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RESUMO

O babagu (Orbignya speciosa Mart. ex Spreng, recentemente denominado de
Attalea speciosa Mart. ex Spreng) é uma espécie vegetal amplamente distribuida
pelo territério nacional brasileiro, especialmente nos estados do Maranhdo e do
Piaui. Esse produto natural, além de demonstrar relevancia econémica na industria
alimenticia e téxtil, destaca-se por suas potenciais atividades biolégicas como agao
antitrombolitica, imunomoduladora, anticancerigena, ativagdo de macrofagos, efeito
cicatrizante, anti-inflamatéria, antioxidante, bem como importante acéao
antimicrobiana. Desse modo, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana de um corante do mesocarpo babagu (MB), frente a diferentes cepas
bacterianas de importancia para saude humana. Apés a extragao do MB, um corante
ainda muito pouco explorado, essa substancia foi submetida a Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR); a Analise Térmica Simultdnea
(TGA/DSC) e a Difragdo de Raios-X (DRX). Em seguida, foram realizadas avaliagdes
da atividade antimicrobiana in vitro do corante do babagu para a determinacdo da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), pela técnica de microdiluicdo em caldo, frente
a quatro cepas Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecalis (presenga do gene vanB, que confere
resisténcia a vancomicina) e duas cepas Gram-negativas: Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, além da analise de Microscopia de Forga Atémica (MFA)
frente a cepa de S. epidermidis. Como resultados observados, a analise fisico-
quimica sugere que possivelmente o corante do babagu €& constituido por uma
molécula de tanino. Em relagdo a avaliagdo antimicrobiana, dentre as seis linhagens
bacterianas avaliadas somente as espécies Gram-positivas, com exceg¢ao da
espécie E. faecalis — vanB, demonstraram perfis de susceptibilidade ao corante do
babacgu, variando a CIM de 1.250 pg/mL a 19,53 pg/mL, ndo se observando agéo
significativa sobre bactérias Gram-negativas analisadas. Entre as cepas bacterianas,
Gram-positivas, utilizadas neste estudo, foi sobre S. epidermidis que o corante do
babagu demonstrou melhor potencial antibacteriano (CIM: 19,53 ug/mL), sendo
assim, essa cepa foi submetida a analise por MFA e como resultado evidenciou-se
um aumento de tamanho nas bactérias tratadas com concentracéo
sub-inibitéria/sub-CIM (Z = 2,8 um), comparadas ao controle (bactérias néo tratadas,

Z = 2,2 um). As bactérias tratadas com Concentracdo Inibitéria Minima (CIM = 19,53



pMg/mL) apresentaram-se destruidas com completa perda do formato caracteristico
(cocos), demonstrando a provavel caracteristica bactericida do corante do babagu. A
literatura evidencia que a farinha do mesocarpo do babagu possui atividade
antibacteriana contra cepas Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis e E. faecalis),
e possivelmente a totalidade desse efeito bioldgico € em virtude do corante do
mesocarpo do babacgu, pois, cerca de 60% da composicdo do MB é amido
(substancia inocua). Diante disso, os resultados obtidos neste trabalho revelaram o
potencial antibacteriano do corante do babacu para o enfrentamento de micrébios
que podem prejudicar a saude humana. Adicionalmente, mais estudos com essa
substancia devem ser realizados para melhor compreender suas atividades
biologicas, perfil toxicologico e sua possivel exploragdo em formulagdes

antibacterianas.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Babacgu. Bactérias. Corantes.



ABSTRACT

Babassu (Orbignya speciosa Mart. ex Spreng, recently named Attalea speciosa Mart.
ex Spreng) is a plant species widely distributed throughout the brazilian national
territory, especially in the states of Maranhdo and Piaui. This natural product, in
addition to demonstrating economic relevance in the food and textile industry, stands
out for its potential biological activities such as antithrombolytic, immunomodulating,
anticancer, macrophage activation, healing, antiinflammatory, antioxidant, as well as
important antimicrobial action. Thus, this study aimed to evaluate the antimicrobial
activity of a babassu mesocarp dye (BM), against different bacterial strains of
importance for human health. After extracting the dye from the BM, a dye that is still
poorly explored explored, and this substance was subjected to Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR); Thermal Analysis (TGA/DSC) and X-Ray Diffraction
(DRX). Then, in vitro antimicrobial activity evaluations of the babassu dye were
carried out to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), by the broth
microdilution technique, against four Gram-positive strains: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecalis (presence
of the vanB gene, which confers resistance to Vancomycin) and two Gram-negative
strains: Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, in addition to the analysis of
Atomic Force Microscopy (AMF) against the S. epidermidis strain. As observed
results, the physicochemical analysis suggested that possibly the babassu dye it is
constituted of a tannin molecule. Regarding the antimicrobial evaluation, among the
six bacterial strains evaluated, only the Gram-positive strains, with the exception of
the species E. faecalis — vanB, demonstrated susceptibility profiles to the babassu
dye, varying the MIC from 1,250 pg/mL to 19.53 pg/ml, no significant action was
observed on Gram-negative bacteria analyzed. Among the Gram-positive bacterial
strains used in this study, it was on S. epidermidis that the babassu dye showed the
best antibacterial potential (MIC: 19.53 pg/mL), thus, this strain was subjected to
analysis by atomic force microscopy and as a result there was an increase in size in
bacteria treated with sub-inhibitory concentration/Sub-MIC (Z = 2.8 ym), compared to
the control (non-bacterial treated, Z = 2.2 um). Bacteria treated with Minimal
Inhibitory Concentration (MIC = 19.53 pg/mL) were destroyed with complete loss of
the characteristic shape (coconuts), demonstrating the probable bactericidal

characteristic of the babassu dye. The literature shows that the babassu mesocarp



flour has antibacterial activity against Gram-positive strains (S. aureus, S.
epidermidis and E. faecalis), and possibly the entirety of this biological effect is due
to the dye of the babassu mesocarp, as, about 60% of the MB composition is starch
(harmless substance). Therefore, the results obtained in this work revealed the
antibacterial potential of the babassu dye to fight microbes that can harm human
health. Additionally, more studies with this substance must be carried out, to better
understand its biological activities, toxicological profile and its possible exploration in
antibacterial formulations.

Keywords: Antimicrobials. Babassu. Bacteria. Dyes.
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1 INTRODUGAO

A resisténcia microbiana (RM) é definida como um fenédmeno no qual os
patogenos (bactérias, virus, fungos e parasitas) adquirem, ao longo das geracoes,
mecanismos de resposta aos farmacos antimicrobianos, tornando-os pouco efetivos
ou ineficazes no tratamento de infecgdes. A RM tornou-se um importante problema
de saude publica nos ultimos anos, sobretudo em paises em desenvolvimento,
devido ao rapido surgimento de um crescente numero de cepas resistentes. Este
fenbmeno também esta muito relacionado ao uso inadequado e, muitas vezes, sem
acompanhamento médico, dos antimicrobianos (WHO, 2016).

E notavel a grande adaptabilidade dos microrganismos aos diversos tipos
de ambientes, em especial, dentro do ambiente hospitalar, causando infec¢des
como pneumonias, sepse, endocardite, entre outras (JOSSE; LAURENT, DIOT,
2017). Segundo a literatura, 80% a 87% das infecgcbes humanas relacionadas aos
cuidados de saude sdo acometidas por bactérias e fungos (HAQUE et al., 2018).
Desse modo, essa realidade pode vir a resultar em um alto impacto financeiro
decorrente, sobretudo, dos gastos com medicamentos e tempo de internagdo para o
tratamento dos pacientes infectados.

Nesse sentido, Allcock et al. (2017) enfatizaram que a mortalidade por
infecgbes provocadas pela RM pode vir a reduzir 2% a 3,5% no Produto Interno
Bruto (PIB) global em 2050, provocando um 6nus financeiro entre 60 e 100 trilhdes
de dolares em todo o0 mundo, o que desperta o interesse para o desenvolvimento de
novas estratégias que possam combater a capacidade dos microrganismos de
subverter o potencial terapéutico dos antimicrobianos.

A crescente capacidade dos microbios em resistir as formulagdes
antibidticas e quimioterapicas vigentes configura-se como uma grande ameaga a
saude publica, em nivel global. A patogenicidade dos micrébios pode estar
relacionada as diversas estratégias de conferir multirresisténcia que esses
organismos podem apresentar, como a produgéo de toxinas, adesinas, produgéo de
biofilmes entre outras formas de burlar a acdo dos antimicrobianos convencionais
(PALMA et al., 2020).

Assim, pressionada por esse grave problema de saude publica, a
‘resisténcia microbiana”, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) vem articulando

estratégias, pesquisas e programas para conter esse entrave dos agentes



15

infecciosos, assim em 2004, por exemplo, a OMS langou um apelo aos Estados-
membros para compartilhar dados de resisténcia aos antimicrobianos (AMR) por
meio da implementagcdo do Sistema Global de Vigilancia da Resisténcia
Antimicrobiana (Global Antimicrobial Surveillance System (GLASS)) para
dimensionar e monitorar a situagdo geral em todo o mundo de forma apropriada
(CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

Estima-se que 700 mil mortes sejam causadas anualmente pela AMR. De
acordo com essas analises, sem uma mudanga de abordagem para conter o
problema, em poucas décadas, a AMR podera causar mais mortes que o cancer
(ESTRELA, 2018). Sendo assim, nota-se a urgente necessidade de
desenvolvimento de novos produtos com acédo antimicrobiana, explorando novas
matérias-primas a partir dos produtos naturais.

Dentre o0s produtos naturais investigados quanto a atividade
antimicrobiana a farinha obtida a partir do mesocarpo de babagu (MB) (Orbignya
speciosa Mart. ex Spreng, recentemente denominado de Aftalea speciosa Mart. ex
Spreng) (SILVA; ARAUJO; BARROS, 2015), vem demonstrando excelentes
resultados (BARROQUEIRO et al., 2016). O MB contém um corante com possiveis
efeitos antimicrobianos, e a ele atribui-se a possivel totalidade da acéao
antimicrobiana do MB, pois, cerca de 60% da composicdo do MB é amido
(substancia inocua) (SANTOS et al., 2011).

A literatura evidenciou que a composicdo do MB também é rica em
taninos, antocianinas e polissacarideos, o que indica a possibilidade de o corante do
mesocarpo do babagu ser, quimicamente, uma dessas moléculas, podendo
apresentar efeitos bioldégicos importantes, inclusive atividade antimicrobiana
(ARRUDA; LIMA; RIBEIRO, 2012), tornando necessaria mais investigacdes sobre
este produto vegetal.

Assim, devido a emergéncia sanitaria provocada pela crescente RM e ao
pouco incentivo econbmico para o desenvolvimento de novos farmacos, a busca de
alternativas terapéuticas torna-se fundamental no combate de novas cepas
resistentes. Dessa forma, este estudo se propds a avaliar a agao antimicrobiana de
um produto natural: um corante obtido da extracdo do mesocarpo da Aftalea
speciosa frente a cepas de importancia para a saude humana.
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2 JUSTIFICATIVA

A RM representa uma grave crise global de saude publica que dificulta o
tratamento dos pacientes com infeccbes microbianas, situacdo essa que tem
minimizado as opg¢des farmacoldgicas para o tratamento dos processos infecciosos.
Os antibidticos e agentes antimicrobianos antibacterianos sintéticos, bem como
antifungicos, antiparasitarios e antivirais tém sua eficacia notavelmente ameagada
pela crescente capacidade dos microbios em desenvolverem biofilmes, produzirem
enzimas e demais mecanismos de resisténcia, o que impulsiona a necessidade de
producdo de novas alternativas terapéuticas, como a produgao de farmacos
oriundos de plantas medicinais (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Nessa perspectiva, Machado et al. (2019) analisaram o 6leo da améndoa
do babacu e detectaram acdo antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae KP-
ATCCe 10031 e Staphylococcus aureus ATCCe 6538, além de observarem a
capacidade do 6leo da améndoa do babacu em modular a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) de antibioticos aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) para a
cepa de S. aureus (SA-10).

Barroqueiro et al. (2016) evidenciaram a atividade antimicrobiana in vitro
da farinha do MB contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), indicando uma potencial
atividade antimicrobiana para o corante do MB. Somado a isso, deve-se acrescentar
que muitos corantes naturais e alimentares possuem atividade antimicrobiana in vitro
e in vivo, como demonstrado em espécies vegetais como a Curcuma longa (agafrao
da terra) (PALUDO et al., 2019; REIS, 2013), Orbignya phalerata, Mart. (améndoas
de Babacgu) (OLIVEIRA, 2018; REIS, 2013) e Acacia catechu (catechu) e Terminalia
chebula (myrobalan) (SIVA et al., 2011), o que vem a fortalecer a possibilidade do
corante do MB apresentar atividades biolégicas semelhantes.

Dentre os possiveis efeitos bioldgicos do corante do MB que podem ser
especulados frente aos estudos que utilizaram a Aftalea speciosa, pode-se citar a
acao no sistema locomotor e na coordenacdo motora, bem como a acgao
antioxidante (SILVA et al., 2012), a agdo imunomoduladora (GUERRA et al., 2011),
a acao anticancerigena (HOLANDA, 2018), o efeito cicatrizante (SILVA et al., 2015)
e a atividade antioxidante e a baixa citotoxicidade (SANTOS et al., 2021).
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O corante do MB possui também um grande potencial de aplicagao
tecnolégica a ser explorado na industria. Portanto, assim como outros corantes
naturais, pode vir a ser utilizado como pigmento na industria alimenticia, como a
exemplo da Bixa orellana L. (DEMCZUK-JUNIOR; RIBANI, 2015; YOLMEH et al.,
2014;); em colorificos naturais alimentares (ROCHA; REED, 2014) e ainda na
utilizagao da industria téxtil (ZHANG et al., 2014).

A améndoa do babacgu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) é um dos
principais produtos da extragdo vegetal no Brasil, sendo cultivada, em especial, nos
estados do Maranhdo, Tocantins, Para e Piaui (PORRO, 2019; UFPI, 2020).
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de 2019 o
Brasil produziu cerca de 48.706 toneladas de améndoa do babacgu; sendo que o
Maranhdo se destacou em primeiro lugar com uma produgdo de 45.166 toneladas
de améndoas de babagu, seguido do Piaui, em segundo lugar, com uma produgéo
de 2.910 toneladas de améndoas de babacgu (IBGE, 2019).

De acordo com essas informacdes € pertinente notar que o Brasil,
sobretudo, os estados do Nordeste possuem um grande potencial para produgéo e
exploragcao da matéria-prima do babacgu para as mais diversas finalidades, incluindo
a destinacao para biotecnologia e, consequente, produgdo de terapias inovadoras,
como a producédo de farmacos antimicrobianos.

Desse modo, novas opgdes terapéuticas devem ser exploradas a fim de
controlar os episddios de processos infecciosos microbianos, bem como a crescente
RM a farmacos antibacterianos e anti-sépticos convencionais (LU et al., 2018).
Nesse sentido, essa molécula necessita de maiores conhecimentos sobre suas
caracteristicas, sua composi¢cao quimica, seu perfil de toxicidade e suas atividades

bioldgicas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Resisténcia microbiana

O processo de superagao dos micrébios aos antimicrobianos € um
fendbmeno natural em prol da sobrevivéncia e manutencdo da espécie e esta
presente em todas as regides geograficas. No entanto, essa capacidade de
adaptacao tem-se tornado um problema de saude publica mundial, minimizando as
opgdes terapéuticas e gerando um impacto negativo ndo somente na saude e na
qualidade de vida dos pacientes infectados por organismos multirresistentes, mas
também um 6nus financeiro com gastos hospitalares, decorrentes de insumos e do
aumento do tempo de internagao dos pacientes (SMITH; COAST, 2013).

Segundo a Rede Nacional de Seguranca e Cuidados de Saude - NHSN
(National Healthcare Safety Network), nos Estados Unidos da Ameérica,
apresentados pelo Centro de Controle e Prevencao de Doengas (CDC) (Centers for
Disease Control and Prevention), entre os anos de 2015 a 2017, o Staphylococcus
aureus ocupou o primeiro lugar como principal patégeno causador de infecgdes
relacionadas a assisténcia a saude, destacando-se também o Enterococcus faecalis
que ocupou a quinta posicao (WEINER-LASTINGER et al., 2020).

No Brasil, segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), as infecgbes por Staphylococcus coagulase negativo destacaram-se na
infeccdo primaria de corrente sanguinea associado a cateter venoso central,
ocupando o primeiro lugar. Adicionalmente, o Enterococcus faecalis ocupou o
décimo lugar como principal agente causador de infecgdo primaria de corrente
sanguinea associado a infec¢do do trato urinario (ANVISA, 2018).

No estado do Piaui, de acordo com as informag¢des divulgadas pelo
relatério dos dados do formulario, do servico do Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (DATASUS), o FORMSUS, para as notificacdes das
Infecgbes Relacionadas a Saude (IRAS) e RM de janeiro a dezembro de 2019, os
Staphylococcus coagulase negativa ocuparam o primeiro lugar como causador de
infeccdo primaria de corrente sanguinea associada ao cateter venoso central em
ambiente de unidade de terapia intensiva adulto, pediatrica e neonatal.

Adicionalmente, o Enterococcus faecalis ocupou o primeiro lugar como principal
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causador de infeccdo do trato urinario associado ao cateter vesical de demora
(ANVISA, 2019).

Diante desse panorama do envolvimento microbiano em diversos tipos de
enfermidades infecciosas, percebe-se que existe uma prevaléncia das bactérias
Gram-positivas nos processos infecciosos humanos, destacando-se os géneros
Staphylococcus e Enterococcus que sao reconhecidos por sua ubiquidade e
crescente habilidade em superar as formulagdes antimicrobianas vigentes, situagao
essa que pode vir ao encontro da estimativa que prevé 10 milhdes de mortes de
pessoas por ano até 2050 (SUGDEN; KELLY; DAVIES, 2016).

3.1.1 Staphylococcus spp.

Entre as espécies que contemplam o género Staphylococcus, a espécie
Staphylococcus aureus é a mais notoria. Esse microrganismo € considerado o maior
causador de infeccbes hospitalares e de comunidade, sendo o micrébio mais
prevalente na superficie da pele e em regides de mucosa, podendo causar infecgbes
de pele, intoxicagcdo alimentar, pneumonia, endocardite, osteomielite, sepse entre
outros quadros clinicos alarmantes (JOSSE; LAURENT; DIOT, 2017).

O género Staphylococcus contém cepas com diferentes perfis de
resisténcia antibiotica, destacando-se a resisténcia aos antibidticos B-lactamicos:
meticilina e a oxacilina, o que proporciona o0 surgimento das cepas de
Staphylococcus resistentes a meticilina — MRS (Methicillin Resistant Staphylococci),
cepas essas que representam um grande impacto na morbimortalidade dos
pacientes hospitalizados (FOSTER, 2017).

3.1.2 Enterococcus spp.

As espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sdao as que
mais destacam-se no género dos Enterococcus e, frequentemente, estdo
associadas a episodios de septicemia, endocardite, infecgdes do trato urinario entre
outras enfermidades. O género dos Enterococcus abriga cepas com diversas
resisténcias intrinsecas a antimicrobianos comercialmente disponiveis, o que pode
vir a dificultar o tratamento das infeccées causadas por esses microrganismos
(KATHIRVEL et al., 2019).
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Entre os principais perfis de resisténcia aos antimicrobianos que podem
ser expressos por esse género bacteriano, destacam-se o surgimento das cepas
que apresentam elevados niveis de resisténcia aos aminoglicosideos (High-level
Resistance to Aminoglycosides) conforme Moussa et al. (2019) e o surgimento das
cepas de Enterococcus resistentes a vancomicina (Vancomycin Resistant

Enterococcus) conforme Braiek; Smaou (2019).

3.2 Terapia antimicrobiana frente a resisténcia microbiana

Os antimicrobianos sao substincias com capacidade de destruir
microrganismos (bactérias, fungos, protozoarios e virus) ou inibir o seu crescimento,
podendo ser de origem natural (antibioticos) ou sintética (quimioterapicos). No
entanto, vale ressaltar que com frequéncia o termo “antibiético” é utilizado para se
referir a antibacterianos (TAVARES, 2014). De acordo com a agao antimicrobiana,
os farmacos podem ser denominados antibacterianos quando a acgéo reside sobre
bactérias; antifungicos, quando a agao reside sobre fungos; antiprotozoarios, quando
os alvos sao protozoarios e; antivirais, quando a agao € sobre virus (BRANDT et al.,
2015).

O inicio da “Era dos Antibidticos”, a partir de 1940, foi possibilitado pela
descoberta anterior da penicilina por Alexander Flemming, marcando um novo
periodo na histéria da humanidade em que as doencas infectocontagiosas foram se
tornado cada vez menos prevalentes e causando menor morbimortalidade,
sobretudo em paises desenvolvidos (CORREA et al., 2020).

Com o passar dos anos, apesar dos crescentes estudos para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos, o uso indiscriminado de antibidticos e
quimioterapicos, muitas vezes de forma ndo adequada e sem indicacdo médica,
levou ao surgimento de diversos patdgenos resistentes, trazendo ao cenario
cientiico um novo desafio, a resisténcia aos antimicrobianos (KATZUNG,;
MASTERS; TREVOR, 2017).

Dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), no ano de
2013, evidenciaram que cerca de metade de todos os antimicrobianos em uso
atualmente sdo utilizados de maneira inadequada. Apesar dos grandes avangos

permitidos pelas terapias antimicrobianas, o uso indiscriminado na medicina, na
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agricultura e pela populagdo em geral culminaram em um rapido desenvolvimento de
microrganismos resistentes (CDC, 2013; SILVA; AQUINO, 2018).

Nos Estados Unidos da América estima-se que ocorram, por ano, cerca
de dois milhdes de casos de infec¢do por microrganismos com algum grau de
resisténcia aos antibiéticos. A RM é um fendmeno também que gera custos muito
superiores ao que seria necessario para combaté-la. Acredita-se que os gastos com
tratamento de individuos com RM cheguem proximo a 100 trilhdes de ddlares
americanos em 2050 (ALVIM, 2017).

Portanto, enfrentar o desafio que representa a RM é uma tarefa conjunta
para profissionais de saude e pacientes. Estes devem se basear no uso racional e
responsavel dos antimicrobianos e em medidas basicas de prevengdo, como
lavagem frequente das méos, desinfecgdo de objetos coletivos ou de uso privado,
isolamento do contato com pessoas infectadas, bem como a pratica da educacéao
continuada pelos profissionais da area, que sdo muito importantes para garantir um
maior controle do uso de antimicrobianos nos servicos de saude (SILVA; AQUINO,
2018).

Os mecanismos pelos quais 0s microrganismos podem apresentar
resisténcia sao diversos (sintese de enzimas, diminuigdo da absor¢ao de moléculas
exdgenas, bombas de efluxo, alteracdo na conformacédo do local de agédo e
aquisicdo de material genético, dentre outros), mas, no geral, levam a uma menor
eficacia ou ineficacia do tratamento, surgindo a necessidade de combinacédo de
drogas ou uso de farmacos alternativos. Nesse sentido, o desenvolvimento de novos
farmacos com agao antimicrobiana, em face da velocidade de surgimento de cepas
resistentes, tem sido um grande alvo para a industria farmacéutica (SILVA; AQUINO,
2018; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Em paralelo, também tém se realizado diversos estudos na tentativa de
desenvolver antimicrobianos de origem natural, os quais podem servir como base
para o desenvolvimento de novos farmacos, além de auxiliar em tratamentos
convencionais ja consagrados e melhorar a qualidade de vida da populagao
(SUGDEN; KELLY; DAVIES, 2016).
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3.3. Plantas medicinais: Metabdlitos secundarios

Por geragdes as plantas vém sendo utilizadas para finalidades curativas
de diversos quadros clinicos, desde problemas gastrointestinais, cardiovasculares,
respiratorios entre outras sintomatologias, o que demonstra o louvavel potencial
bioativo que as espécies vegetais podem vir a apresentar (GHOLAMNEZHAD et al.,
2018). Somado a isso, o uso de plantas medicinais com fins terapéuticos tem se
intensificado, devido a biodiversidade expressiva da flora brasileira, bem como ao
fato do alto custo de alguns medicamentos e o dificil acesso por parte da populagéo
(SANTOS, 2010).

Outra questao que contribui para o aumento da busca por medicamentos
a base de produtos naturais € o fato de que as formulagdes advindas de plantas
medicinais possibilitam uma reducido de efeitos adversos quando comparada as
formulacdes de origem sintética (BOYD et al., 2013).

Nesse sentido, pesquisas demonstraram que as composi¢des produzidas
pelas plantas medicinais abrangem uma gama de metabdlitos primarios e
secundarios, os quais sao separados por diferentes técnicas. Os metabdlitos
primarios sao substancias encontradas em todas as células vegetais e sao
fundamentais para o desenvolvimento da plantas, entre eles pode-se citar os
agucares, aminoacidos, proteinas e os acidos nucléicos. Ja os metabdlitos
secundarios, geralmente estdo associados a atividades toxicas medicinais e de
grande valor ecoldgico (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020).

Os efeitos biologicos oriundos das plantas medicinais podem vir a ser
explicado pelos compostos bioativos presentes nesses vegetais que sao justamente
os metabdlitos secundarios, também denominados fitoquimicos, como alcaloides,
flavonoides, flavonois, terpenoides, 6leos essenciais e taninos. Esses metabdlitos
sdo capazes de combater infecgbes microbianas com baixas chances de promover
efeitos adversos (CHANDRA et al., 2017).

Os taninos sao um grupo de compostos polifendlicos soluveis em aguas
provenientes do metabolismo das plantas. Com base em sua estrutura e
caracteristica quimica, eles s&do divididos em taninos hidrolisaveis, poliésteres de
acido galico e varios agucares individuais e taninos condensados, polimeros de
flavonoides que podem desempenhar agao antibacteriana, como por exemplo sobre
a Escherichia coli (OGAWA; YAZAKI, 2018), antiviral, antioxidante e antiprotozoaria
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(TURCHI et al., 2019). Adicionalmente, tem se incentivado a adicdo de taninos,
como suplementos dietéticos para diferentes espécies animais (MANNELLI et al.,
2018; MINIERI et al., 2016).

Desse modo, diante da potencialidade de ag¢des bioldgicas que os taninos
podem desempenhar é pertinente a necessidade de investigagdes de produtos
naturais que contemplam, em sua constituicao, esse metabdlito, como € o caso do

Babacgu (Attalea speciosa).

3.4 O babacgu (Attalea speciosa) e seu corante do mesocarpo

A palmeira do babacgu (Figura 1) (Orbignya speciosa Mart. ex Spreng,
recentemente denominada de Aftalea speciosa Mart. ex Spreng) conforme Silva;
Araujo; Barros (2015) é uma planta nativa do Brasil que se distribui por grande parte
do pais, desde o estado do Amazonas até o estado de Sao Paulo. Contudo, nas
regides Norte e Nordeste, sobretudo nos estados do Maranhdo e do Piaui, estdo

localizadas as reservas mais abundantes desta palmeira.
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Figura 1 - Palmeira do babagu (Orbignya speciosa Mart. ex Spreng,
recentemente denominado de Attalea speciosa Mart. ex Spreng).

Fonte: DE OLIVEIRA et al. (2016, p. 2).

O fruto do babagu (Figura 2), de grande importancia socioecondémica, é
constituido, estruturalmente, pelo epicarpo, parte externa e fibrosa, que constitui
12% do fruto e apresenta cor amarelo-avermelhada; pelo mesocarpo, parte abaixo
do epicarpo, que representa 23% do fruto e possui aspecto farinhoso. Ele é rico em
amido e contém o corante que é a substancia-alvo deste estudo; além de conter o
endocarpo, parte lenhosa, que corresponde a 58% do fruto, protege as améndoas e
é utilizada para produzir carvao vegetal; ja a parte central do fruto € composta por
améndoas, geralmente trés ou quatro, das quais se extrai o 6leo vegetal (OLIVEIRA
et al., 2019; SILVA et al., 2019).
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Figura 2 - Fruto do babacgu (Orbignya speciosa Mart. ex Spreng, recentemente
denominado de Attalea speciosa Mart. ex Spreng).

Fonte: CARRAZZA; AVILA; DA SILVA, (2012, p. 6).

Santos et al. (2020) estudaram o 6leo do babagu e avaliaram sua agao na
cicatrizagao de feridas. In vitro, eles observaram que o 6leo do babagu aumentou a
migragcao de fibroblastos L1929, inibiu a produgdo de Oxido nitrico por
lipopolissacarideos, estimulou macréfagos peritoneais e aumentou os niveis de
producéao de citocinas INF-c e IL-6. In vivo, o 6leo de babagu acelerou o processo de
cicatrizagdo em um modelo de ferida em camundongos Swiss, aumentando o
nuamero de fibroblastos, vasos sanguineos e deposigdo de colageno nas feridas,
além de recrutar células inflamatérias para o local da ferida e apresentar efeito anti-
inflamatério.

Santos et al. (2021) avaliaram nanoemulsdes do 6leo do babagu e
constataram baixa citotoxicidade nos ensaios de viabilidade celular com linhagens
de células de fibroblastos embrionarios murinos (NIH / 3T3, ATCCe CRL-1658),
atestando viabilidade celular acima de 92%, além de efetiva agdo antioxidante.
Desse modo, enfatizaram a possivel promissora exploragédo do babagu na industria
alimenticia ou como fitoterapicos antioxidantes.

Machado et al. (2019) analisaram o 6leo da améndoa do babagu e

detectaram acdo antibacteriana contra K. pneumoniae KP- ATCCe 10031
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(Concentracao Inibitéria Minima (CIM)=406,37 ug/mL) e Staphylococcus aureus
ATCC 6538 (CIM = 812,75 ug/mL). No entanto, para outras cepas (Proteus vulgaris
PV— ATCCe 13315; Shigella flexneri EC— ATCCe 12022; Pseudomonas aeruginosa
PA— ATCCe 9027; Escherichia coli EC— ATCCe 10536; Escherichia coli EC-06;
Bacillus cereus BC— ATCCe 33018 e Staphylococcus aureus SA-10) o Oleo
apresentou CIM = 1024 ug/mL. Além disso, foi observado que o éleo da améndoa do
babacu possibilitou um efeito sinérgico quando associado a amicacina e a
gentamicina contra a cepa de S. aureus (SA-10), destacando o potencial de
modulagao desse subproduto do babacu.

Barroqueiro et al. (2016) demonstraram que o extrato etandlico do
mesocarpo de babacu possui acao atividade antimicrobiana sobre Enterococcus
faecalis (ATCCe 29212) (CIM: 7,8 mg/mL), Staphylococcus aureus (ATCCe 25923)
(CIM: 32,1 mg/mL) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (isolado
clinico) (CIM: 32,1 mg/mL). No entanto, esse extrato ndo se mostrou eficaz frente a
Escherichia coli e a Pseudomonas aeruginosa (nao se evidenciou formagao de halo
no teste preliminar de disco difusdo), além disso, também evidenciou uma agao
imunomoduladora inibindo TNF-a e IL-6 em camundongos Swiss submetidos a
sepse.

Oliveira et al. (2016) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato da
folha da palmeira do babagu contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Candida
parapsilosis. No entanto, ndo houve atividade significativa nas concentragdes de 25,
50 e 100 mg/mL, mas os autores enfatizaram que pela composicao quimica do
extrato da folha da palmeira do babagu (acido caprico, acido palmitico, citronellol,
acido linoleico, acido linolénico e acido estearico) esse vegetal tem potencial para
ser util nas industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas.

Adicionalmente, é importante destacar que o diferencial de se investigar o
corante do mesocarpo do babagu é que igualmente a essa molécula, outros
corantes naturais ja demonstraram potencial antimicrobiano contra cepas
bacterianas de importancia clinica humana e animal. Entre esses corantes, pode-se
citar o pigmento vermelho Prontosil que, em 1932, Gerhard Domagk demonstrou
possuir atividade contra infecgdes estreptocdcicas em ratos e, posteriormente,
descobriu-se que a metabolizacdo do Prontosil em Sulfonilamida (molécula ativa)

era a responsavel pela atividade antimicrobiana deste corante, o que explicou sua
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acao apenas in vivo, ao passo que a Sulfonilamida possui atividade in vivo e in vitro
(ELLIS, 2014).

Assim, ao refletir sobre as informagdes apresentadas, nota-se um grande
potencial do babacgu, sobretudo, do corante do mesocarpo do babagu a ser
explorado frente a diversas agdes bioldégicas como atividade antimicrobiana, uma
vez que as pesquisas antimicrobianas feitas com essa espécie vegetal ainda sao
incipientes, além do fato de se ter ainda poucos experimentos avaliando cepas com

distintos perfis de resisténcia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do corante do mesocarpo do babacu,

frente a diferentes cepas bacterianas de importancia para saude humana.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Extrair o corante do mesocarpo do Babagu para uso nas analises do estudo.

4.2.2 Analisar as caracteristicas fisico-quimicas do corante do mesocarpo do
babacu.

4.2.3 Determinar as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) do corante do
mesocarpo do babagu para as bactérias: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecalis com a presenca do gene
vanB, que confere resisténcia a Vancomicina, Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa.

4.2.4 Investigar o efeito do corante do mesocarpo do babagu sobre a morfologia do

Staphylococcus epidermidis, por meio da microscopia de Forga atémica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtengao da matéria prima

Os frutos do babagu foram provenientes da cidade de Teresina (latitude:
05° 05’ 21” S, longitude: 42° 48’ 07” W), estado do Piaui, Brasil. Foram colhidos

entre 2020 e 2021 e fornecidos pela Universidade Federal do Piaui (Teresina, BR).

5.2 Extragao do corante a partir do mesocarpo do babagu

Neste estudo, o corante foi extraido solubilizando-se o p6 do mesocarpo
no solvente etanol a 96%, sendo que as solu¢des foram deixadas em ultrassom por
uma hora a fim de favorecer uma maior interacido entre as fases. Apos essa etapa,
foram filtradas sob vacuo, seguido de rotaevaporagao para a remog¢ao do solvente
do corante, com uma temperatura controlada de 60°C. A partir disso, as amostras do
pigmento foram liofilizadas a fim de obter apenas o pé do corante para que, com
este po, fosse possivel elaborar solugdes aquosas de acordo com as concentragoes
desejadas. Todo o processo de extracdo do corante do babagu a partir do

mesocarpo esta esquematizado na Figura 3 (SANTOS et al., 2011).

Figura 3 - Esquema representativo do processo de extragdo do corante do
mesocarpo do babagu (Orbignya speciosa Mart. ex Spreng, recentemente
denominado de Attalea speciosa Mart. ex Spreng).
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2011).
5.3 Caracterizagcao da amostra

O corante do mesocarpo do babacu foi caracterizado por meio de Analise
Térmica Simultédnea (TGA/DSC), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR) e Difragao de Raios-X (DRX).

Caracterizagao por TGA-DSC: As andlises de Termogravimetria e
Calorimetria exploratoria diferencial (TGA-DSC) foram realizadas no equipamento
NETZSCH STA 449F3 com razao de aquecimento 20°C min™', em atmosfera de ar.

A anadlise termogravimétrica € uma técnica termoanalitica que avalia a
variagdo da massa de uma determinada amostra, substancia, quando a mesma é
exposta a extremos de temperaturas, o equipamento utilizado para isso consiste em
uma termobalanga que permite a pesagem constante de uma amostra a medida em
que a mesma € aquecida ou resfriada (DENARI, CAVALHEIRO, 2012).

Espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR):
Espectros infravermelhos do corante do MB foram obtidos pelo espectrometro FTIR
Bomem MB Series em 32 varreduras, variando de 4000 a 400 cm™ com resolugao
de 4 cm™.

A técnica de FTIR fundamenta-se nas mudangas de estados energéticos
vibracionais causados pela interagdo féton-matéria na regido do infravermelho (100
a 10000 cm.4). A uma temperatura superior ao zero absoluto, todos os atomos e
moléculas encontram-se sob vibragdo constante em relacdo uns aos outros. A
absorcdo de radiacdo infravermelha permite obter informacdes sobre estas
vibragdes, as quais s&o intrinsecas de cada atomo e molécula. Assim, essa técnica
baseia-se na analise da absor¢cdo da radiacdo de diferentes frequéncias. Sua
principal funcdo ¢é identificar grupos funcionais em amostras organicas ou
inorganicas, através dos valores de absorcdo de cada elemento (GONCALVES,
2012).

Difracao de Raios-X (DRX): A técnica de difracdo de raios X consiste no
espalhamento coerente resultante da interacdo entre as ondas de radiagao
eletromagnética (raios-x) com os elétrons dos atomos de um determinado material.
Assim, nesta técnica ao incidir uma radiacdo em uma determinada amostra e
detectar o pico dos feixes de fotons, estruturas cristalinas emitem diferentes picos,

enquanto estruturas amorfas tém um unico pico acentuado (SUZUKI, 2013).
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5.4 Determinacao da atividade antimicrobiana in vitro

5.4.1 Cultura bacteriana

As espécies bacterianas utilizadas no estudo, Staphylococcus aureus
ATCCe 29213™, Staphylococcus epidermidis ATCCe 12228™, Enterococcus
faecalis ATCCe 29212™, Enterococcus faecalis ATCCg 51299™ (presenga do gene
vanB, que confere resisténcia a Vancomicina), Escherichia coli ATCCe 25922™ e
Pseudomonas aeruginosa ATCCe 27853 ™, foram cultivadas rotineiramente a 35°C £
2°C sob condi¢des aerobias, em agar Mueller-Hinton (Difco™), a partir de culturas e
estoques armazenados em freezer -80 °C no Laboratério de Microbiologia do Nucleo

de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia — Parnaiba (PI).

5.4.2 Preparo do inéculo

O preparo do indculo, bem como as demais etapas do teste
antimicrobiano, foram executadas de acordo com o preconizado no Clinical
Laboratory Standards Institute (2021), desse modo coldnias bacterianas puras com
24 horas de crescimento em agar Mueller-Hinton (Difco™), foram suspensas com
auxilio de alga bacteriolégica, em solucao salina estéril (NaCl, 0,9 % p/v). Utilizando
um agitador de tubos (tipo vértex) foi proporcionado maior homogeneidade na
turbidez da solugdo. Em seguida, verificou-se que a solugédo atingiu a absorbéancia
entre 0,08 e 0,13 em 625 nm, com auxilio de espectrofotdbmetro (UV-1800,
Shimadzu), equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1-2 x 10® unidades
formadoras de col6nias por mL (UFC/mL).

Na sequéncia, adicionou-se uma aliquota da escala 0,5 de McFarland em
caldo Muller Hinton simples e produziu-se um indculo, com concentragao bacteriana
10° UFC/mL que, quando adicionado aos pogos da microplaca de 96 pogos e em
contato com a substancia-alvo deste estudo, resultou em uma concentragcio
bacteriana 5 x 10° UFC/mL em cada pogo (CLSI, 2021). Todos os procedimentos
para a execucao dos protocolos experimentais, bem como a manipulacédo das cepas
bacterianas, foram realizados dentro de condigbes assépticas recomendadas, em

cabine de seguranca biologica nivel 2.
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5.4.3 Avaliagéo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi examinada de acordo com as normas
preconizadas pelo Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (2021), por meio do
ensaio de microdiluicido em caldo para determinagcdao da CIM em microplacas de
poliestireno de 96 pocos estéreis de fundo chato.

Primeiramente, 50 mg do corante do MB foi dissolvido em 1mL
(Dimetilsulféxido, Merck, Alemanha) - DMSO (100%). Na sequéncia, uma aliquota
de 50uL dessa solugao foi diluida em 950 pyL de Phosphate Buffered Saline (PBS)
para preparar uma solugdo de trabalho na concentragdo 2500 pg/mL, com
concentragcéo de 5% de DMSO. Conforme evidéncias cientificas, concentragbes de
DMSO acima de 20% apresentam toxicidade para as células (PICOLI et al., 2015).

Adiante, adicionou-se 100 uL do indculo bacteriano nos pocos da coluna 1
até a coluna 10, da linha A até a linha H, depois adicionou-se 100 uL da solucdo de
trabalho (2500 pg/MI) nos pogos da coluna 1 e realizou-se uma diluicdo seriada de
razao dois até os pogos da linha 8, resultando em concentragdes que variaram de
(concentragao do corante variando de 1.250 a 9,76 pg/mL) em caldo Mueller-Hinton
(Difco™),

A cada um dos pocgos da coluna 10 foram adicionados 100 yL de DMSO
a 5%, realizado homogeneizacéo e descartado 100 uyL para, assim, ter controle de
crescimento bacteriano na presenca de 2,5% de DMSO. Nos pogos da coluna 11
(controle de esterilidade da substancia teste) e 12 (controle de esterilidade do meio
de cultura/microplaca) foram adicionados 100 pL de caldo Muller-Hinton. E
importante ressaltar que nos pogos da coluna 11 foram adicionados também 100 uL
da solucéo de trabalho, realizado homogeneizacéao e descartado 100 uL para servir
de controle de esterilidade da substancia teste, conforme ilustrado na Figura 4.

Ressalta-se que essas concentragdes foram definidas de acordo como
observado por Simonetti ef al. (2015) que consideraram como promissor uma
substancia ou extrato com potencial antimicrobiano inibitério que apresenta CIM<100
Mg/mL, potencial inibitério moderado quando apresentar CIM entre 100 — 500 ug/mL,
potencial inibitério fraco para CIM entre 500 — 1.000 ug/mL e compostos inativos os
que apresentam CIM superior a 1.000 ug/mL.
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E importante destacar que as microplacas apresentaram os controles
crescimento bacteriano, crescimento bacteriano em presenca de DMSO, controle de
esterilidade da substancia-teste (corante do mesocarpo do babacgu) e esterilidade do

meio de cultura, conforme expresso na Figura 4.

Figura 4: Desenho experimental para a determinagao da Concentragao
Inibitéria Minima in vitro do corante do mesocarpo do babacgu, pelo método de
microdiluicao em caldo.
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Fonte: Tourinho, 2021.

Legenda: CB: Controle de Crescimento da Bactéria; CBDmso: Controle de Crescimento bacteriano na
presenca do Dimetilsulféxido (DMSO); ES: Controle de esterilidade do corante do mesocarpo do
babagu; EM: Controle de esterilidade do meio de cultivo e /ou da microplaca.

Os testes foram realizados em ftriplicata, onde as placas foram incubadas

por 24h em condi¢des aerdbias a 35 £2 °C e o resultado foi observado apds esse
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periodo de tempo. A menor concentragao capaz de inibir o crescimento microbiano
foi considerada a CIM.

As microplacas utilizadas no presente estudo, apds a etapa de incubacao
em estufa bacteriologica, foram primeiramente avaliadas visualmente para a
detecgao, a olho nu, dos pocos com turbidez visivel, que é indicativo de crescimento
bacteriano e assim possibilitar a identificacdo da CIM.

ApOs essa etapa, as microplacas foram submetidas a analise por meio do
corante Alamar Blue ® (Azul de resazurina). Para essa analise foi preparada uma
solugdo de azul de resazurina na concentracdo de 0,01%, e na sequéncia 20 pL
dessa solugcao foram adicionadas aos pocos da microplaca. As mesmas foram
incubadas por 30 minutos e apds o término do periodo de incubagao analisou-se a
coloragdo dos pocos. O azul de resazurina € um indicador fluorescente com a
propriedade redox. A forma oxidada € azul (célula ndo viavel) e a forma reduzida é
résea (célula viavel) (FOERSTERS et al., 2017). A revelagéo da CIM do corante do
babacu por meio do azul de resazurina foi determinada como a menor concentracéo

do corante em que todos os pogos apresentavam coloragao azul.

5.4.4 Avaliagao do efeito do corante do mesocarpo do babagu por microscopia de
forga atdmica (MFA)

Para avaliar possiveis alteragbes morfologicas causadas pela acédo do
corante, a partir do experimento para determinacdo da CIM, bactérias pertencentes
ao grupo controle de crescimento bacteriano (sem tratamento), ao grupo tratado com
concentrag&o subinibitéria minima (Sub-CIM) e ao grupo tratado com o corante em
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), foram observadas por meio da técnica de
Microscopia de Forga Atdémica (MFA). A cepa Staphylococcus epidermidis ATCC®
12228™ foi utilizada neste experimento. Apds a determinacao da CIM, uma aliquota
dos pogos (20 pL) referentes aos grupos citados acima foi depositada sobre uma
lamina de vidro limpa e esperou-se a secagem da amostra (ARAUJO et al., 2015).

Brevemente, apds a adsorcdo da amostra, as laminas foram lavadas trés
vezes com agua destilada e, depois de secas, foram analisadas em microscopio de
modelo TT-AFM (AFM Workshop - EUA), no modo de contato intermitente (tapping
mode), usando sondas TAP300-G10 (TED PELLA, INC.) com uma frequéncia de
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ressonancia de aproximadamente 240 kHz. Imagens representativas de 512x512

pixels € 10 um x 10 ym foram analisadas com o programa Gwyddion 2.55.

5.4.5 Analise estatistica

Para a analise estatistica, foi utilizado o software Graphpad Prism, v. 5.0.
Os resultados dos ensaios antimicrobianos foram realizados em ftriplicata e
expressos em media geométrica. Os dados obtidos foram checados para a sua
distribuicdo normal e analisados por ANOVA de duas vias (p < 0.05; *p < 0.1; ****p <
0.0001), comparando os valores de cada concentragado da solugao do corante, ponto

por ponto, usando teste post-hoc de Bonferroni de acordo com Leal ef al. (2019).

5.5 Aspectos éticos

Este projeto envolve patriménio genético ou conhecimento tradicional
associado. Portanto, foi realizado cadastro no Sistema Nacional de Gestdao do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), conforme
Lei n° 13.123/2015 e o Decreto n°® 8.772, de 2016 (cadastro de acesso SISGEN N°
A4363C3).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizagcao da amostra

6.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR (Figura 5) mostrou que a banda larga e intensa no intervalo de
3700 a 3000 cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo O-H com ligacdo
intermolecular de hidrogénio, podendo indicar presenga de alcool ou fenol na
amostra. As bandas média e fraca em 2922 cm™ e 2854 cm™, respectivamente, séo
caracteristicas de estiramentos simétricos da ligagdo C-H, que podem indicar a
presenca de celulose, proteinas e lignina, além de variagbes de amilase e
amilopectina. A banda forte e estreita em 1608 cm' pode ser atribuida ao
estiramento C=0 em proteinas ou ainda a vibragcdo das moléculas de H,O
adsorvidas na fase amorfa do material. A banda média de absorgdo em 1354 cm
pode ser relacionada ao alongamento da ligagdo N-H presente em amidas de
proteinas e a flexdo da ligagdo C—H da celulose. Sob visdo geral, as bandas
exibidas no intervalo de 1275 cm” a 960 cm™ correspondem ao estiramento da
ligacdo C—O e podem ser referentes a presenca de carboidratos. O ombro sutil em
1157 cm™ pode ser atribuido principalmente aos alongamentos das ligagbes C—C e
C-O (podem ser de moléculas do amido). Por fim, as bandas entre 880 cm™ e 400
cm” correspondem, principalmente, a deformagbdes angulares fora do plano da
ligacdo C-H em anéis aromaticos monosubstituidos caracteristicos da lignina
(VIEIRA et al., 2011; VIEIRA et al., 2010).

Figura 5 - Analise por Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) do corante do mesocarpo do babagu
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Fonte: Tourinho, 2021.

6.1.2 Analise Térmica Simultanea (TGA/DSC)

A analise termogravimétrica apresentada na Figura 6 revelou a presenca
de quatro estagios de decomposic¢ao. Os dados referentes as temperaturas on set e
end set, e os valores de perda de massa referentes a cada estagio estao dispostos
na Tabela 1. O primeiro estagio, com perda de massa de 9,94%, pode ser associado
a desidratacdo do material e/ou a decomposi¢cédo de solventes volateis. O segundo
estagio, no qual a perda de massa é mais acentuada (19,41%), possivelmente é
referente ao composto ou molécula majoritaria da composigdo. As demais etapas,
mais sutis, sao provavelmente correspondentes aos derivados residuais do
composto principal. Por fim, a analise indicou residuo de 42,65% em temperatura de
700 °C.

Figura 6 - Analise Térmica Simultanea (TGA/DSC) do corante do mesocarpo do

babacu
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Fonte: Tourinho, 2021.

Legenda: Linha azul: percentual de decomposi¢céo da massa em relagédo ao aumento da
temperatura). Linha vermelha: picos de decomposi¢cdo da massa em relagdo ao aumento da
temperatura
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Tabela 1- Analise Térmica Simultanea (TGA/DSC) do corante do mesocarpo do

babacu
Faixa de temperatura
Perda de massa Residuo
On set End set
26 °C 145 °C 9,94%
145 °C 310 °C 19,41%
42 .65%
310 °C 380 °C 8,91%
380 °C 500 °C 9,96%

Fonte: Tourinho, 2021.

6.1.3 Difragao de Raios-X (DRX)

A analise de difragao de raios X (Figura 7) se baseia na cristalinidade dos

materiais. Nesse caso, o pico amplo exibido de 10 a 30 °C sugeriu uma natureza

essencialmente amorfa ao material.

Figura 7 - Difragdao de Raios-X (DRX) do corante do mesocarpo do babagu
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Fonte: Tourinho, 2021.

6.2 Determinacgao da atividade antimicrobiana in vitro

6.2.1 Efeito antibacteriano in vitro do corante do mesocarpo do babacu: teste de

Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
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O corante apresentou potencial inibitorio contra bactérias Gram-positivas, tais
como S. aureus ATCC® 29213™  S. epidermidis ATCC® 12228™ e E. faecalis
ATCC® 29212™ (Tabela 2), com CIMs variando de 1.250 a 19,53 ug/mL. Conforme
observado, o corante ndo foi ativo contra as bactérias Gram-negativas utilizadas e

contra a bactéria resistente (E. faecalis — vanB) nas concentracdes testadas.

Tabela 2 - Avaliagao da atividade antibacteriana do corante do mesocarpo do

babacu
Bactérias Concentragao Inibitéria Minima
(ng/mL)
Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ 625
Staphylococcus  epidermidis ~ ATCC® 19,53
12228™
Enterococcus faecalis ATCC® 29212™ 1.250

Enterococcus faecalis ATCC® 51299™ -
Escherichia coli ATCC® 25922™ -

Pseudomonas aeruginosa ATCC® -
27853™

Fonte: Tourinho, 2021.
Legenda: ATCC®: American Type Culture Collection; auséncia de atividade antibacteriana.

6.2.2 Efeito antibacteriano in vitro do corante do mesocarpo do babacu: teste de
Microscopia de Forga Atdmica (MFA)

As imagens de MFA (Figura 8) revelam a morfologia bacteriana sem
tratamento e ap6és tratamento com o corante do MB. E possivel observar que as
bactérias do grupo controle apresentam morfologia caracteristica da espécie
estudada, Staphylococcus epidermidis (cocos em cachos). Esta cepa foi escolhida
para o teste de MFA por apresentar maior susceptibilidade ao corante do MB no
teste de CIM (Tabela 2). Em contrapartida, nas imagens pode-se visualizar aumento
de tamanho nas bactérias tratadas com concentragéo sub-inibitéria/Sub-CIM (Z = 2,8
Mm), comparadas ao controle (bactérias nao tratadas, Z = 2,2 ym). As bactérias
tratadas com Concentracgao Inibitéria Minima do corante do MB (CIM = 19,53 ug/mL)

apresentaram-se destruidas com completa perda do formato caracteristico (cocos).
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Figura 8 - Imagens 3D (esquerda) e de amplitude (direita) da bactéria S.
epidermidis por MFA. Nao tratada (A e B), apds tratamento com a concentragao
SubCIM (C e D) e apés tratamento com a CIM (E e F) do corante do mesocarpo

do babacu.
B
2.2 pym
0.0 pm
D
2.8 uym
0.0 um
F

Fonte: Tourinho, 2021. '

Na Figura 8 é visivel que as bactérias tratadas com a CIM (19,53 ug/mL)
do corante do MB apresentaram significativa deformagao, demonstrando provavel

lise celular e caracteristica bactericida do corante do MB.
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7 DISCUSSAO

A literatura evidencia que na composicdo quimica da farinha do
mesocarpo do babagu predominam polissacarideos (principalmente amido), taninos
e antocianinas (ARRUDA; LIMA; RIBEIRO, 2012; FARIAS et al., 2019; RANGEL et
al., 2011), o que indicou a possibilidade de o corante do MB ser, quimicamente, uma
dessas moléculas.

Nas anadlises de caracterizagao realizadas neste estudo, a TGA/DSC
(Tabela 1) evidenciou que o corante do MB é possivelmente composto por tanino,
sendo as demais fragbes compostas por etanol, H.O e residuos. A DRX (Figura 7),
por sua vez, indicou o carater amorfo do material, ou seja, as moléculas inteiras que
compdem o corante do MB apresentaram-se em um arranjo desordenado, o que traz
uma aparéncia mais transparente a amostra, por sua vez possui uma menor
densidade, menor resisténcia mecanica e quimica, maior estabilidade dimensional, e
isso vai ao encontro dos resultados na tabela 1, figura 6, nas quais demonstraram
que o corante do MB, revelou-se com certa fragilidade frente a exposigao a extremos
de temperatura, pois sabe-se que quanto maior a cristalinidade de um polimero,
maior sera a sua resisténcia quimica (CALLISTER; RETHWISCH, 2012). Ressalta-
se que a encapsulagdo, complexacdo ou mesmo revestimento do corante do MB,
com por exemplo, quitosana, pode vir a melhor proteger o principio ativo desse
produto natural de condigbes extremas como aumentos de temperatura (AKBARIAN
et al., 2020).

Os sodlidos farmacéuticos (principio ativo e excipientes) podem
apresentar-se na forma cristalina ou na forma amorfa (REY, 2017). No estado
cristalino, as unidades constituintes do sélido encontram-se ordenadas numa rede
rigida, a rede cristalina. O estado amorfo, contrariamente ao estado cristalino,
consiste num arranjo desordenado de moléculas que ndo possui uma rede cristalina
distintiva (PAAVER, 2015). Alteragdes da rede cristalina podem causar implicagdes
na morfologia do farmaco e excipientes, no tamanho de particula, no surgimento de
polimorfismos, no processo de solvatagdo e hidratacdo, consequentemente
interferindo em parametros como dissolucao, biodisponibilidade da formulagao, entre
outros (FLORENCE; ATTWOOD, 2011).
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Os estudos mostram que moléculas na forma amorfa encontram-se num
estado de energia mais elevado comparativamente a sua forma cristalina,
consequentemente, o farmaco amorfo apresenta maior solubilidade (GROHGANZ et
al., 2013). Contudo, compostos no estado amorfo sdo reconhecidos por possuirem
fraca estabilidade termodinamica, podendo cristalizar ao longo do tempo de
armazenamento (WILLIAMS; WATTS; MILLER, 2012). No entanto, existem técnicas
de estabilizacdo de compostos amorfos, originando uma dispersdo solida
(JANSSENS; VAN DER MOOTER, 2009; LAITINEN et al., 2013).

Aliado a isso, as pesquisas relatam que os taninos sdo substancias
amorfas, geralmente de coloragdo marrom escura, proveniente do metabolismo
secundario das plantas (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004). Levando em
conta as interpretagcdes permitidas pela FTIR (Figura 5) sobre suas estruturas
moleculares, pode-se especular que o corante do MB é possivelmente o metabdlito
secundario tanino. O FTIR (Figura 5) mostrou que a banda larga e intensa no
intervalo de 3700 a 3000 cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo O-H com
ligacdo intermolecular de hidrogénio, podendo indicar presenga de alcool ou fenol na
amostra, ressalta-se que os taninos sdo um grupo de compostos polifendlicos
soluveis em aguas provenientes do metabolismo das plantas (OGAWA; YAZAKI,
2018).

As pesquisas evidenciaram que os taninos podem ser potentes agentes
antimicrobianos para diversas cepas como Listeria monocytogenes (BISHA et al.,
2010), Escherichia coli e Streptococcus mutans (RAVINDRANATHAN et al., 2018),
Candida albicans (FELDMAN et al., 2012), Bacillus cereus (TAMURA et al., 2016),
Acinetobacter baumannii (MIYASAKI; RABENSTEIN; RHEA, 2013), S. aureus,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, E. coli e Salmonella enterica
(RUBIO; ARGANDONA; MOTA, 2013).

Diante disso, diferentes cepas bacterianas Gram-negativas e Gram-
positivas foram utilizadas neste estudo para avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro do corante do MB. Como pode ser visualizado na Tabela 2, percebeu-se que a
composi¢cao quimica do corante do MB, possivelmente um tanino, apresentou
atividade antibacteriana in vitro contra as cepas Staphylococcus aureus ATCC®
29213 (CIM: 625ug/mL); Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 (CIM:
19,53ug/mL); Enterococcus faecalis ATCC® 29212 (CIM: 1.250ug/mL).
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Maisetta et al. (2019) avaliaram a agado antimicrobiana dos extratos
(aquoso/etandlico) de Cytinus hypocistis cujo composto marjoritario € o tanino,
contra trés espécies de bactérias Gram-positivas e obtiveram importantes CIMs para
S. aureus ATCC® 33591 (CIM:500ug/mL / CIM:125ug/mL), S. epidermidis ATCC®
35884 (CIM:500pg/mL / CIM:250ug/mL), Enterococcus faecium Van R
(CIM:125ug/mL / CIM:31,25ug/mL).

No entanto, as cepas Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa ATCC®
29534 (CIM:>500pg/mL / CIM:>500ug/mL) e Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-
1706 (CIM:>500ug/mL / CIM:>500ug/mL) nédo foram afetadas pelos extratos de
Cytinus, assim como neste estudo, Tabela 2, no qual o corante do MB néo
demonstrou potencial antibacteriano frente as cepas Gram-negativas Escherichia
coli ATCC® 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 (CIM: :>1250ug/mL).

Nessa perspectiva, de forma semelhante a deste estudo, Barroqueiro et
al. (2016) ao também estudarem a Aftalea speciosa evidenciaram acao
antimicrobiana apenas contra as cepas Gram-positivas, ndo observando agao sobre
as Gram-negativas. Barroqueiro et al. (2016) demonstraram que o extrato etandlico
do MB possui agado antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis (ATCC® 29212)
(CIM: 7,8 mg/mL), Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) (CIM: 32,1 mg/mL) e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (isolado clinico) (CIM: 32,1
mg/mL), no entanto, esse extrato n&do se mostrou eficaz frente a Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (ndo se evidenciou formag¢ao de halo no teste preliminar
de disco difusao).

Nesse sentido, Oliveira (2018) também investigou a atividade
antimicrobiana in vitro do MB em relacdo as cepas bacterianas Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATTC® 25923™ Bacillus cereus ATTC® 25922™  Bacillus
subtilis ATTC® 6623™ e Listeria monocytogenes ATTC® 4677™, e Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa ATTC® 15442™  Escherichia coli ATTC® 25922™ e
Salmonella ATTC® 13076™. Todavia, o MB apresentou atividade antibacteriana in
vitro apenas contra as cepas Gram-positivas Staphylococcus aureus e Bacilus
cereus, de forma similar aos dados obtidos neste estudo.

Simonetti et al. (2015), consideram que compostos naturais sdo inativos
contra microrganismos quando apresentam CIM superior a 1.000 pg/mL. Aliado a

isso, neste estudo é perceptivel que o corante do MB ndo exerceu atividade
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antimicrobiana para as cepas bacterianas Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa),
pois as ClIMs foram acima de 1250ug/mL (Tabela 2).

As pesquisas mostraram que as bactérias Gram-positivas sdo mais
suscetiveis as propriedades antimicrobianas de produtos naturais, como o corante
do MB. Em contrapartida, as bactérias Gram-negativas mostraram-se mais
resistentes ao potencial biolégico dos vegetais, e isso pode vir a ser explicado pela
prépria morfologia deste grupo bacteriano que favorece maior protegdo contra
substancias antimicrobianas (VERAS et al., 2017).

Entre as cepas Gram-positivas utilizadas nesta pesquisa, a bactéria
Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228™ foi a que mais se mostrou suscetivel ao
potencial antimicrobiano do corante do MB, revelando no teste de CIM, pelo método
de microdiluicdo em caldo, uma CIM: 19,53ug/mL (Tabela 2), substancia essa que
possivelmente tem como composto marjoritario o metabdlito secundario tanino.

Assim, aprofundando a analise dos efeitos antimicrobianos do corante do
MB sobre essa cepa de S. epidermidis ATCC® 12228, foi realizada a analise de
microscopia de forga atdbmica (Figura 8) na qual é visivel que o in6culo bacteriano de
S. epidermidis ATCC® 12228 tratado com a CIM (19,53 ug/mL) do corante do MB
apresentou morfologias bacterianas com significativa deformacéo, demonstrando
provavel lise celular e caracteristica bactericida do corante do MB.

Neste estudo, na Figura 8, as células bacterianas do in6culo do controle
de crescimento bacteriano apresentaram superficie lisa e aparéncia arredondada.
No entanto, no inéculo bacteriano submetido a SubCIM e a CIM do corante do MB, a
morfologia bacteriana mudou marcadamente em comparagdo com o grupo de
controle.

Apds o tratamento com a concentracdo SubCIM do corante do MB as
bactérias apresentaram, visivelmente, um aumento significativo do tamanho celular
(2,8um) em relagdo as bactérias do grupo controle (2,2um), o que pode ser
sugestivo de um inicio de preparacéo para lise osmotica, hipotese essa que ganha
sustentabilidade ao observar as bactérias submetidas a CIM do corante do MB, no
qual observou-se bactérias aderidas umas as outras, com significativo encolhimento
(1,15um), deformadas, com sugestivo rompimento de parede e membrana celular.

Por meio da técnica de microscopia de forgca atbmica, Araruna et al.
(2020) ao analisarem as CIMs de nanoparticulas de prata compostas por MB, sobre
S. aureus ATCCg 29213 (CIM: 13,5 pg/mL a 27 pg/mL) e E. coli ATCCe 25922 (CIM:
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6,75 pg/mL a 13,5 ug/mL), evidenciaram danos notaveis a membrana celular dessas
bactérias. Possivelmente, o efeito antibacteriano visualizado pela microscopia de
forga atébmica, no estudo de Araruna et al. (2020) e nos resultados deste estudo,
podem ser decorrentes da composig¢ao quimica presente no MB.

Estudos com a Aftalea speciosa sugerem que um dos metabdlitos
secundarios que mais predomina na composi¢gao quimica do MB seja o tanino
(ARRUDA; LIMA; RIBEIRO, 2012; FARIAS et al., 2019; RANGEL et al., 2011). Além
disso, nas analises de caracterizagdo do corante do MB (Tabela 1, Figura 5 e Figura
7) realizadas neste estudo, evidenciaram que provavelmente os taninos compdem
de forma significativa ou mesmo marjoritariamente o corante do MB.

Os taninos podem ter um diversificado mecanismo de agao
antibacteriano, atuando desde a parede celular bacteriana, membrana lipidica,
receptores de membrana e canais ibnicos, metabdlitos bacterianos e até mesmo
atuar contra a formacao de biofilme, além de se evidenciar relatos de modulacao
antibiética com esse metabdlito secundario (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2020).

Possivelmente, pelo carater lipofilico, os taninos acumulam-se nas
membranas celulares e exercem seu potencial antimicrobiano por meio da formacao
de complexos com proteinas extracelulares e da parede das células das bactérias,
inativando enzimas e, assim, levando a eventos como a lise osmotica, resultando em
uma diminuicdo da concentragdo intracelular de adenosina trifosfato (ATP) e,
consequente, aumento das concentracbes extracelulares de potassio e ATP e
liberacao de constituintes celulares, causando a perda da homeostase celular (LI et
al., 2014).

Diante disso, pode-se especular que a atividade antibacteriana do corante
do MB evidenciada neste estudo, pode ter sido exercida em virtude da provavel
composi¢cao quimica desse produto natural, mais precisamente, do metabdlito
tanino, uma vez que, como explanado nos paragrafos anteriores, esse metabdlito
pode agir de maneiras variadas, inclusive promover o evento de lise osmoética, fato
esse que pode explicar o fendmeno observado na Figura 8 deste estudo.

Assim, percebeu-se o importante potencial antimicrobiano do corante do
MB neste estudo e a relevancia de outras pesquisas que também utilizaram a
Attalea speciosa com finalidade antimicrobiana e também obtiveram éxito contra
bactérias Gram-positivas, principalmente contra Staphylococcus sp. O género

bacteriano Staphylococcus é o mais frequentemente encontrado em ambientes
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hospitalares e envolvido em importantes infec¢des humanas, sejam infec¢des de
pele, de tecidos moles, de feridas, de sitios cirdrgicos, pneumonia, septicemia e
infeccoes 6sseas (NANOUKONA et al., 2017).

O género Staphylococcus é composto por dois grupos principais, 0s
Staphyloccoccus coagulase-positivos, no qual destaca-se a espécie Staphylococcus
aureus e o grupo dos Staphylococcus coagulase-negativos, no qual destaca-se a
espécie Staphylococcus epidermidis, mas outras espéceis como S. cohnii, S.
haemolyticus, S. warneri e S. xylosus também podem ser patogénicos e causar
infeccdes nosocomiais (HITZENBICHLER et al., 2017; TAYYAR et al., 2015).

Neste estudo, o corante do MB teve a melhor CIM para o Staphylococcus
coagulase negativa, S. epidermidis (CIM: 19,53ug/mL) revelando assim a possivel
aplicacao desse corante para o desenvolvimento de artificios como sabonetes, como
adjunto de solugdes degermantes ou demais produtos para combater os episddios
de processos infecciosos desencadeados por cepas dessa espécie, ou mesmo
desse género bacteriano.

Além disso, as espécies de Staphylococcus também exibem resisténcia a
importantes antimicrobianos como ampicilina e meticilina (DELORME; GARCIA;
NASR, 2017; MOGES et al, 2014) e inclusive a vancomicina e imipenem
(HITZENBICHLER et al., 2017; PREMANADHAM; LAKSHMI; REDDY, 2017;
TAYYAR et al., 2015). Situagdo essa que ameacga a estabilidade da terapéutica
medicamentosa disponivel para o tratamento de pacientes com infeccgoes
bacterianas, o que implica a necessidade do desenvolvimento e exploragcdo de
novas formulagbes com propriedades antimicrobianas, como o corante do
mesocarpo do babagu que € um produto natural.

O corante do MB é um produto novo e que precisa ainda ser melhor
investigado. Sendo assim, s&o necessarios mais estudos para melhor caracterizar a
composicdo quimica desse subproduto da Attalea speciosa. Além disso, €
necessario realizar mais testes antimicrobianos, abrangendo um espectro maior de
cepas bacterianas, além de outros micrébios (virus, fungos, protozoarios e
helmintos). Adicionalmente, também ¢é importante investigar seu potencial
toxicologico.

Cabe destacar que ha a possibilidade de que o corante do MB apresente
outros efeitos biolégicos e possa ser matéria-prima para diversas tecnologias

(sabonetes antimicrobianos, adjunto em solugbes antimicrobianas, na composigao
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de curativos, adjunto em farmacos ja disponiveis no mercado entre outras
possibilidades) possuindo, portanto, um imenso potencial cientifico e tecnoldgico a

ser explorado.

8 CONCLUSAO

O corante extraido do MB, por meio da avaliacdo da atividade
antimicrobiana in vitro demonstrou atividade contra as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC® 29213; Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228;
Enterococcus faecalis ATCC® 29212, além disso causou importantes deformagoes
morfolégicas em S. epidermidis. Situagao essa que constata importante agdo contra
bactérias do género Staphylococcus que € reconhecido pela literatura por abrigar
cepas frequentemente envolvidas em processos infecciosos em ambiente

nosocomial e de infec¢gdes na comunidade.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

As analises de caracterizagcdo do corante do MB realizadas neste estudo
sugerem que a composi¢cao do corante € predominantemente de taninos, no entanto,
seria adequado e necessario a realizacdo de analises cromatograficas para tornar
mais clara a composig¢ao bioquimica desse composto natural.

O corante do babagu é um produto novo e 100% natural (um subproduto
do mesocarpo do babagu). Nesse sentido, sdo necessarios mais estudos para
melhor caracterizar a composicao quimica desse subproduto da Attalea speciosa.
Dessa maneira, sdo oportunos também mais testes antimicrobianos in vitro e in vivo,
com o corante do mesocarpo do babacgu, envolvendo micrébios como virus, fungos,
protozoarios, helmintos e demais cepas bacterianas, para melhor investigar a
suscetibilidade dos microrganismos a esse produto natural, bem como provavel
mecanismo de acao microbiana do corante do mesocarpo do babacgu.

Adicionalmente, também é importante investigar seu potencial
toxicologico, além de explorar outras possiveis atividades biolégicas do corante do
mesocarpo do babacu, para que ele possa ser matéria-prima para diversas outras
tecnologias, possuindo, portanto, um imenso potencial cientifico e tecnolégico a ser

explorado.
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