo fixo das sementes de Syagrus cearensis associado ao

Fluconazol contra cepas de Candida spp. FCZ: Fluconazol, FOSC (Fixed oils of S. cearenses):
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5 DISCUSSAO

Assim como os resultados encontrados no presente trabalho sobre a composicao
fitoquimica de A. aculenta e S. cearenses, outros estudos também relataram que o acido
laurico esta presente em concentracdes elevadas entre 36.1% e 45.66% no Oleo fixo
obtidos dessas duas espécies da familia Arecaceae (COIMBRA; JORGE, 2012; DEL
RIO et al., 2016; NUNES et al., 2018; BRAGA; CANTARELLI-LOPES; SOLETTI,
2020; MAGALHAES; SOUSA TAVARES; NUNES, 2020a; NUNES et al., 2020;
PASCOAL et al., 2020; MEIRELES et al., 2022). Em relacdo ao ¢leo fixo de A.
aculeata, especificamente, foi verificado em outros estudos que esta planta pode ser
considerada como um potencial fonte de acido oleico (LESCANO et al., 2014; NUNES
et al., 2018; MAGALHAES et al., 2020a), enquanto o dleo fixo de S. cearensis se
destaca pelo elevado teor de &cido miristico (PASCOAL et al., 2020; MEIRELES et al.,
2022).

O potencial antimicrobiano de acidos graxos tem sido estudado pela literatura
contra microrganismos patogénicos, incluindo bactérias e fungos. O é&cido laurico,
constituinte de maior porcentagem nos 6leos fixos das duas espécies estudadas, tem sido
relatado na literatura contra vérias espécies de patégenos, incluindo S. aureus e C.
albicans (NAKATSUJI et al., 2009; YANG et al., 2009; DAYRIT, 2015; ABBAS et
al., 2017; MATSUE et al., 2019; NITBANI et al., 2022). Nakatsuji et al. (2009)
indicaram que o &cido laurico exerce efeito inibitorio sobre o crescimento de bactérias
da pele, tais como Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus e S. epidermidis,
em uma concentracdo 15 vezes menor que o do perdxido de benzoila, um agente
oxidante frequentemente usado no tratamento da acne.

De acordo com Dayrit (2015), a atividade antimicrobiana do &cido laurico e seus
derivados pode estar relacionada a trés mecanismos de acdo: 1) destruicdo da
membrana celular de bactérias Gram-positivas e virus revestidos de lipidios; 2)
interferéncia em processos celulares, como transducdo e transcricdo de sinal; e 3)
estabilizacdo de membranas celulares humanas (DAYRIT, 2015). Diante disso, a
atividade antibacteriana e antifungica observada no presente estudo pode esta
diretamente relacionada com o elevado teor de acido laurico presente no éleo fixo de A.
aculeata e S. cearensis agindo em sinergismo com 0s antibio6ticos padrées testados.

Nenhum estudo relatando a atividade antimicrobiana do 6leo fixo das espécies

A. aculeata e S. cearensis combinado com antibiéticos foi encontrado na literatura até o
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momento. No entanto, Fonseca; Souza e Pereira (2022) relataram que o Oleo fixo
isolado de A. aculeata apresentou atividade antimicrobiana positiva contra Escherichia
coli e Candida albicans, com didmetros do halo de 34 e 60 mm, respectivamente. Esses
dados escassos da literatura sobre o tema proposto reforcam a perspectiva inovadora da
presente pesquisa relacionada a investigacdo do potencial antimicrobiano e modulador
do 6leo fixo de A. aculeata e S. cearensis. De forma geral, dleos fixos extraidos de
outras espécies de Arecaceae tem apresentado potencial antimicrobiano promissor
(OGBOLU et al., 2007; BESSA et al., 2016; SILVA et al., 2016; ROSSATO et al.,
2019; MAGALHAES et al., 2020b; YAPI; KOUADIO, 2020).

Magalhées et al. (2020b) realizaram um ensaio de modulacdo de drogas com o
6leo de Euterpe oleracea Mart (OEO) ou seus complexos de inclusdo com antibidticos
comumente prescritos. Estes autores observaram que a atividade moduladora contra E.
coli apresentou uma diminuicdo na concentragdo inibitéria minima (CIM) de 256 para
128 pg/mL quando o antibiético Ampicilina foi usado em combinagdo com o OEO e
OEO-B-CD. Embora os resultados contra S. aureus mostrassem um aumento na CIM de
1.0 para 2.0 pg/mL quando o OEO foi aplicado em combinagdo com Vancomicina, nio
houve efeito estatisticamente significativo (MAGALHAES et al., 2020b). Em estudo
realizado por Bessa et al. (2016) observou-se que o 6leo comercial de Syagrus coronata
(Mart.) Becc. na concentragao de 0,16 pL/mL inibiu 41,18% do crescimento de cepas
de S. aureus. De acordo com Nonato et al. (2020), o 6leo da polpa dos frutos de
Mauritia flexuosa L.f. exibiu efeito sinérgico em combinacdo com Amicacina quando
testado contra Salmonella choleraesuis, diminuindo a CIM de 512 pg/mL para 213.33
pg/mL.

A atividade antifungica do acido laurico e caprico foi avaliada por Devan et al.,
(2019), foi observado que esses acidos graxos contem potencial atividade contra duas
espécies de bactéria (Enterococcus faecali) e fungo (C. albicans).

Um outro estudo observou que &cidos graxos de cadeia média, como acido
laurico e céaprico, sdo capazes de suprimir a formacdo de biofilmes de C. albicans e
assim inibir a agregacdo celular e a viruléncia desses fungos. Nesse estudo foi
descoberto que os &cidos graxos interferem na formacéao de farnesol e esterdis da célula
fangica causando alteracdes celulares que levam a morte celular (LEE et al., 2021).

Efeitos sinérgicos tem sido amplamente estudado, no entanto, a avaliacdo da
combinacdo de &cidos graxos a antifungicos ndo tem relatos na literatura. No0sSO

trabalho demonstrou que a combinagdo entre o 6leo fixo e o fluconazol tem grande
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potencial antifingico, tendo CIM menores que a droga padrdo. No trabalho de
Rodrigues et al. (2022), flavonoides e &cidos graxos foram os responsaveis pela
atividade antifungica e antibacteriana observada.

Até 0 momento a atividade antibacteriana de acidos graxos tem sido amplamente
avaliada, enquanto a pesquisa do potencial de &cidos graxos contra fungos tem dado
passos lentos, especialmente quando associado a medicamentos padrdes, nosso estudo,
assim como os citados anteriormente, indica que os acidos graxos, especialmente os de
cadeia média, sdo fontes potencias de metabolitos naturais que podem ser usados contra

microrganismos patogénicos quando combinados a antimicrobianos padrdes.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, foi possivel identificar a presenca de oito
compostos, dentre eles, acido oleico no OFAA e acido miristico no OFSC, com maiores
porcentagens de aparecimento. Estes oOleos quando testados isoladamente néo
apresentaram resultados promissores. No entanto, resultados sinérgicos significativos
foram observados quando estes foram usados em combinacdo com o farmaco
Norfloxaxino em cepas bacterianas e o Fluconazol com cepas fangicas, reduzindo a
CIM dos produtos testados. Portanto, sugere-se a ampliagdo de ensaios microbiol6gicos
com o objetivo de desenvolver uma possivel formulagdo de baixo custo acessivel a

populacdo mais vulneravel.
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