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RESUMO

O dominio fitogeografico Caatinga possui uma diversidade vegetal muito diferenciada.
Estima-se que a medida que se realizem estudos envolvendo espécies vegetais, serdo
encontrados compostos bioativos com potenciais terapéuticos que auxilie na prevencao e
tratamento de doengas, principalmente as correlacionadas com o processo inflamatério que
causa a acne, uma dermatose caracterizada por um aumento da secrecao sebacea, proliferacdo
da bactéria Propionibacterium acnes e inflamacéo local. Sendo importante o uso de ativos ou
de produtos que atuem nessa fase da lesdo. Por isso, é necessario um estudo amplo do dleo
das sementes do Syagrus coronata (licuri) que € um vegetal que apresenta acdo
antimicrobiana, cicatrizante e anti-inflamatoria podendo ser Gtil no tratamento da acne. Diante
do exposto, foram coletados frutos do licuri, no Parque Nacional do Catimbau, foi realizada a
extracdo por prensagem do Gleo fixo e submetido a caracterizacdo fisico-quimica, a fim de
identificar os acidos graxos do 6leo das sementes. Apos transesterificacdo os Aacidos
majoritarios concentrado foram: acido laurico 92,72%, acido miristico 6,28%, Acido
palmitico 0,54% e &cido estearico 0,46%. A caracterizacdo fisica resultou no indice de
Acidez=2,45 (mg KOH/g), indice de Peroxido=0,128(mg KOH/g), indice de Refracdo=1,457,
comparando com o padrdo estabelecido pela  Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria(ANVISA). Em seguida o teste in vitro com o6leo, para avaliar o fator de protecao
solar (FPS) no comprimento de onda de 290nm a 400nm, resultando um fator de protecédo
solar (FPS) de 8,02. Para entdo realizar os testes de citotoxidade pelo método hemolitico e
com células da linhagem vero. O percentual hemolitico foi de 55% a 7,1% para as
concentragfes 125 a 1000 pug / mL. A porcentagem hemolitica foi comparada com Triton-X,
cuja hemdlise foi de 100%. No entanto, o 6leo ndo apresentou toxicidade significativa.
Prosseguindo para os ensaios microbiolégicos com oOleo transesterificado nas bactérias
envolvidas no processo inflamatdrio da acne, S. aureus e P. Acne. Obtendo-se 0s seguintes
resultados CMI 250 pg/ mL e CMB 250 pg/ mL para S. aureus UFPEDA 02 e CMI 250 pg/
mL e CMB 250 ug/ mL para P.acne UFPEDA 187.

Palavras-chave: Acido laurico. Citotoxicidade. FPS. Propionibacterium acnes.
Transesterificacéo.



ABSTRACT

The Caatinga phytogeographic domain has a very different plant diversity. It is estimated that
as studies are carried out involving plant species, bioactive compounds with potential
therapeutics will be found to assist in the prevention and treatment of diseases, especially
those related to the inflammatory process that causes acne. This dermatosis is characterized
by an increase in sebaceous secretion, proliferation of the bacterium Propionibacterium acnes
and local inflammation, being important the use of assets or products that act in this phase of
the lesion. Therefore, a broad study of the oil of the seeds of Syagrus coronata (licuri) is
necessary, which is a vegetable that has antimicrobial, healing and anti-inflammatory action
and can be useful in the treatment of acne. Therefore, licuri fruits were collected in the
Catimbau National Park. Then the extraction by pressing of the fixed oil that was stored at
room temperature. The oil obtained was characterized physicochemical in order to identify the
fatty acids in the seeds, which were: lauric acid, myristic acid, oleic acid, octanoic acid,
palmitic acid, decanoic acid, stearic acid and linoleic acid. After transesterification, the major
concentrated acids were: 92.72% for lauric acid, 6.28% for myristic acid, 0.54% for palmitic
acid and 0.46% for stearic acid. The physical characterization resulted in the Acidity Index =
2.45 (mg KOH / @), Peroxide Index = 0.128 (mg KOH / g), Refraction Index = 1.457,
comparing with the standard established by ANVISA. Then the in vitro test with oil, to assess
the sun protection factor (SPF) at a wavelength of 290nm to 400nm, resulting in a total SPF =
8.02. Then, cytotoxicity tests were performed by the hemolytic method and with cells of the
vero lineage. The hemolytic percentage was 5.5%, 5.7%, 6.1%, 7.1% for concentrations 125,
250, 500, 1000 pg / ml. The hemolytic percentage was compared with Triton-X, whose
hemolysis was 100%. However, the oil did not show significant toxicity. Continuing with
microbiological tests with transesterified oil on the bacteria involved in the inflammatory
process of acne, S. aureus and P. Acne. Obtaining the following results: CMI 250 pg / mL and
CMB 250 pg / mL for S. aureus UFPEDA 02 and CMI 250 pg / mL and CMB 250 pg / mL
for P.acne UFPEDA 187.

Keys words: Cytotoxicity. Lauric acid. Propionibacterium acnes. Transesterified. SPF.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga sendo um dominio fitogeografico exclusivamente brasileiro envolve uma
area de 912.529 km 2, representando 10,7% da area do Brasil, e é composta por Florestas
Tropicais Sazonais Secas da Regido Neotropical ( SILVA et al. 2017). Ainda que se
apresente localizado em é&rea de clima semiarido, tem grande variedade de paisagens,
referente a riqueza bioldgica e espécies. A pesquisa pelo desenvolvimento sustentavel tem
incentivado pesquisadores a estudar alternativas mais coerentes inclusive nas areas biologicas,
farmacéuticas, cosméticas e alimenticias (ALVAREZ et al. 2012).

O uso de plantas medicinais para tratamento e prevencdo de doencas, tem recebido
uma atencdo primaria desde os tempos mais remotos (MESQUIA et al. 2017). A medida que
vai expandindo as pesquisas e 0 interesse nessa area, é possivel que as descobertas de
compostos bioativos, novas moléculas sejam evidenciadas. Logo, as plantas medicinais, com
destaque os Oleos vegetais sdo usados para fins terapéuticos e sua eficacia tem sido
promissora para prevencdo/tratamentos de algumas doencas (FERREIRA E DANTAS, 2014).
Os Oleos vegetais naturais apresentam inlmeras vantagens para Seu uso, porque podem
apresentar baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade que € a capacidade que algumas
substancias quimicas tém de poderem ser usadas como substratos por microrganismos e sao
renovaveis quanto a disponibilidade (AZIZ et al. 2014).

Dentre as espécies produtoras de 6leos vegetais destacam-se a da familia Arecaceae,
Syagrus coronata popularmente conhecida como licuri (DRUMOND, 2007). E encontrada na
parte mais setentrional do Nordeste brasileiro, exercendo importante papel socioecondmico na
Vale do Catimbau, localizada no estado de Pernambuco, seus frutos sdo usados como
alimento e na medicina popular como anti-inflamatério e cicatrizante (CAVALCANTI et al.
2015). Ha relatos também da sua utilizacdo nas afeccbes oftalmoldgicas relacionados a
deficiéncia de vitamina A, pelo alto teor de carotenoides com atividade provitamina A
(Ararunaet al., 2014).

Nestes bleos, 0s acidos graxos mais abundantes sdo acidos ladrico, oleico (MARTINS
DE LIMA et al. 2007), linoleico (HATANAKA; CURY, 2007) e linolénico (FERREIRA et
al. 2012). Estudos etnobotanicos (AGRA et al. 2007) tém mostrado o uso dos 6leos que
apresentem em sua composicdo o acido laurico como majoritario que vem se destacando
como promissor para o tratamento da acne, uma dermatose do ducto pilos sebaceos, que

atinge homens e mulheres ocorrendo entre 35% e 90% dos adolescentes (COSTA,; LAGE;
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MOISES, 2010). Pois, o &cido laurico exerce um efeito inibitorio sobre o crescimento de
bactérias da pele como Propionibacterium acnes, S. aureus e S. epidermidis (NAKATSUJI et
al. 2009).

A fisiopatologia da acne estd apoiada sobre quatro pilares fundamentais: a
hiperqueratose folicular; aumento da producdo sebacea; colonizacdo pela bactéria
Propionibacterium acnes e inflamacéo local que resulta em recrutamento de células de defesa
levando a uma resposta imunolégica. Pode ser nao inflamatoria, a qual é caracterizada pela
presenca de comeddes abertos e/ou fechados e inflamatoria, apresentando papulas, pustulas
e/ou nédulos (HABIF, 2012). A Propionibacterium acnes é um bacilo gram-positivo,
anaerdbio facultativo, do tipo difteroide, ndo formador de esporos, conferindo potencial
patogénico para essa bactéria (NEVES et al., 2015; DAL GABOO, 2010). Sendo importante o
uso de ativos ou de produtos naturais que atuem em todas estas fases da lesdo e sejam
fotoprotetores, pois a pele fica muito sensivel a exposicao solar.

Sabe-se que a exposicao crdnica ou repetida a radiacdo UVA e UVB promovem tanto
o fotoenvelhecimento da pele, quanto a promocéo de fotocarcinogénese (Guineaet al., 2012).
Sendo assim, a busca e o desenvolvimento de fotoprotetores de origem natural devem ganhar
atencdo especial (MORAIS et al. 2013). As radiaces UVA e UVB sédo responsaveis pela
diminuicdo de sistemas antioxidantes cutaneos, bem como pelo aumento de sistemas
oxidantes, por diversos mecanismos, alterando assim o balango redox celular e,
consequentemente, a homeostasia cutanea (GARATINI et al. 2007). A aplicacdo tdpica de
antioxidantes representa uma estratégia interessante de protecdo cutdnea contra a radiacao
ultravioleta e maleficios ocasionados por ela, como o0 aumento do estresse oxidativo, danos ao
DNA, entre outros.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar a fotoprotecdo do dleo e sua
atividade antimicrobiana dos ésteres metilicos dos acidos graxos obtidos do éleo de Syagrus

coronata frente as bactérias que causam a acne.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral
Avaliar a fotoprotecdo do dleo e sua atividade antimicrobiana dos ésteres metilicos dos

acidos graxos obtidos do 6leo de Syagrus coronata frente as bactérias que causam a acne.
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1.1.2 Especificos
v' Coletar, identificar e extrair o 6leo vegetal das sementes do Syagrus coronata;
v" Identificar os acidos graxos e Transesterificar o 6leo;
v Avaliar fotoprotecdo do 6leo fixo do S. coronata;
v' Testar citotoxicidade do 6leo fixo e do 6leo transesterificado;
v Auvaliar a atividade antimicrobiana do 6leo transesterificado.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOMINIO FITOGEOGRAFICO CAATINGA

A Caatinga sendo um dominio fitogeografico exclusivamente brasileiro envolve uma
érea de 912.529 km 2, representando 10,7% da area do Brasil, e é composta por Florestas
Tropicais Sazonais Secas da Regido Neotropical ( SILVA et al. 2017 ). Conforme o mapa 1 a
Caatinga ocupa totalidade do estado do Ceara e parte do territério de Alagoas, Bahia,
Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe
(DROMMOND et al. 2010). Possui fauna e flora muito diversificada e com muitas espécies
endémicas. Tornando-o um dos dominios fitogeograficos mais rico dos ecossistemas
(QUEIROZ et al. 2015). E caracterizado por possuir um clima semiarido, ou seja, com baixo
indice pluviométrico.

O termo Caatinga é oriundo do tupi-guarani e significa mata branca. Ainda que se
apresente localizado em é&rea de clima semiarido, tem grande variedade de paisagens,
referente a riqueza bioldgica e espécies (ALVAREZ et al. 2012). A eventualidade de secas
periddicas dispde de regimes intermitentes aos rios deixando a vegetacdo sem folhas que volta
a brotar e ficar verde nos passageiros periodos de chuva. Recentemente, a Caatinga configura
um intenso processo de degradacdo (SILVA et al. 2013). Dentre os aspectos de tal estado,
estdo: o desmatamento indiscriminado para formacdo de novas lavouras; o comercio de
madeira para benfeitorias e a producgéo de carvéo; as sucessivas queimadas e 0 uso errado do
solo (CORTEZ et al. 2016). Todas essas condutas tém favorecido para 0 comprometimento
do seu equilibrio, espelhando na alteracdo de 80% de seus ecossistemas originais e na
vulnerabilidade de 62% de seu territorio, trazendo um grande crescimento de desertificagdo
(BRASIL, 2011).
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Entretanto, a pesquisa pelo desenvolvimento sustentavel, tem incentivado
pesquisadores a estudar alternativas mais coerentes inclusive nas &reas bioldgicas,
farmacéuticas, cosméticas e alimenticias. A Caatinga anda se sobressaindo nesse contexto,
exatamente pela tradicdo e eficiéncia dos medicamentos naturais utilizados pela populacéo
que vem impulsionado investigacbes dos principios ativos por parte das inddstrias
farmacéuticas (ALVEZ, 2013). Estas comunidades apresentam uma vasta farmacopeia natural
e muitas dessas espécies existem nos fragmentos florestais explorados pela populagéo nativa.

Apesar da importancia global pelos fitoterapicos, da grande atencdo desinteressada
para conservacdo das espécies medicinais e da expansdo do nimero de pesquisas voltadas
para utilizagdo dos recursos vegetais das florestas tropicais conhecimentos etnobotanicos no
Semiérido brasileiro, objetivando a constatacdo dessas espécies, ainda sdo principiantes.

Segundo Albuquerque et al. (2011), esses estudos sdo fundamentais para entender
como 0s recursos sdo usados e como essa informacdo pode contribuir para as estratégias de

uso sustentavel e subsidiar estudos etnofarmacoldgicos na busca por novos fitoterapicos.

Figura 1: Mapa dos Estados pertencentes ao Dominio

Fitogeogréafico Caatinga.

soew
1

Oceano
Atlantico

Fonte:

(ACCIOLY et al. 2017).
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2.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE FAMILIA, GENERO E ESPECIE

O género Syagrus pertence a familia Arecaceae, na qual existem 65 espécies, 2
subespécies e 14 hibridos naturais. O género é distribuido pelos Neotropicos, com a maior
concentracdo no leste e no centro e no Nordeste do Brasil (LEITMAN et al., 2015). As
espécies de Syagrus ocupam uma variedade de habitats. Alguns habitam florestas tropicais
umidas, como a Amazonia ou a Mata Atlantica. Alguns (S. Coronata e S. vagans) podem
sobreviver a condi¢cdes extremamente secas, como a caatinga do nordeste do Brasil, que sofre
longos periodos de pouca ou henhuma chuva (SCALET et al., 2019).

Syagrus coronata (Mart.) Beccari (1916: 466). Encontrada no Brasil, principalmente a
leste do Rio Sdo Francisco, na maior parte do leste e central Bahia, norte de Minas Gerais e
sul de Pernambuco, incluindo Sergipe e Alagoas conforme o mapa da figura 2. Sendo uma
palmeira de tamanho moderado, solitarias, com o nome comum: licuri, licurizeiro, ouricuri,
nicuri, alicuri, baba-de-boi, coqueiro-cabecudo, coqueirodecori,cabecudo. O termo coronata,
significa coroa e refere-se a filotaxia distinta das folhas: cinco fileiras formando uma coroa de
folhas (MOURA et al., 2016).

Figura 2: Mapa da distribuicdo do Syagrus coronata
no Nordeste do Brasil.
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Syagrus coronata, conforme observado na figura 3, é uma das poucas palmeiras que
pode sobreviver a aridez da vegetacio da caatinga. E ainda melhor em éreas de transicéo entre
a caatinga e campo rupestre, caatinga e florestas mais ménicas (DE ARAUJO et al, 2017). E
um componente importante de algumas das florestas semideciduais sazonais a leste do Sao
Francisco. Devido a sua ampla distribuicdo, sua capacidade de crescer em areas que nao sdo
valiosas para agricultura e sua tenacidade em persistir em pastagens, essa espécie ndo é
considerada ameacada. Esta palmeira floresce e frutifica durante todo o ano, mas tem um pico

de floracéo e frutificacdo nos meses de verdo de dezembro a marco ( SOUZA et al. 2018).

Figura 3: Syagrus coronata no Vale do

Catimbau, Buique - PE.

Fonte: A autora.

Da palma, frutas e nozes sdo comestiveis, as folhas fornecem cera, as sementes séo
usadas para extrair 6leo e outros produtos, e o endocarpo (noz) é usado no artesanato regional.
Durante os periodos secos, as folhas sdo moidas, misturadas com outras plantas e alimentadas
ao gado. Mesmo durante os periodos mais secos, a palma tem capacidade para continuar
florescendo e produzir frutas ( MOURA et al., 2019). Os frutos produzem um mesocarpo
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fibroso, mucilaginoso, adocicado e fibroso que é mastigado descartado. As sementes
(endosperma) costumam ser amarradas em longos "rosarios" e consumidas a vontade. As
sementes oleosas sdo recolhidas em grandes quantidades para alimentos. Eles podem ser
transformados em uma cocada doce e agucarada (ANDRADE et al. 2015) . Eles também séo
usados para 6leo de cozinha e para a fabricacdo de outros produtos variados. Muitas sementes
sdo colhidas e vendidas como fonte de renda e entram nas estatisticas nacionais juntamente

com a do 6leo de babacu.

2.3 OLEOS VEGETAIS

As gorduras e os 6leos fixos sdo extraidos de plantas ou de animais. Sua principal
funcdo é armazenarem nutrientes. Os 6leos fixos e as gorduras sdo produtos esséncias, usados
com utilidades farmacoldgicas, industriais e nutricionais (DOWD et al. 2010). Os 6leos fixos
e as gorduras divergem no ponto de fusdo; aqueles que em temperatura ambiente, sdo liquidos
recebem o nome de 6leos fixos. Quimicamente os 6leos fixos s&o compostos majoritariamente
por triacilglicerdis, que tém &cidos graxos diferentes ou similares, esterificados nas trés
posicBes hidroxila da molécula de glicerol (VIEIRA et al. 2018).

A designacdo acido graxo indica qualquer um dos acidos monocarboxilicos ou
dicarboxilicos que podem ser liberados por hidrdlise de gorduras e 6leos naturais. Os acidos
graxos podem ser saturados ou insaturados, com uma cadeia de carbono ndo ramificada de
namero par ( GONDIM-TOMAZ et al. 2016). Os acidos graxos saturados (laurico, miristico,
palmitico e estearico) e os insaturados (oléico, linoléico e linolénico), juntos, perfazem quase
toda a quantidade de 6leos fixos e gorduras existentes no comércio (AUDE-PIMENTEL et al.
2009). O Codex Alimentarius (2007), norma internacional para alimentos, e a Resolugéo de
Diretoria Colegiada RDC n° 482, de 23 de setembro de 1999 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA trazem os principais parametros de qualidade para 6leos
vegetais.

Entre as propriedades fisico-quimicas do 6leo, o indice de acidez indica o estado de
conservacdo do Oleo, o teor de &gua refere a durabilidade do material, o indice de
saponificacdo evidencia a propor¢do de &cidos graxos de baixo peso molecular e o indice de
refracdo € um parametro importante na comparacdo da massa molar media de um 6leo com
outros Oleos. Estes indices, juntamente com as reagdes caracteristicas, servem para a

identificacdo e avaliacdo da maioria dos 6leos e gorduras (DA LUZ COSTA et al. 2015).


https://link.springer.com/article/10.1007/s40415-018-0498-0?shared-article-renderer#ref-CR1
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Encontrando-se acidos graxos saturados e insaturados na composi¢do natural de 6leos fixos
conferindo-lhes caracteristicas emolientes quando incorporados em dermo-formulagdes,
incentiva um novo insumo farmacéutico, acrescentando valor comercial para seu uso
(OLIVEIRA et al. 2016).

2.4 REACOES DE TRANSESTERIFICACAO

Transesterificacdo é um termo geral usado para descrever uma importante classe de
reacOes organicas onde um éster é transformado em outro através da troca do residuo alcoxila.
Quando o éster original reage com um alcool, o processo de transesterificagdo é denominado
alcoolise. Esta reacdo é reversivel e prossegue essencialmente misturando os reagentes.
Contudo, a presenca de um catalisador (acido ou base) acelera consideravelmente esta
conversdo, como também contribui para aumentar o rendimento da mesma.

Na transesterificacdo de 6leos vegetais, um triacilglicerideo reage com um alcool na
presenca de uma base ou &cido forte, produzindo uma mistura de ésteres de acidos graxos e
glicerol (GERIS et al. 2007). O processo geral € uma sequéncia de trés reacdes consecutivas,
na qual mono e diacilglicerideos sdo formados como intermediarios. Para uma
transesterificacdo estequiometricamente completa, uma propor¢do molar 3:1 de alcool por
triacilglicerideo é necessaria. Entretanto, devido ao caréater reversivel da reacdo, o agente
transesterificante (alcool) geralmente é adicionado em excesso contribuindo, assim, para

aumentar o rendimento do éster, bem como permitir a sua separacdo do glicerol formado.

Esse método é bastante viavel porque, visto que ocorre em apenas uma etapa, ele se
processa de modo rapido na presenca de um catalisador, € simples, barato e se realiza em
pressdo ambiente (MENEGHETTI et al. 2013) . Genericamente, a reacdo de transesterificacdo

pode ser representada por:

0] o 0

ROH + R'OH +
R"O/U\R R'O)J\R
Alcool Ester Novo Novo

Alcool Ester
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A transesterificacdo de acidos graxos vem despertando um grande interesse mundial
devido a possibilidade de se utilizar matérias-primas com baixo valor agregado, como borras
contendo grandes quantidades de &cidos graxos livres. Neste contexto, busca-se a aplicacdo de
catalisadores que além de apresentarem uma boa atividade catalitica, possuam baixo valor
agregado. Recentemente, a haloisita e outros argilominerais in natura foram investigados na
esterificagdo (m)etilica do &cido laurico, apresentando boas conversdes a ésteres metilicos,
possibilidade de reuso, aliados ao baixo custo (DANTAS et al. 2012).

2.5 COMPOSTOS MAJORITARIOS (ACIDO LAURICO)

Os lipideos desempenham uma variedade de func@es celulares e séo a principal forma
de armazenamento de energia na maioria dos organismos. Atuam no transporte de vitaminas
lipossollveis, atuam como precursores de horménios e determinados grupos sdo considerados
funcionais. Componentes lipidicos, principalmente os Acidos Graxos, se encontram
distribuidos em todos os tecidos, principalmente nas membranas celulares e células de
gordura. Desempenham importante funcédo na estrutura da membrana celular e nos processos
metabolicos (FERREIRA et al.2012).

Os acidos graxos sdo classificados conforme a presenca de duplas ligacGes
(insaturacdes) entre as cadeias de carbono. S&o denominados Acidos Graxos Saturados na
auséncia de duplas ligacBes; Acidos Graxos Monoinsaturados pela presenca de uma
insaturacdo; Acidos Graxos Poli-Insaturados pela presenca de duas ou mais insaturagoes.
Quanto ao tamanho da cadeia carb6nica, os AGPI que possuem numero de atomos de
carbono>a 16 sdo denominados Acidos Graxos Poli-Insaturados de Cadeia Longa
(MACHADO et al. 2006). Os AGPI com numero de atomos de carbono>a 20 sédo
denominados Acidos Graxos Poli-Insaturados de Cadeia Muito Longa. Dentre os AGPI, os
acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 e acidos graxos poli-insaturados 6mega-6 se
destacam por apresentarem efeitos benéficos a saude humana. A manipulagdo destes AG na
dieta fornece dados para se verificar a incorporacdo e sintese dos mesmos nos tecidos
(AUED-PIMENTEL e ZENEBON 2009).

Os é&cidos graxos possuem varios efeitos sobre a resposta imune e inflamatéria e
gorduras lauricas, sdo muito importantes na industria, sdo resistentes a oxidacdo n&o
enzimatica e ao contrario de outras gorduras saturadas, elas tém temperatura de fusdo baixa e

bem definida (ZATTA et al. 2012). Sdo muito usadas na industria de cosméticos, mas em
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funcdo das suas propriedades fisicas e de resisténcia a oxidacdo. As principais fontes de
gorduras lauricas no mundo sdo os 6leos de coco das palmeiras. No Brasil as principais fontes
de gorduras lauricas sdo os 0leos de coco, licuri e de babacu. O perfil de acidos graxos dos
Oleos dessas palmeiras tem sido avaliado por alguns pesquisadores (demonstrando o alto teor
de &cido laurico).

Acido laurico (4cido dodecandico, C12: 0) demonstra ser um poderoso agente
bactericida in vitro, contra varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As atividades
antifangica e antiviral relatam que o acido laurico exibe antimicrobianos e anti-inflamatorios
significativos contra Propionibacterium acnes, bactéria responsavel pelo processo
inflamatério da acne (HUANG et al. 2014) . Incubacdo das bactérias da
pele Propionibacterium. Acnes (P. acnes), Staphylococcus aureus (S. aureus)
e Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) com acido laurico produziram valores
minimos de concentracdo inibitéria (CIM) contra o crescimento bacteriano 15 vezes menor
que os do peroxido de benzoila (BPO) composto vendido comercialmente. Além disso, 0
acido laurico ndo induz citotoxicidade aos sebdcitos humanos (NAKAATSUJI et al. 2009).
Quanto maior a concentracdo de acido laurico, maior a capacidade antibacteriana (NITBANI
et al. 2016). No entanto, o uso do é&cido laurico pode ser um veiculo alternativo para

a antibioticoterapia da acne.

Tabela 1 — Atividade bacteriana descrita na literatura para o acido laurico.

Autores Método Bactérias Concentracéo Resultados
variou de 5%  Na concentracao de 5%
S. aureus A .
a de &cido laurico foi
NITBANI et Disco difusio B. cereus 20% posswel.o.bs_e[var que seu
al. 2016 L halo de inibigéo foi de 25
S. thyphimurium
mm para todas as
E. coli. bactérias testadas.
HUANG et Corrlr::ienr;':]zgao N~ 86 CMI 1e0,25mM.
al. 2014 . ' mM (Img/Ml)
inibitoria
c i P. acnes CMI (1,95 pg/ ml ™)
ncentr :
NAKATSUJI orr::fni:nzgao S. aureus 0,24 a Concentracdo efetiva
et al. 2009 ibitorin ' 500 ug /ml . maxima (1,5 ug ml ™).

S. epidermidis



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-epidermidis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-epidermidis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bacterial-growth
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/benzoyl-peroxide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/benzoyl-peroxide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibiotic-therapy
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2.6 ACNE

A acne vulgar é a doenca cutanea mais frequente, afetando 85 a 100% da populacao
em algum momento da vida. E caracterizada por lesdes que resultam da ac&o dos hormonios
sobre as glandulas sebaceas da pele, afetando as &reas com maior densidade de foliculos
sebaceos. Geralmente, tem inicio na puberdade, situando-se o pico de incidéncia nas
adolescentes entre 14 e 17 anos, e nos rapazes entre 16 e 19 anos. A duracdo da doenca é
variavel, podendo persistir na idade adulta em 50% das pessoas acometidas, e é possivel, em
alguns casos, deixar sequelas. Atingem ambos 0s sexos, sendo mais grave e prevalente no
sexo masculino (GUZMAN et al. 2018).

E uma doenca crénica do foliculo pilossebaceo, cuja fisiopatologia é complexa e néo
totalmente compreendida. Envolve quatro fatores fisiopatoldgicos primarios: Hiperplasia das
glandulas sebaceas e producdo excessiva de sebo; . Hiperqueratinizacdo folicular.
Colonizacdo do foliculo piloso pelo Propionibacterium acnes (P.acnes). Inflamacdo e
resposta imunoldgica (CHIEN, A. 2018).

As caracteristicas clinicas da acne incluem seborreia (excesso de graxa), lesdes nédo
inflamatorias (comeddes abertos e fechados), lesbes inflamatérias (papulas e pustulas) e
varios graus de cicatrizacdo. A distribuicdo da acne corresponde a maior densidade de
unidades pilossebaceas (face, pescoco, parte superior do térax, ombros e costas). Nédulos e

cistos compreendem acne nodulocistica grave (WILLIAMS et al. 2012).

Figura 4: Foliculo sebaceo normal (A) e comeddo (B) e lesdo inflamatéria da ache com
ruptura da parede folicular e inflamacéo secundaria (C).

Fonte: (WILLIAMS et al.2012).
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2.7 BACTERIAS RESPONSAVEIS PELO PROCESSO INFLAMATORIO DA ACNE

Propionibacterium acnes (P. acnes) ¢é bacilo gram-positivo, anaerdbio facultativo, do
tipo difteroide, ndo formador de esporos. Essa bactéria compde o microbioma da pele com
presenca confirmada no estrato corneo e nas unidades pilossebaceas. O P. acnes contribui
com metade do microbioma da pele com densidade estimada de 10%a 10°clones por
centimetro quadrado. Na pele, sua distribuicdo € predominante nas areas da face e couro
cabeludo, relacionada com a alta concentracdo de unidades pilossebaceas desses locais.

E comum nas areas ricas em glandulas sudoriparas écrinas e mucosas, porém,
apresenta baixa quantidade nos membros inferiores. Esse agente também € parte integrante do
microbioma da conjuntiva, orelha externa, cavidade oral e trato respiratério superior.
Ocasionalmente pode ser comensal no tecido pulmonar periférico e nos linfonodos
mediastinais (ALVES et al. 2017).

P. acnesera previamente denominado Corynebacterium acnes, em alusdo a

capacidade de fermentar carboidratos em &cido propibnico e acidos graxos de cadeia leve
(AGCL), substancias com sabida atividade antimicrobiana. (DAWSON et al.2013).
O P. acnes é reconhecido por contribuir com a saude ao inibir a invasdo da pele por patégenos
comuns como o Staphylococcus aureus e o Staphylococcus epidrmidis. A hidrolizacdo dos
triglicerideos com liberacdo de acidos graxos livres contribui com o pH &cido da superficie da
pele, outro reconhecido fator de protecdo da pele. A fermentacdo do glicerol possui acéo
probidtica comprovada, in vitro e in vivo, com supressdo do crescimento do Staphylococcus
aureus meticilina-resistente USA 300, uma das cepas mais prevalentes na comunidade (FITZ-
GIBBON et al. 2013).

O genoma do P. acnes codifica todos os componentes-chave para a fosforilacdo
oxidativa e possui 0s genes para 0 citocromo c oxidase, 0 que assegura a capacidade de
crescimento em diferentes condicBes metabolicas. Dessa forma, o P. acnes é capaz de
"tolerar” exposicdo ao oxigénio por algumas horas e sobreviver, in vitro, durante até oito
meses em condi¢Oes anaerdbias. Muitos de seus genes sdo reconhecidos fatores de viruléncia,
conferindo potencial patogénico para essa bactéria. Diante dessas circunstancias uma boa
dieta, um cuidado necessario a exposicdo a luz solar e higiene da pele sdo fatores que

auxiliam na prevencdo da acne (WILLIAMS et al. 2012).
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2.8 FOTOPROTECAO

A luz solar é composta por espectro continuo de radiacdo eletromagnética que
apresenta divisdo e denominacdo em concordancia com o intervalo de comprimento de onda
(A): radiagdo ultravioleta (UV) (100-400nm), visivel (400-780nm) e infravermelho (> 780
nm). Tais intervalos de A, provenientes da radiagdo solar, irradiam a superficie da Terra ¢
apresentamse assim distribuidos: 56% de infravermelho, 39% de luz visivel e 5% de radiacao
ultravioletaA radiacdo UV corresponde as faixas do espectro da radiacdo eletromagnética e é
dividida, em: UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm) (BALOGH et
al. 2011).

A pele estd sujeita a muitas agressGes provocadas pela  exposicdo  continua e
gradativa ao sol. O uso de recursos para a protecdo da pele é de vital importancia,
especialmente para aquelas pessoas que se expdem por periodos prolongados a radiacdo solar.
Ao tocar a pele exposta, com ac¢do cumulativa a radiagcdo UV gera um processo complexo
associado a reacdes quimicas e morfoldgicas (LIMA et al. 2010). Segundo Gonzales e
colaboradores (2008), fotoprotecdo ¢ um elemento profilatico e terapéutico frente aos efeitos
danosos da radiacdo UV. A utilizacdo de protetores solares, fotoprotetores, é a principal
abordagem cosmética contra os efeitos nocivos da radiacdo UV.

Estudos diversos evidenciam que o uso adequado e regular de fotoprotetores reduz o
nimero de casos de queratose actinica, carcinoma de células escamosas. Adicionalmente, o
uso regular de fotoprotetores evita o envelhecimento precoce da pele. Protetores solares sdo
preparacOes cosméticas que possuem formas de apresentacao diversas. Podem ser encontrados
na forma de locBes hidroalcodlicas, Oleos, géis oleosos, emulsdes 6leo em &gua (O/A),
emulsdes agua em 6leo (A/O), bastdes e aerossois, entre outras. Os 0leos apresentam protecao
superior as logdes hidroalcodlicas podendo absorver, refletir ou dispersar a radiacdo UV (
BAILLO e LIMA 2012).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA, IDENTIFICACAO E EXTRACAO DO OLEO VEGETAL DA SEMENTE
DO S. CORONATA
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Os frutos de S. coronata foram coletados no Parque Nacional do Catimbau, localizado
nas coordenadas 8° 34'15 " latitude S e 37° 14 '38' 'W longitude (Pernambuco, Brasil). O
material vegetal foi acondicionado em sacos de papel, devidamente etiquetados e levados para
o0 laboratorio de produtos naturais do Departamento de Bioquimica da UFPE. Ramos férteis
também foram coletados para incorporagdo no Herbéario do Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA). Identificado por Dr. Alexandre Gomes da Silva, com voucher (IPA
86950).

Para a extracdo do Oleo das sementes, os frutos foram descascados e as sementes
foram lavadas com agua destilada e colocadas em estufa de circulagéo forgada a 45 ° C por 72
horas. Apds a secagem, eles foram pressionados para obter o 6leo fixo. Apds remocao das
particulas sélidas, o 6leo foi filtrado e centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm e armazenado

em frascos de vidro a temperatura ambiente.

3.2 IDENTIFICACOES DOS ACIDOS GRAXOS E TRANSESTERIFICACAO DO OLEO

A partir de 25 mg da amostra, adicionou-se 0,5 ml de solucéo de hidréxido de potassio
a 0,5 moles / L em metanol e o sistema foi agitado durante 2 minutos. Apds 2 mL de hexano,
P.A. e agitacdo foram adicionados durante 2 minutos. A amostra foi centrifugada durante 6
minutos a 4500 rpm a 25 ° C. O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de PTFE (0,22
uM) e posteriormente analisado. O 6leo foi submetido ao processo de transesterificagdo da
analise fisico-quimica seguindo os seguintes passos: a) nimero de acidos - em um Erlenmeyer
foram adicionados 2 mL do 6leo fixo e 30 mL de solucdo éter: alcool (2: 1), preparados no
momento da analise foi adicionado ao 6leo fixo. Para o ponto de viragem, foram adicionadas
cinco gotas de fenolftaleina a 1% ao sistema. A titulacdo do sistema foi realizada com NaOH
0,IN e fator de correcdo 0,9998; b) indice de perdxido-Erlenmeyer foi adicionado a um
volume de 5 mL do oleo fixo e 30 mL de &cido aceético: solugdo de cloroformio (3: 2),
preparada no momento da analise, foi adicionada ao 6leo fixo. Um grama de iodeto de
potéssio foi adicionado, agitando o sistema até a observacdo de duas fases, a fase superior
mostrando variacdes na cor amarela. Agua destilada foi adicionada ao sistema para melhor
visualizacdo. Tiossulfato de sodio 0,1 N e fator de correcao 1,0037 foi usado para titulacéo; c)
indice de refracdo - no refratdmetro de bancada foi adicionado 1mL do 6leo fixo previamente

aquecido a 40 ° C. A leitura foi realizada através de ajuste visual com iluminagdo artificial.
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Todas as analises foram realidades em duplicatas, sendo os métodos fisico-quimicos para
andlise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.3 AVALIAR A ACAO FOTOPROTETORA IN VITRO DO OLEO S. CORONATA

A metodologia utilizada para a determinagdo in vitro do FPS foi desenvolvida por
Mansur et al. (1986). O método mostrou-se rapido e eficiente, além de apresentar boa
correlagdo com os resultados in vivo. Inicialmente, 1 mg / mL do 6leo foi diluido em metanol,
a leitura espectrofotométrica da absorvancia estava entre 290 nm e 320 nm. As absorvancias
obtidas foram adicionadas na equagéo [FPS = FC. 320 (320-290). EE (). I (A). Abs (A)]. Em
que: FPSE = fator de protecdo solar espectrofotométrico; FC = fator de correcéo igual a 10;
290 + 320 EE (M) = efeito eritemogénico da radiagdo do comprimento de onda (A) nm; I (A) =
intensidade da radiagdo solar no comprimento de onda (A) nm; abs (A) = leitura

espectrofotométrica da absorvancia da solucdo do filtro solar no comprimento de onda (A) nm.

3.4 TESTAR CITOTOXICIDADE DO OLEO FIXO E DO OLEO TRANSESTERIFICADO

3.4.1 Ensaio Hemolitico In Vitro

Sangue (5-10 mL) foi obtido de voluntarios saudaveis ndo fumantes por venopuncéo,
apos a obtencdo do consentimento informado por escrito. Os eritrocitos humanos a partir de
sangue citrado foram imediatamente isolados por centrifugagcdo a 1500 rpm durante 10 min.
Ap remoo do plasma e da camada leucocitia, os eritritos foram lavados trés vezes com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) e depois ressuspensos utilizando o
mesmo tampo e preparou-se uma suspensao a 1% de eritrito. A atividade hemolitica do 6leo
fixo e do 6leo transesterificado foi testada sob condicdes in vitro. Cada tubo recebeu 1,1 mL
de suspenséo de eritrocitos e 0,4 mL de 6leo fixo e do dleo transesterificado separadamente e
em varias concentragdes (31,25-1000 pg / mL) foram adicionados. O controlo negativo foi
apenas solvente e o controlo positivo recebeu 0,4 mL de Triton-X. Ap6s 60 min de incubagéo
a 37 ° C, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi usado para medir a absorbancia
da hemoglobina liberada a 540 nm. O valor medio foi calculado a partir de ensaios em
triplicado. A atividade hemolitica foi calculada pela seguinte formula: atividade hemolitica
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(%) = (As - Ac) / (Ab - Ac) x 100, onde Ac foi a absorbancia do controle (branco, sem 6leo),
assim como a absorbancia em a presenca do 6leo, e Ab foi a absorbancia do Triton-X
(Oliveira et al., 2012).

35  AVALIACAO DA  ATIVIDADE  ANTIMICROBIANA DO OLEO
TRANSESTERIFICADO

Para o ensaio microbioldgico, foram utilizadas as cepas das bactérias P. acnes, S.
aureus e S. epidermidis. A cepa de P. acnes foi ativada diretamente na placa de agar sangue.
Em seguida foi incubada a 37°C por 48 horas em jarra fechada para anaerobiose. O ensaio
para determinar a Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) dos compostos bioativos dos 6leos
foram realizados em triplicata, através de métodos de microdiluicdo em caldo tioglicolato,
para detectar possiveis atividades antimicrobianas do composto. As placas foram incubadas a
35 °C por 24 h, ao término da incubacdo, a mais baixa concentracdo que apresentar atividade,
ou seja, ndo apresentar crescimento bacteriano foi considerada como a CMI (CLSI, 2011).
Aliquotas de 100 pL dos pocos que ndo apresentarem crescimento bacteriano visivel foram
semeados em &gar Muller Hinton, e incubados por 24 h a 35 °C para determinagdo da
Concentracdo Minima Bactericida (CMB).

3.5.1 Preparo do micro-organismo teste

Inicialmente foi preparada uma suspenséo com solugdo salina (concentracao de células
1,5 x 10%) em espectrofotdmetro a 625nm para bactérias até obter uma absorbancia entre 0,08
a 0,13. A Suspensdo obtida foi diluida de modo a se obter uma suspensdo bacteriana com a

concentragéo de células 1,5 x 10°. Esta foi a suspensdo que foi adicionada em cada poco.

3.5.2 Procedimento CMI

Foram adicionados 180 puL de meio de cultura no primeiro poco e 100 puL nos demais
pocos que foi realizada a diluicdo, Reservando os trés ultimos pogos para 0s controles; Em
seguida foram Adicionados 20 pL do 6leo transesterificado na concentracéo inicial de 10.000

pg/mL apenas no primeiro pogo (obtendo-se a concentracgdo inicial de 1000 pg/mL a primeira
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coluna, em seguida foi realizada a diluigdo seriada transferindo 100 pL da solugdo da
primeira coluna para a segunda, 100 pL da segunda para a terceira e assim sucessivamente até

0 ultimo pogo, os ultimos 100 pL restantes sdo descartados.

3.5.3 Preparacao dos controles

a. Controle positivo: 100 uL de meio de cultura Mueller Hinton (MH) + 10 uL
do micro-organismo teste;

b. Controle do solvente: 90 pL de meio de cultura (MH) + 10 pL do solvente +
10 pL do micro-organismo teste;

c. Foi adicionar 10 pL do micro-organismo teste em todos 0s pogos.

d. Foi incubar a 37°C (bactérias) por 24 horas.

3.5.4 Procedimento CMB

Inicialmente procede-se a visualiza¢do dos pocos em gue ndo ha turvacdo a olho nu,

estes pocos sdo semeados com o auxilio de uma alga calibrada (1 pL) retirando-se uma
aliquota e realizando o semeio em meio de cultura Mueller Hinton sélido.
Em seguida foram adicionados 20 pL de resazurina em todos os pog¢os da placa de 96 pogos.
A placa € incubada em estufa de 37° C durante 2 a 4 horas ap6s o periodo de incubacdo os
pocos sdo novamente observados (Os pocos azuis significam que ndo houve crescimento
microbiano, enquanto que 0s pogos cor-de-rosa indicam que houve crescimento microbiano);

A CMI foi determinada através da combinacdo dos resultados obtidos na placa apés a
adicdo do revelador e o crescimento na placa apds semeio para CMB. O Poc¢o cujo semeio
apresenta reducdo de mais que 50% do crescimento microbiano em relacdo ao controle foi
considerada CMI, a qual corresponde a concentracdo do ultimo poco da diluicdo que
apresentou a cor azul; A CMB foi considerada a ultima diluicdo que ndo apresentou

crescimento microbiano em placa.

Observacdo dos controles:

a. Controle positivo: ficara cor-de-rosa, pois havera crescimento microbiano.
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b. Controle do solvente: Devera ficar cor-de-rosa, pois o solvente ndo pode
apresentar atividade contra 0 micro-organismo teste.
c. Controle do antibiotico: ficard azul, pois o antibiotico devera inibir o

crescimento microbiano.

4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos com média = E.P.M. e analisados por ANOVA com
pos-teste de Bonferroni através do software (GraphPadPrism® 5.0) e intervalo de
significancia fixado em p < 0,05. Para a verificagdo da existéncia de um efeito dose resposta

entre as concentraces, foi utilizada a correlacdo de Pearson.

5 RESULTADOS

Artigo a ser traduzido para submeter a revista Journal of Photochemistry and

Photobiology B: Biology
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Resumo

Destaca-se 0s estudos dos 0leos vegetais para uso cosméticos, pois em sua composi¢ao
qguimica contém acidos graxos que ja sao evidenciados na literatura, como sendo
antimicrobianos, cicatrizantes e anti-inflamatérios. Além de sua utilizagdo na tentativa de
proteger a pele contra fotoenvelhecimento. Por esses motivos, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a fotoprotecdo do 6leo e atividade antimicrobiana dos ésteres metilicos dos
acidos graxos obtidos do dleo do Syagrus coronata frente as bactérias que causam a acne. Por
isso, os frutos do S. coronata foram coletados no Parque Nacional Catimbau localizado
coordenadas 8° 34'15 " latitude S e 37° 14 '38' 'W (Pernambuco, Brasil), sob o voucher de
numero 86950. Em seguida a extracdo por prensagem do 6leo fixo foi realizada. O éleo obtido
foi caracterizado fisico-quimicamente, com a finalidade de identificar os acidos graxos do
6leo das sementes, que foram: acido laurico, &cido miristico, acido oleico, acido octanoico,
acido palmitico, &cido decanoico, &cido estearico e acido linoleico. Apos a transesterificacdo
do 6leo os principais acidos concentrados foram: 92,72% para o acido laurico, 6,28% para o
acido miristico, 0,54% para o acido palmitico e 0,46% para o acido estearico. A
caracterizacdo fisica resultou em um indice de Acidez = 2,45 (mg KOH / g), Indice de
Peroxido = 0,128 (mg KOH / g), indice de Refragio = 1.457, comparado com o padréo
estabelecido pela ANVISA. Em seguida, o teste in vitro com 6leo, para avaliar o fator de
protecdo solar (FPS) no comprimento de onda de 290nm a 400nm, resultando em um total de
FPS = 8,02. Em seguida, realizou-se os testes de citotoxicidade usando o método hemolitico e
com células da linhagem vero. A porcentagem de hemoliticos foi de 5,5%, 5,7%, 6,1%, 7,1%
para os niveis 125, 250, 500, 1000 pg / mL respectivamente. Uma porcentagem hemolitica foi
comparada com Triton-X, cuja hemolise foi de 100%. No entanto, o 6leo ndo mostrou
toxicidade significativa. Continuando com o0s testes microbiolégicos com dleo
transesterificado sobre as bactérias utilizadas no processo inflamatério da acne, S. aureus e P.
Acne. Os seguintes resultados obtidos foram: CMI 250 pug / mL e CMB 250 pg / mL para S.
aureus UFPEDA 02 e CMI 250 pg / mL e CMB 250 pg / mL para P.acne UFPEDA 187.
Revelando que o 6leo apresenta potencial para o desenvolvimento de formulagdes com

finalidades cosmeéticas e farmacoldgicas.

Palavras-chave: Acido Laurico. Citotoxicidade. FPS. Propionibacterium acnes.

Transesterificagao.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento e prevencdo de doencas tem
conquistado um valor elementar desde tempos mais remotos (MESQUIA et al. 2017). A
dimensdo que vai ampliando as pesquisas e 0 empenho nessa area, é justificavel que as
descobertas de compostos bioativos, novas moléculas sejam evidenciadas. Logo, as plantas
medicinais, com notoriedade o0s Oleos vegetais sdo usados para fins terapéuticos e sua
seguranca tem sido promissora para prevencdo/tratamentos de algumas doencas (FERREIRA
E DANTAS, 2014).

Os 6leos vegetais apontam beneficios para sua aplicagdo terapéutica, porque podem
expressar baixa toxicidade (AZIZ et al. 2014). Além de apresentarem &acidos graxos que
possuem atividades diversas, como acdo antimicrobiana e anti-inflamatoéria. Os 6leos fixos e
as gorduras sdo produtos essenciais, usados com utilidades farmacolégicas, industriais e
nutricionais (DOWD et al. 2010). Dentre as espécies produtoras de dleos vegetais destacam-
se a da familia Arecaceae, Syagrus coronata comumente conhecida como licuri
(DRUMOND, 2007).

E encontrado na parte mais setentrional do Nordeste brasileiro, prestando um
importante papel socioecondémico na Vale do Catimbau, localizada no estado de Pernambuco,
seu fruto € usado como alimento e medicina popular como anti-inflamatério e cicatrizante
(CAVALCANTI et al. 2015). Além dos o6leos fixos conservam substancias capazes de
prevenir a queimadura da pele e promover uma barreira fotoprotetora (NICHOLS e
KATIYAR, 2010).

A insercdo de ativos naturais em formulacGes cosméticas tem se apresentado numa
pratica muito procurada, precisamente pela grande procura da industria cosmética, sobretudo
se a matéria-prima exibe estudos cientificos evidenciando sua seguranca e eficacia além do
engajamento com o desenvolvimento sustentavel (FRANQUILINO, 2006).

Por isso, o presente estudo tem como finalidade, avaliar a fotoprotecdo do 6leo e sua
atividade antimicrobiana dos ésteres metilicos dos acidos graxos obtidos do 6leo de Syagrus

coronata frente as bactérias que causam a acne.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETAS, IDENTIFICACAO E EXTRACAO DE OLEO VEGETAL

Os frutos de S. coronata foram coletados no Parque Nacional Catimbau, localizado
coordenadas 8° 34'15 " latitude S e 37° 14 '38' 'W (Pernambuco, Brasil). O material vegetal foi
acondicionado em sacos de papel, devidamente rotulado e levado ao Laborat6rio de Produtos
Naturais do Departamento de Bioquimica da UFPE. (Também foram coletados galhos férteis
para incorporados no Herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob o voucher
de nimero 86950).

Para a extracdo do 6leo da semente, os frutos foram despolpados e as sementes foram
lavadas com agua destilada e secas em estufa de circulacdo forcada a 45 ° C por 72 horas.
Apos a secagem, eles foram pressionados para obter o dleo fixo. Ap6s remocéo das particulas
solidas, o 6leo foi filtrado e centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm e armazenado em frascos

a temperatura ambiente.

2.2 ANALISES FiSICO-QUIMICA DO OLEO S. CORONATA

A partir de 25 mg da amostra, foram adicionados 0,5 ml de solugdo de hidroxido de
potassio a 0,5 mol/L em metanol e o sistema foi agitado por 2 minutos. Ap6s adicionado 2
mL de hexano, P.A. e agitados por 2 minutos. A amostra foi centrifugada por 6 minutos a
4500 rpm a 25°C. O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de PTFE (0,22 uM) e
posteriormente analisado. O 6leo foi submetido ao processo de transesterificacdo para analise
fisico-quimica, seguindo as seguintes etapas: a) numero de acido - em um Erlenmeyer foram
adicionados 2 mL do 6leo fixo e 30 mL de solucdo éter: alcool (2: 1), preparada no momento
da andlise foi adicionado ao dleo fixo. Para o ponto de virada, cinco gotas de fenolftaleina a
1% foram adicionadas ao sistema. A titulacdo do sistema foi realizada com NaOH 0,1 N e
fator de correcdo 0,9908; b) Adicionou-se ao indice de peréxido-Erlenmeyer um volume de 5
mL do dleo fixo e 30 mL de &cido acético: solugdo de cloroférmio (3: 2), preparada no
momento da anélise, ao 6leo fixo. Foi adicionado 1g de iodeto de potéassio, agitando o sistema
até a observacdo em duas fases, a fase superior mostrando variagdes na cor amarela. Agua
destilada foi adicionada ao sistema para melhor visualizacdo. Tiossulfato de sodio 0,1 N e

fator de correcdo 1,0037 foram utilizados para titulagdo; c) indice de refracdo - no
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refratdmetro de bancada foram adicionados 1mL do 6leo fixo previamente aquecido a 40 ° C.
A leitura foi realizada através de ajuste visual utilizando iluminacdo artificial. Todas as
analises foram realizadas em duplicatas, sendo os métodos fisico-quimicos para analise de
alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.3 DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS) IN VITRO

A metodologia utilizada para a determinacgdo in vitro do FPS foi desenvolvida por
Mansur et al. (1986). O método mostrou-se rapido e eficiente, além de apresentar boa
correlacdo com os resultados in vivo. Inicialmente, 1 mg / mL do 6leo foi diluido em metanol,
a leitura espectrofotométrica da absorvancia estava entre 290 nm e 320 nm. As absorvancias
obtidas foram adicionadas na equacdo [FPS = FC. 320 (320-290). EE (X). I (o). Abs (A)]. Em
que: FPSE = fator de protecdo solar espectrofotométrico; FC = fator de corregdo igual a 10;
290 + 320 EE (M) = efeito eritemogénico da radiagdo do comprimento de onda (A) nm; I (A) =
intensidade da radiagdo solar no comprimento de onda (A) nm; abs (A) = leitura

espectrofotométrica da absorvancia da solugao do filtro solar no comprimento de onda (A) nm.

2.4 ENSAIO HEMOLITICO IN VITRO

Foi obtido sangue (5-10 mL) de voluntarios saudaveis e ndao fumantes por puncéo
venosa, apds a obtencdo de um consentimento informado por escrito. Os eritrécitos humanos
do sangue citratado foram imediatamente isolados por centrifugagdo a 1500 rpm por 10 min.
Apo6s a remocdo do plasma e do revestimento buffy, os eritrocitos foram lavados trés vezes
com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) e depois ressuspensos usando o
mesmo tampdo e foi preparada uma suspensao de eritrécitos a 1%. A atividade hemolitica do
6leo bruto foi testada em condigfes in vitro. Cada tubo recebeu 1,1 mL de suspensdo de
eritrocitos e 0,4 mL de oOleo de vérias concentragbes (31,25-1000 pg / mL) foram
adicionados. O controle negativo foi apenas solvente e o controle positivo recebeu 0,4 mL de
Triton-X. Apo6s 60 minutos de incubagdo a 37 ° C, as células foram centrifugadas e o
sobrenadante foi usado para medir a absorvancia da hemoglobina liberada a 540 nm. O valor
médio foi calculado a partir de ensaios em triplicado. A atividade hemolitica foi calculada
pela sequinte formula: atividade hemolitica (%) = (As - Ac) / (Ab - Ac) x 100, onde Ac foi a
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absorvancia do controle (branco, sem 6leo), Como foi a absorvancia na presenga do 6leo e
Ab foi a absorvancia de Triton-X (Oliveira et al., 2012).

2.5 TRANSESTERIFICACAO DO OLEO DE S. CORONATA

O dleo vegetal S. coronata foi submetidos & reacdo de transesterificacdo, para
obtencdo dos ésteres metilicos. Em um baldo acoplado a um condensador de refluxo,
contendo 10 mL da amostra, foram adicionados 20 mL de solu¢cdo metandlica de hidroxido de
potéssio 1 mol/L. A mistura foi mantida sob refluxo por 24 horas. Apds resfriamento, a
solucdo foi transferida para um funil de separacdo e extraida com éter etilico. A fase aquosa
foi acidificada, utilizando-se solucdo de acido cloridrico 1 mol/L e, novamente extraida com
éter etilico. A fase organica obtida foi, entdo, transferida para um baldo com condensador de
refluxo. No baldo, foram adicionados 20 mL de hexano e 80 mL de solu¢do metandlica de
H2S04 a 2% v/v e, a mistura obtida, foi mantida sob refluxo por 1 hora, para a esterificacéo
do material hidrolisado na etapa anterior. Apos resfriamento, o material foi transferido para
um funil de separagdo, sendo lavado com 100 mL de solugdo saturada de NaCl. A camada
organica separada foi lavada com &gua e secada com Na2SO4 anidro. Apds filtracdo, o
solvente foi retirado a vacuo, obtendo-se os ésteres metilicos. A determinacdo da composicéo
dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi feita por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas.

2.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO
TRANSESTERIFICADO

Para o ensaio microbiolégico, foram utilizadas as cepas das bactérias P. acnes e S.
aureus. A cepa de P. acnes foi ativada diretamente na placa de agar sangue. Em seguida foi
incubada a 37°C por 48 horas em jarra fechada para anaerobiose. O ensaio para determinar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CMI) dos compostos bioativos dos dleos foram realizados
em triplicata, através de métodos de microdiluicdo em caldo tioglicolato, para detectar
possiveis atividades antimicrobianas do composto. As placas fordo incubadas a 35 °C por 24
h, ao término da incubacdo, a mesma concentracdo que apresentar atividade, ou seja, nao
apresentar crescimento bacteriano foi considerada como a CMI (CLSI, 2011). Aliguotas de

100 pL dos pogos que ndo apresentaram crescimento bacteriano visivel foram semeados em
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agar Muller Hinton, e incubados por 24 h a 35 °C para determinacdo da Concentracéo
Bactericida Minima (CMB).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS E ANALISE FISICO-QUIMICA

A andlise do 6leo fixo das sementes de S. coronata mostrou nivel de acidez, indice
de peroxido e indice de refracdo no padrdo os valores maximos estabelecidos pelo
Ministério da Saude (2005), como mostrado na tabela 2 (CODEX ALIMENTARIUS,
2007). Os resultados foram satisfatorios para a avaliacdo de suas caracteristicas fisico-
qguimicas. A identificacdo dos compostos presentes no éleo das sementes de S. coronata
apresentou como majoritarios: acido laurico, acido miristico e acido oleico em sua
composi¢do, como mostra a tabela 3. Segundo Souza et al. (2017) o valor do principal
composto de acido laurico foi de 38,83%, indicando que ndo ha variacdo significativa na
composicdo de acidos graxos do S. coronata. A presenca desses acidos pode contribuir
para 0 aumento de sua estabilidade oxidativa (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al. 2018).
Segundo VASKOVA (2015). A composicdo de acidos graxos é um fator crucial na
determinacdo da estabilidade dos 6leos durante o processamento e armazenamento. Esses
acidos graxos também sdo importantes na regulacao das funcgdes bioldgicas e na prevencao
de doencas cardiovasculares, autoimunes e inflamatorias, além de atuarem como barreira
lipidica da epiderme (AREMU, 1017).

Tabela 2: Resultados da andlise fisico-quimica do 6leo de S. coronata

ol Indice de Indice de Indice de
€0

Acidez Peroxido Refracéo
S. coronata 245+0,1 0,230 + 0,005 1,457 £ 0,2

(\Valor padréo
ANVISA 2005)

+ DP = desvio padrdo; Média = célculo de 3 amostras (n = 3); Os &cidos

4,0 mg KOH/g 15 meg/Kg 1,466 <1,470

graxos foram identificados de acordo com o padréo externo (FAME Supelco
™ mix C4-C24, Bellefonte, PA, EUA) e a porcentagem (%) calculada de

acordo com as &reas de pico de normalizacdo, Nd = ndo detectado.
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Tabela 3: Perfil de &cidos graxos do 6leo fixo S. coronata

Acidos Graxos Syagrus coronata

Acido Octandico (C8:0) 9.46 +0.12
Acido Decandico (C10:0) 6.21 +0.08
Acido Laurico (C12:0) 43.06 + 0.64
Acido Miristico (C14:0) 14.34 +0.23
Acido Palmitico (C16:0) 7.16 £0.12
Acido Estedrico (C18:0) 4.09 +0.07
Acido Araquidico (C20:0) Nd
Acido Palmitoleico (C16:1) Nd
Acido Oleico (C18:1) 12.03+0.35
Acido Linoleico (C18:2) 3.63 £ 0.47
Acido Linolénico (C18:3) Nd
Acido Eicosendico (C20:1) Nd
Média + DP

+ DP = desvio padrdo; Média = célculo de 3 amostras (n = 3); Os acidos
graxos foram identificados de acordo com o padréo externo (FAME Supelco
™ mix C4-C24, Bellefonte, PA, EUA) e a porcentagem (%) calculada de

acordo com as areas de pico de normalizacdo, Nd = ndo detectado.

3.2 FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS) DO OLEO FIXO

O dleo fixo das sementes de S. coronata apresentou FPS igual a 8,0 demonstrando

superior ao valor minimo estabelecido para a atividade do fotoprotetor, com base na
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Resolucdo do Conselho de Administragdo Colegiado (RDC) n° 30 de 1° de julho de 2012
para produtos cosméticos (BRASIL, 2012). De acordo com a ANVISA (2012), as
formulacGes destinadas a entrar em contato com a pele ou os labios, cujo principal objetivo
¢ a protecdo contra a radiagdo UVB e UVA, devem ter um valor minimo > 6,0 FPS.
Mostrando-se superior ao 6leo de andiroba (Carapa guianensis) que apresentou fator de
protecdo solar de 6,64 (FERRARI et al. 2007). O o6leo de S. coronata demonstra potencial
fotoprotetor para o desenvolvimento de formulacdes. A utilizacdo de protetores solares,
fotoprotetores, € a principal abordagem cosmeética contra os efeitos nocivos da radiacdo UV.
Os Gleos apresentam protecdo superior as logdes hidroalcodlicas podendo absorver, refletir ou
dispersar a radiagdo UV (BAILLO e LIMA 2012).

3.3 ENSAIO HEMOLITICO DO OLEO FIXO E DO OLEO TRANSESTERIFICADO

A atividade hemolitica do 6leo fixo e do Oleo transesterificado de S. coronata
induzida nos eritrocitos humanos era dependente da concentragdo como mostrado na figura
5. No entanto, nas concentracdes testadas, o Oleo fixo e o Oleo transesterificado ndo
apresentaram toxicidade significativa para os eritrocitos. A porcentagem hemolitica do
6leo foi de 55% a 7,1% e para o Oleo transesterificado foi de 4,3% a 5,4% para as
concentragfes 125 a 1000 pg / ml, respectivamente. A porcentagem hemolitica foi
comparada com Triton-X (controle positivo), cuja hemolise foi de 100%.

A porcentagem hemolitica é usada com a finalidade de avaliar compostos com
atividades biologicas. Porque, dependendo do efeito hemolitico, as formulacdes
farmacologicas podem ndo ser uteis. Além disso, eles podem divulgar informacdes sobre o
mecanismo de citotoxicidade de um composto (FERREIRA et al. 2014). Os resultados
obtidos para a atividade hemolitica neste estudo foram inferiores aos do Oleo de
Myracrodruon urundeuva, cuja porcentagem de hemolise foi de 20% na concentracdo de
800 png / ml (AZIZ et al.2014). A taxa de hemolise do 6leo essencial de S. coronata foi
avaliada no estudo Souza et al. (2017), no qual foi obtido um valor abaixo de 5% para
hemolise em todas as concentracdes testadas (15-250 pg / ml). Demonstrando similaridade

com os resultados obtidos neste estudo para o 6leo fixo de S. coronata.
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Figura 5: Ensaio hemolitico com eritrécitos humanos.
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A= Triton-X (controle +), B = 1000 pg / ml, C =500 pg/ ml, D =250 pg / ml, E = 125 pg

[ ml.

3.5. TRANSESTERIFICACAO DO OLEO SYAGRUS CORONATA

Os ésteres metilicos de &cidos graxos foram obtidos a partir do 6leo vegetal de Syagrus
coronata pela reacdo de transesterificacdo. Os ésteres identificados foram o &cido laurico
92,72% estando em maior concentracdo, 0s &cidos Miristicos, Palmitico e Oleico
respectivamente monstrados na tabela 5, identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). Os Oleos vegetais apresentam varias atividades
bioldgicas, com destaque para a atividade antimicrobiana, sendo essa atribuida aos &cidos
graxos (AGORAMOORTHY et al. 2010), mas estudos sobre ésteres de acidos graxos, ainda
sdo excassos. Pelo fato de existirem poucos relatos sobre as atividades biologicas de ésteres
metilicos de &cidos graxos (PINTO et al. 2013).

Tabela 4: Esteres metilicos de &cidos graxos do 6leo fixo S.

Coronata.
Compostos %
Acido Laurico 92,72 +0,55
Acido Miristico 6,28 £ 0,12
Acido Palmitico 0,54 + 0,17
Acido Oleico 0,46 + 0,29

Concentracdo percentual dos ésteres metilicos do éleo Syagrus coronata.
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3.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS ESTERES METILICOS

Inicialmente foi observado que o ensaio pelo método disco difusdo mostrado na figura 6,
com as bactérias P. acne (UFPEDA 187) e S. aureus (UFPEDA 02), utilizando o 6leo
transesterificado (TRANS) em comparacdo com o 4&cido laurico (LAU), foi possiveél
prosseguir na avaliagdo da concentracdo minima inibitéria e a concentracdo minima
bactericida. Esses resultados estdo expressos na tabela 5. Santos et al. 2012, sugerem uma
classificacdo para esta atividade, definindo como forte para 6leos vegetais que possuem CIM
até 500 pg mL™, moderada para CIM de 600 a 1500 pg mL™ e fraca para CIM acima de 1500
ng mL™. O 6leo transesterificado de Syagrus coronata apresentou uma CIM menor que a
classificacdo citada acima, mostrando que para as bacterias P. acnes e S. aureus ambas com
250ug/mL, sendo considerados como forte, e semelhante ao acido laurico que ja € descrito na
literatura sendo um  antimicrobiano e anti-inflamatério e apresenta propriedades
antimicrobiana frente Propionibacterium acnes, bactéria responsavel pelo processo
inflamatdrio da acne (NITBANI et al. 2016). Os mesmos valores foram observados para o
CMB em relacdo ao 0Oleo transesterificado. Quando comparado ao peroxido de benzoila que €
um antiacneico usado comercialmente os valores se mostram altos, pérem a grande
dificuldade do uso do perdxido de benzoila é sua acdo adversa que pode provocar excessivo
ressecamento, descamacédo da pele e dermatite de contato (BATISTUZZO et al. 2011). A
transesterificacdo de acidos graxos vem despertando um grande interesse mundial devido a
possibilidade de se utilizar matérias-primas com baixo valor agregado, contendo grandes
quantidades de acidos graxos livres. Os acidos graxos possuem varios efeitos sobre a resposta
imune e inflamatoria e gorduras lauricas, sdo muito importantes na inddstria, sdo resistentes a

oxidacdo ndo enzimatica e ao contrario de outras gorduras saturadas (ZATTA et al. 2012).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422012000300007&script=sci_arttext#t2
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Figura 6: Ensaio de disco difusdo com Oleo

transesterificado de S. coronata.

LAU= acido laurico, TRANS= o6leo transesterificado, CN=
controle Negativo, A = P.acne UFPEDA 187, B = S. aureus
UFPEDA 02.

Tabela 5: Atividade antimicrobiana em pg/ mL do Oleo

transesterificado S. coronata.

Micro-organismos

Substancias S. aureus P.acne
UFPEDA 02 UFPEDA 187
CMI 250 pg/ mL 125 pg/ mL
LAU
CMB 500 pg/ mL 250 pg/ mL
CMI 250 pg/ mL 250 pg/ mL
TRANS
CMB 250 pg/ mL 250 pg/ mL
CMI 4 ng/ mL 4 pg/ mL
BPO
CMB 4 ng/ mL 4 pg/ mL

Acido laurico (LAU); Oleo transesterificado (TRANS); Peroxido de benzoila
(POB). Concentragdo Minima Inibitoria (CMI); Concentragdo Minima Bactericida

(CMB).
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4 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa, foi possivel verificar que o 6leo de
semente de Syagrus coronata possui potencial significativo para fotoprotecdo, além de
apresentar baixa citotoxicidade e apresentar valor de FPS superior ao pré-estabelecido pela
ANVISA e aceitdvel na inddstria cosmética. Podendo ser utilizado como base para
formulacGes destinadas a potencializar os fotoprotetores naturais. Quando transesterificado
apresenta resultado consideravel aos testes antimicrobianos para as bactérias responsaveis
no processo inflamatério da acne. Mostrando que o O6leo transesterificado apresenta
potencial para o desenvolvimento de formulagcbes com finalidades cosméticas e

farmacoldgicas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, mostram que o 6leo de Syagrus coronata
apresenta acidos graxos importantes e que tem acdo antimicrobiana para as bactérias
responsaveis no processo inflamatério da acne, principalmente quando transesterificado.
Possui potencial para fotoprotecdo com FPS superior ao pré-estabelecido pela ANVISA e
aceitavel na inddstria cosmética. Apresenta baixa citotoxicidade podendo ser utilizado

como base para formulacdes destinadas a potencializar os fotoprotetores naturais.
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