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Resumo

Analisar o perfil toxicolégico do Extrato Bruto Seco do epicarpo do fruto Coco catolé (Syagrus cearensis Noblick.)
frente a testes com microcrustaceos de Artemia salina Leach e seu potencial antimicrobiano frente as cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e do fungo de Candida albicans. Os dados dos testes toxicoldgicos realizados
a frente Artemia salina L. mostrou-se moderadamente téxico, visto que sua CL50 foi de 347,524 ug/mL, tendo-se
observado mortes em concentragdes a partir de 250 pug/mL. Nas concentragdes mais baixas, como 100 pg/mL, os
microcrustaceos apresentaram nado lento comparando-se & amostra padrdo. Observou-se também a inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, a partir da concentragéo de 6,25% do extrato, entretanto ndo
houve inibigdo dos fungos do género Candida. Diante do pressuposto, conclui-se que a casca da espécie S. cearensis
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detém de potencial terapéutico relevante para a fitoterapia, podendo contribuir com novos medicamentos fitoterapicos,
contudo, mais estudos que apliquem diferentes metodologias devem ser feitos para o controle do extrato como agente
antimicrobiano na terapia medicamentosa devido a toxicidade relatada no presente estudo.

Palavras-chave: Syagrus; Toxicidade; Antibacterianos.

Abstract

To analyze the toxicological profile of the dry crude extract of the bark of the Coco catolé fruit (Syagrus cearensis
Noblick.) against tests with microcrustaceans of Artemia salina Leach and its antimicrobial potential against strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans fungus. The data from the toxicological tests carried out
against Artemia salina L. proved to be moderately toxic, since its LC50 was 347.524 pg/mL, with deaths observed in
concentrations from 250 pg/mL. At lower concentrations, such as 100 pg/mL, the microcrustaceans showed slow
swimming compared to the standard sample. It was also observed the inhibition of the growth of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli, from the concentration of 6,25% of the extract, however there was no inhibition of fungi of the
genus Candida. Given the assumption, it is concluded that the bark of the S. cearensis species has a relevant therapeutic
potential for phytotherapy, and may contribute to new herbal medicines, however, more studies that apply different
methodologies should be carried out to control the use of the extract as an antimicrobial agent in drug therapy due to
the toxicity reported in the present study.

Keywords: Syagrus; Toxicity; Anti-Bacterial agents.

Resumen

Analizar el perfil toxicoldgico del extracto crudo seco de la corteza del fruto de Coco catolé (Syagrus cearensis Noblick.)
frente a ensayos con microcrustaceos de Artemia salina Leach y su potencial antimicrobiano frente a cepas del hongo
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. Los datos de las pruebas toxicoldgicas realizadas contra
Artemia salina L. resultaron moderadamente toxicos, ya que su CL50 fue de 347.524 pg/mL, observandose muertes en
concentraciones a partir de 250 pg/mL. A concentraciones mas bajas, como 100 pg/ml, los microcrustaceos nadaron
lentamente en comparacion con la muestra estdndar. También se observo la inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, a partir de la concentracién de 6,25% del extracto, sin embargo no hubo
inhibicion de hongos del género Candida. Dado el supuesto, se concluye que la corteza de la especie S. cearensis tiene
un potencial terapéutico relevante para la fitoterapia, y puede contribuir a nuevos medicamentos a base de plantas, sin
embargo, se deben realizar més estudios que apliquen diferentes metodologias para controlar el uso de la extracto como
agente antimicrobiano en la farmacoterapia debido a la toxicidad reportada en el presente estudio.

Palabras clave: Syagrus; Toxicidad; Antibacterianos.

1. Introducéo

Proeminente o uso das plantas medicinais e da fitoterapia estdo cada vez mais integradas no processo terapéutico e
tornou-se tratamento escolha para muitos profissionais da satde. Na antiguidade, as pessoas preparavam seus através de bases
vegetais, especialmente benzedores e curandeiros que juntamente com mitos e rituais, formam parte importante das culturas
locais (Maia, et al., 2021; Saraiva, et al., 2015).

Com o passar dos anos o uso benéfico das plantas para a salde se caracteriza mais, principalmente ap6s as revolugdes
e as guerras, como descreve Silva (2002) em seu estudo no qual diz que foi na Idade Moderna que a boténica deteve o maior
conhecimento da época. Somente ap6s a Segunda Guerra Mundial, com a descoberta de antibiéticos e o incremento crescente de
remédios a base de drogas sintéticas, houve um relativo abandono e inclusive certo ceticismo a respeito das drogas naturais
(Gadelha, et al., 2013). Para Silva (2002) esta realidade muda com o aumento de custos e efeitos adversos advindos dos
medicamentos sintéticos, permitindo a volta da busca pelos produtos naturais.

O Brasil possui de 15 a 20% da biodiversidade mundial, que conta com grande diversidade genética, da qual as plantas
superiores sdo fontes importantes de fitoterapicos. Sao cerca de 60.000 espécies de vegetais superiores e apenas 8% sao estudadas
para pesquisas de compostos bioativos e cerca de 1.100 espécies avaliadas em suas propriedades medicinais (Silva, 2017). Frente
a essa biodiversidade, pode destacar o Bioma Caatinga que, embora as pesquisas nas espécies nativas sejam escassas, apresenta
uma grande riqueza de fauna e flora, principalmente de espécies endémicas. Posto isso, este Bioma caracteriza-se por ser 0 quarto
maior bioma brasileiro, ocupando aproximadamente 11% do territdrio nacional, presente em todos os estados da regido nordeste
(Brasil, 2014).
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Na caatinga, 0 género Syagrus estad bem representado, sendo um dos trés mais frequentes em nimero de espécies de
palmeiras, destacando-se o licuri (S. coronata), o coco-babdo (S. costae), a guariroba (S. oleracea), o jeriva (S. romanzoffiana)
e o catolé (S. cearensis) (Meireles, 2016. apud. Cabral et al., 2010.) Sendo este Gltimo, o catolé, o foco principal deste trabalho.
Visto que, os frutos, conhecidos sdo usados pela populagdo da area de como alimento fresco de consumo humano e animal, ou
na utilizacdo das folhas e améndoas para producdo de produtos artesanais (Meireles, 2016. apud. Lorenzi et al, 2004).

Exposto isso, frente a auséncia de estudos em salide com a espécie, é necessario que sejam consolidadas informacdes
sobre as suas limitagdes toxicolégicas e sua potencialidade terapéutica. Desta forma, para avaliagdo toxicolégica do estudo foi
escolhido o Bioensaio Artemia Salina Leach que utiliza para determinacéo téxica microcrustaceos de ordem Anostraca de aguas
salgadas e salinas. (Nascimento, 2008). Este ensaio toxicol6gico além de apresentar baixo custo e eficiéncia, se apresenta na
literatura como eficaz nas avaliacBes de distintas espécies de plantas e esta descrito desde 1982. (Meyer, et al., 1982.) Assim
também sera aplicado a determinacéo da concentragdo inibitdria minima e potencial inibitérios frente as cepas microbiolégicas
através da metodologia de Koneman (2016).

O estudo em pauta objetiva-se em analisar o potencial toxicoldgico e microbioldgico do epicarpo do fruto de S. cearensis
N. (Coco-Catolé) nativo do Bioma Caantiga. Desta forma, para contribuir com os escassos dados na literatura da espécie,
possibilitando um novo acervo cientifico e, estes resultados alcangados sejam bases para futuras pesquisas acerca da espécie e
do bioma e no desenvolvimento de novos antibidticos fitoterapicos e assegurando também, os usuarios da medicina popular no

consumo do coco-catolé.

2. Metodologia

O presente trabalho foi conduzido através de um delineamento laboratorial de modelo exploratério com natureza
quantitativa (Estrela, 2018). De maneira que, este estudo buscou obter um maior conhecimento sobre a espécie S. cearensis N.,
como parte da elaboracdo de um banco de dados sobre espécies vegetais da caatinga. Utilizamos o Teste de Pogos e o bioensaio
com Artemia salina L para determinacdo da atividade antimicrobiana e toxicidade dos extratos brutos da casca (epicarpo) S.
cearensis N. Este trabalho pode ser classificado como pesquisa quantitativa quanto aos procedimentos de coleta. Dado que,
empregam-se métodos estatisticos como base do processo de analise da pesquisa.

Coletou-se 1.083Kg do fruto da espécie de S. cearensis N. no distrito Mandacaru, localizado no interior do municipio
de Gravata-PE, em propriedade privada (Lat 08° 12 '04S *°, Lon 35° 33' 53 W; e Alt. 447m). O material vegetal foi mantido sob
temperatura ambiente, secando a sombra até o uso, onde o material foi separado manualmente em epicarpo (casca) e endocarpo
(améndoa). Prosseguiu-se com secagem em estufa a 40° C durante 7 dias, para endocarpo, ap6s a secagem, utilizamos alcool
(99,5% -ITAJA), até cobrir todo material vegetal, para extragio por maceragao durante mais 7 dias, com agitacdo manual diéria
em frasco protegido de luz com folha de aluminio WYDA. Posteriormente, o extrato seguiu para estufa incubadora (BOD) para
secura total do liquido solvente sob temperatura constante 40° C para obtencéo do extrato bruto seco.

Produziu-se a exsicata que foi identificada pelo pesquisador Fernando Galindo, do Instituto Pernambucano de
Agronomia (IPA), e depositada no HERBARIO DARDANO DE ANDRADE-LIMA, do IPA da cidade do Recife, Pernambuco,

com o nimero de tombamento 93768.
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Analise Microbioldgica
Cepas utilizadas

Foram utilizadas as cepas padrdo de bactérias Staphylococcus aureus (ATCC® 29213), Escherichia Coli (ATCC®
25922) e do fungo Candida albicans (ATCC® 10231). As respectivas cepas foram obtidas mediante aquisicdo na empresa

Centerlab Laboratorios Clinicos LTDA, todas com certificados de qualidade.

Determinacdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM ¢ a maior diluicdo de um agente antimicrobiano que inibe o crescimento de um microrganismo especifico no
periodo de teste. O método utilizado para a determinacdo da CIM dos extratos do coco catolé foi realizado conforme a técnica
de pocos, diante da metodologia apresentada por Konemam (2016). Para a realizacdo do teste foram preparados indculos
referentes aos patdgenos em solucdo salina, a partir do semeio em esgotamento para melhor aproveitamento da placa. Para limitar
a concentracao bacteriana sera usada a escala de 0,5 de Marc-Farland. Com ajuda do swab, foram semeadas com o indculos toda
a extensdo das placas de petri contendo o meio contendo Agar Mueller-Hinton para bactérias e Agar Sabouraud para os fungos.

Nas placas semeadas houve a execucdo de quatro pocos de seis milimetros de didmetro, para a inser¢cdo de 50puL do
extrato nas concentracdes, de 50%, 25%,12,50% e 6,25% relacionada a amostra inicial de cada extrato bruto da planta. Com essa
etapa concluida as placas foram incubadas na estufa a 37°C por 24 horas, posterior houve a mensuracdo dos halos em centimetros
(cm) e determinacdo da CIM, sendo esta entendida como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento

bacteriano.

Potencial Inibitorio (PI)

O Poder Inibitdrio seré realizado pela técnica de difusdo em pocos onde sera observada a formacdo ou ndo de halos
inibitorios ao redor dos pogos que serdo preenchidos com os extratos do meio Agar Muller-Hinton contendo as bactérias
semeadas (S. aureus e E. coli) e em meio Agar Sabouraud contendo a espécie C. albicans. Sendo realizada a pesagem de 500
mg dos extratos brutos secos da amostra em comparagdo com os halos ocorridos no antibiético padréo utilizado, no caso,
Amoxicilina e Fluconazol, encaminhadas para pesagem de 500 mg. Ap0s este processo, as duas amostras serdo devidamente
diluidas nas mesmas concentragdes, posteriormente, serd verificado o didmetro dos halos que se formardo ao redor dos pogos
contendo os extratos e avaliado se as concentragBes presentes nos mesmos caracterizam o microrganismo como sensivel,

intermediéria ou resistente para determinadas concentracfes (Koneman, 2016).

Preparacéo das amostras e ensaio toxicoldgico a frente Artemia Salina Leach

Os nauplios de Artemia salina L. foram obtidos a partir da incubagdo dos cistos em dgua do mar coletada em Maragogi-
AL com pH = 8. O processo de eclosao foi realizado em recipiente plastico com divisoria perfurada, visando a facilidade da
separacdo das larvas eclodidas dos seus residuos de cistos. A ecloséo foi mantida sob iluminacéo artificial (Iampada de 40W)
durante 48h e coberta em folha de aluminio WY DA baseando-se no fototropismo para que as Artemia salina L., migrassem para
regido com maior incidéncia de luz. A lampada manteve-se a uma distancia de 5cm do recipiente.

Para o teste, seguimos metodologia de Meyer (1982), utilizando 0,05g dos extratos foram solubilizados em Tween 80
a 5% em agua do mar, sendo a mesma utilizada para eclosdo dos cistos. Os testes foram realizados em triplicata nas concentrages
de extratos 50 pg/mL; 100 pg/mL; 250 pg/mL; 500 pg/mL; 750 pg/mL; 1000 pg/mL, incluindo 3 tubos controles com apenas
agua do mar que denominamos “branco”. Foram incluidas, 12 nauplios de Artemia salina L., mantidas sob luz artificial durante

um periodo de 24 horas.
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Em seguida ao periodo de 24 horas, sucedeu-se a avaliagdo da quantidade de larvas vivas e mortas em cada concentracao,
conferindo principalmente que todas as larvas dentro dos trés tubos brancos (controle) estivessem vivas. Foram consideradas
vivas as Artemia salina L. que apresentassem movimento, mesmo que reduzido e mortas as Artemia salina L. depositadas no
fundo do tubo sem movimento natatério.

Os percentuais de Artemia salina L. vivas foram obtidos a partir da razdo do nimero de larvas vivas em tubos da
triplicata de cada concentracéo, sendo 36 o nimero de Artemia salina L. para cada concentragdo testada. O nimero de larvas
vivas em cada concentragao foi comparado com o niimero de larvas vivas na solugao branca (100%). Os resultados obtidos foram
tabulados no aplicativo estatistico Microcal Origin 4.1®, obtendo-se o grafico que relaciona a porcentagem (%) de Artemia
salina L. vivas com a concentra¢do (ug/mL). Foi obtido a concentragdo letal média (CL50) a partir da equagdo: Y = A + B*X.
A Toxicidade para Artemia salina L. (TAS) de uma amostra é determinada quando o valor de x obtido corresponde a TAS> 1000

pg/mL.

Andlises estatisticas
As informagdes obtidas foram calculadas por técnicas estatisticas descritivas através de distribui¢Bes absolutas,

percentuais de medidas e técnicas de estatisticas inferenciais. O software utilizado foi o MicrocalOrigin® 4.1.

3. Resultados e Discussao

A espécie vegetal apresentou atividade antimicrobiana contra ambas as bactérias testadas (S. aureus e E. coli) e em
todas as concentracfes testadas, sendo presente nas concentragdes de 50 mg/mL halos de inibicdo maiores que 2,0cm e
comparaveis com os resultados encontrados com a solucéo de controle utilizando amoxicilina 500mg. As solugdes do extrato a
frente de cepas de C. albicans ndo apresentaram em nenhuma concentragao inibi¢do do crescimento fangico, sendo considerado
auséncia total de atividade antifingica para o S. cearenses diante da espécie C. albicans. A concentracdo minima (CIM) que
apresentou inibicdo frente a S. aureus foi de 6,25% que formou halos de inibi¢do de 1,5 cm para E.coli e 1,7 cm para S. aureus,

conforme é demostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores do diametro dos halos de inibi¢do (cm) em relagéo ao potencial inibitorio da casca do coco-catolé.

Concentracdo das amostras em (cm)

50% 25% 12,5% 6,25%

Microrganismos Ext AP Ext A P Ext A P Ext AP
Escherichia coli 2,0 2,0 1,9 2,0 1,7 2,0 15 2,0
(ATCC® 25922)

Staphylococcus aureus 2,5 2,5 1,7 2,2 1,7 2,1 1,7 15
(ATCC® 29213)
Candida albicans 0 15 0 1,4 0 1,4 0 14
(ATCC® 10231)

Ext: Extrato; A.P- Antibi6tico Padrédo. Fonte: Farias, PAM et al. 2022.
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Em comparagéo com outros estudos, Farias et al. (2022) analisaram a toxicidade da améndoa do catolé, sendo este o
primeiro estudo com a espécie S. cearensis utilizando-se da mesma metodologia do bioensaio com Artemia salina Leach. O valor
obtido no teste foi 997,964 ng/mL, sendo considerado extrato pouco toxico, devido a proximidade de 1000pug/mL pela escala de
Meyer (1892). A diferenca do resultado encontrado pode ser explicada pela diferenca de compostos bioativos em duas partes
diferentes da mesma espécie vegetal, assim como, processos de maturacgéo diferentes.

A falta de estudos microbiolégicos com a espécie S. cearensis dificulta acomparacdo de nossos resultados, porém
estudos de Santos et al. (2019) com a espécie S. coronata, com a espécie de mesma familia e género taxondmico, relataram que
o fruto tem potencial antimicrobiano a frente de S. aureus, sempre associando essa atividade a sua constituigdo de acidos graxos
e 6leos essenciais. Sendo essa proposicdo, também utilizada para nossos resultados a frente das cepas de S. aureus. Souza dos
Santos et al. (2019) também em um delineamento experimental usou extratos das sementes de secas de S. coronata a partir de
hidrodestilagéo a frente de isolados clinicos de S. aureus, obtendo-se resultados positivos em todos isolados, incluindo aqueles
que apresentaram formacédo de biofilme e resisténcia a produtos antimicrobianos sintéticos.

Em uma comparacdo entre as espécies S. cearensis e S. coronata, Souza dos Santos et al. (2019), S. coronata, relataram
em andlise que o fruto apresenta potencial antimicrobiano em testes frente as cepas de S. aureus. Mesmo com mecanismo de
acdo ndo completamente elucidado, as caracteristicas antimicrobianas sdo sempre associadas a sua constitui¢do de acidos graxos
e Oleos essenciais. O 6leo essencial do S. coronata é constituido, inteiramente, de acidos graxos, sendo capaz de dissolver as
membranas lipidicas conseguindo atravessar as membranas biol6gicas humanas e do parasita (Farias, et al., 2021).

Junior, et al., (2011) realizaram uma pesquisa no estado de Pernambuco, em uma comunidade, na cidade de Altinho.
As entrevistas foram realizadas com foco no uso de plantas com potencial de anti-inflamatérios para identificar as espécies
preferidas e menos preferidas, a populacdo local citou o uso de S. cearensis para tratamento de conjuntivite. Esta condicao é
comumente associada as espécies bacterianas de S. aureus, podendo o resultado apresentado neste trabalho elucidar
conhecimento empirico de uma populagéo. Semelhante aos relatos de Rosa et al. (2015) onde o 6leo do coco catolé foi relatado
como terapia para tratamento de condicdes infecciosas do estdbmago e diarreia, sintomas comuns de gastroenterites, muito
causadas pela presenca da bactéria E. coli nos alimentos. Essa aplicacdo terapéutica pode também ser explicada pela inibicdo do
crescimento ilustrada em nossa pesquisa.

Nos testes realizados com a espécie de Artemia salina Leach, é importante para anélise de critérios como comportamento
em resposta a um estimulo externo. A concentragdo letal foi obtida através da regressao linear e do calculo dos parametros A e
B, de acordo com a equagdo y = A + B * x. O extrato do epicarpo do fruto do S. cearensis comumente conhecido como coco
catolé foi averiguado toxicologicamente, primeiramente, pelo bioensaio de Artemia Salina e analisados por meio de ensaios in
vivos, podendo desta forma, obter uma CLsode 347,524 pg/mL e determinar que a casca da espécie em estudo é moderadamente
toxicidade (Paix&o, et al. 2019).

Os testes com Artemia salina sdo comumente utilizados em delineamentos semelhantes ao trabalho apresentado, pois
seus resultados podem ser extrapolados para testes que possuam metodologia diferenciada. (Santos-Pimenta, et al., 2003.) A
maioria das informagdes sobre as espécies medicinais da caatinga, hoje conhecidas e estudadas, foi obtida com ajuda de
levantamentos etnobotéanicos (Ribeiro, et al. 2014).

Assim garantindo a seguranca do uso para populagdo, entretanto espécies vegetais, as quais o conhecimento nao é tao
difundido, como o coco-catolé tendem a sofrer da falta de seguranca durante o consumo e uso. A intoxicagdo com plantas
medicinais pode causar desde alergias na pele e mucosas, até distirbios cardiovasculares, respiratérios, metabolicos,

gastrintestinais, neuroldgicos e em alguns casos o ébito. (Campos, et al., 2016. apud. Vasconcelos, et al., 2009).
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Com finalidade de elucidar a toxicidade de plantas e produtos naturais sdo utilizados inimeros ensaios toxicologicos,
tendo como exemplo, determinagdo da CLso frente a Artemia salina, desenvolvida para detectar compostos bioativos em extratos
vegetais. A Artemia salina L. € um microcrustaceo oriundo de aguas salgadas onde é considerado um indicador da qualidade da
agua do mar, sendo referéncia para analise de variacdes na qualidade do ambiente. A letalidade desse organismo tem sido
utilizada para identificacéo de respostas bioldgicas, nas quais as varidveis como a morte ou vida sdo as Unicas envolvidas.

No Gréfico 1 nota-se a auséncia de toxicidade nas concentragdes iniciais de 50 e 100ug/mL onde ndo houveram
nenhuma morte das larvas de Artemia salina Leach, sendo essas as concentragdes preferiveis em futuras formulagGes
farmacéuticas com a espécie. Com o aumento da concentragdo houve aumento das mortes, sendo que a partir da concentragao
de 500pg/mL a toxicidade superou a resisténcia das larvas, de maneira que ndo houve porcentagem de larvas vivas nestas
concentracdes. Referente a natatdria, foi possivel verificar que houve diminuicdo nas concentragdes 100ug/mL em comparativo

com a natatdria das Artemias do tubo de ensaio controle.

Gréfico 1 - Curva de concentragdo — Resposta da toxicidade aguda do extrato bruto seco da casca do fruto de S. cearensis N.
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Fonte: Farias, PAM et al. (2022).

4. Concluséo

Frente aos resultados obtidos nos ensaios de toxicidade através dos microcrustaceos de Artemia salina L. do extrato
bruto seco da casca do S. cearensis N. (coco catolé), a espécie apresentou moderada toxicidade em concentragdes superiores a
250ug/mL. Sendo importante considerar este determinante para futuras preparages farmacéuticas utilizando desta espécie,

entretanto, também pode-se considerar a utilizacéo de novas metodologias mais especificas para determinacéo de uma nova visao
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toxica sobre o catolé, sendo entdo, sugerido que nosso trabalho funcione como base para propulsdo da perspectiva de novos
trabalhos com a espécie vegetal.

Assim também, nosso estudo sobre o potencial antimicrobiano com o0 EBS do S. cearensis resultaram em positividade
para atividade antimicrobiana a frente de Staphylococcus aureus e Escherichia coli apresentando halos de inibicdo, inclusive na
menor diluicdo testada (6,25%) sendo estes halos de proximidade com os obtidos nos testes utilizando os antibiéticos padréo,
mostrando assim, potencial para aplicacdo de novos compostos vegetais na obtengdo de antimicrobianos naturais, que visam, a
longo prazo resolver o problema com a resisténcia bacteriana a maioria dos antibidticos sintéticos atuais.

Sendo entdo, deixamos a sugestdo da pesquisa cientifica com o S. cearensis N., incluindo novas anélises de toxicidade
e de potenciais terapéuticos diversos, nas mais diferentes tecnologias de extracdo e de delineamento cientifico, para continuar
embasando o conhecimento empirico da populacdo usudria, assim como, estabelecer padrdes de seguranca para o consumo de

uma espécie tdo importante para o sertanejo.
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