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RESUMO

O potencial farmacolégico de espécies do género Lippia no tratamento de
infecgbes é conhecido popularmente, assim foi considerado o estudo da atividade
da Lippia salviaefolia nativa do cerrado brasileiro. O objetivo do trabalho foi avaliar
a atividade antimicrobiana de extratos de Lippia salviaefolia Cham. e sua
citotoxicidade, visando aplicagdo como conservante natural em formulagoes
cosméticas. O ensaio antimicrobiano foi realizado através do método de difusdo
em placa e determinagao do CMI por de microdiluicdo em microplacas, utilizando
0s microrganismos: P. aeruginosa ATCC 9027, S. aureus ATCC 6538, E. coli
ATCC 8739, C. albicans ATCC 10231. Desenvolveu-se e avaliou-se a estabilidade
acelerada de cremes, geis e xampus contendo o extrato de Lippia salviaefolia. As
formulagbes de melhor desempenho quanto a estabilidade foram submetidas ao
teste de eficacia de conservante. Avaliou-se seguranga das formulagdes in vitro,
em substituto cutaneo demrmo-epidémico por meio de estudos histolégicos e o
teste de citotoxicidade em cultura de queratinécitos humanos. No teste de
atividade antimicrobiana verificou-se que a fragdo de acetato de etila ea fragao de
cloroférmio foram fragbes mais ativas com CMI de 0,2 % para bactérias e fungos.
Os testes de eficacia de conservante das formulagdes contendo fr. ac. etila de L.
salviaefolia apresentaram atividade antimicrobiana para bactérias e C. albicans em
creme, gel e xampu, para A. niger apresentaram atividade adequada somente em
xampu. No teste de citoxicidade foi verificado seguranga em concentragdes a
partir de 0,05 %. Sendo que na concentra¢do de 0,2 %, comrespondente ao CMI,
se atinge a faixa de seguranga apenas com meia hora de contato. Os resultados
sugerem que a fragao de acetato de etila da Lippia salviaefolia Cham. pode ser
utilizada como conservante natural em produtos cosméticos.



ABSTRAT

The pharmacological potential of species of the Lippia in the treatment of infections
has been known popularly, thus was considered the study of the activity of the
native salviaefolia Lippia of the Brazilian Cerrado. The purpose of the work was to
evaluate the antimicrobial activity of extracts of Lippia salviaefolia Cham. and its
citotoxicy aiming the application as natural preservative in cosmetic formulations.
The assay antimicrobial was carried through the method of diffusion in plate and
determination of the MIC by microdilution, having used the microorganisms:
P.aeruginosa ATCC 9027, S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8739, C. albicans
ATCC 10231. It has developed and evaluated the stability of creams, gels and
xampus with the extract of Lippia salviaefolia Cham. The formulations of the best
stability performance have submiitted to preservative efficacy test. The safe of the
formulations has histological evaluated by in vitro. In the test of antimicrobial
activity it has verified that the ethyl acetate and the chloroform fraction have been
the most active and with CMI of 0.2 % for bacteria and fungus. The tests of
effectiveness of preservatives have showed of the formulations contend the ethyl
acetate fraction presented antimicrobial activity for bacteria and C. albican in
cream, gel and shampoo. On the other hand, against A.niger it has been suitable
activity in shampoo. In the citotoxity test, the 0,05 % ethyl acetate fraction has
presented interval of security. And in the concentration of 0,2%, corresponding to
CMI, safety's strip is just reached with half hour of contact. The results have
suggested that the ethyl acetate extract of the Lippia salviaefolia Cham. should be

used as natural preservative in cosmetic products.
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1. INTRODUGAO

A comprovagdo da qualidade microbiana em produtos cosméticos visa evitar a
transmissdo de doengas quando estes sdo utilizados de forma correta, aléem de
assegurar a estabilidade da preparagdo e, consequentemente, sua eficacia. Os
cosméticos necessitam de conservantes capazes de reduzir a carga microbiana em
niveis aceitaveis durante seu uso dentro do prazo de validade. Assim, se faz
necessaria a avaliagdo da eficacia dos conservantes em formulagdes cosmeéticas,
determinando a seguranga do uso do produto, visando testar a capacidade
conservadora do cosmético durante sua fabricagdo e durante o seu prazo de validade,
ao longo do seu uso pelo consumidor.

Bactérias e fungos sdo capazes de crescer nos produtos cosmeticos quando
existem nutrientes disponiveis e as condigées do meio s&o satisfatérias. Para esta
finalidade, os conservantes devem apresentar atividade antimicrobiana efetiva e ser
seletivamente téxicos e eficazes contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
bolores e leveduras. Entretanto, devido as caracteristicas intrinsecas, a maioria dos
conservantes de origem sintética pode apresentar reagdes tdxicas ao usuario, tais
como irritacao local, dermatite de contato, hipersensibilidade e outras.

Em geral, os conservantes de origem sintética, tém caracteristicas lipofilicas, a
utilizacdo de extratos aquosos ou hidroalcéolicos podera ser mais efetiva, uma vez
que o crescimento dos microrganismos ocorre principalmente em meio aquoso.

A utilizacdo de componentes ativos de origem natural na produgao de
cosméticos tem crescido muito nos ultimos anos. A busca cada vez maior de

cosmeéticos eficazes e seguros tem sido constante. Com esse enfoque, a substituicéo



de conservantes sintéticos pelos de origem natural vem de encontro a essa diretriz. A
proposta deste projeto € a avaliagao antimicrobiana do extrato de folhas de Lippia
salviaefolia Cham. visando sua utlizagdo como conservante em preparagdes
cosmeticas.

Em estudos preliminares, foram avaliadas as atividades antimicrobianas do
extrato hidroaicdolico de folhas e ramos de diversas plantas, coletadas aleatoriamente
na regido de ltirapina (cerrado do estado de S&o Paulo). Dentre as diversas plantas
coletadas, a L. salviaefollia apresentou melhor atividade antimicrobiana frente
bactérias Gram positivas, negativas e fungos. O trabalho foi realizado por um grupo de
estudos do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo sob a supervisdo do
professor Dr. Paulo Moreno. Apresentado sob a forma de Pdster, no XIl Congresso
talo-Latino-Americano de Etnomedicina “Nuno Alvares Pereira” no Rio de Janeiro de
08 a 12 de Setembro de 2003.

Neste contexto esta pesquisa visou avaliar a agao antimicrobia'na de extratos
de folhas de L. salviaefolia, no intuito de encontrar conservantes naturais eficazes
para utilizagdo em cosméticos. Desta forma, procura-se diminuir os problemas
gerados por conservantes sintéticos e valorizar o emprego de conservantes naturais,
que podem ainda favorecer uma melhor agdo antimicrobiana na fase aquosa das

emulsoes.



2. OBJETIVOS

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de L. salviaefolia e sua utilizagdo

como conservante natural eficaz e seguro em preparagdes cosméticas estaveis.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Lippia salviaefolia Cham. (Verbenaceae)

Figura 1: Partes aéreas da L. salviaefolia Figura 2: Raizes e caule da L. salviaefolia

O género Lippia (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200 espécies de ervas,
arbustos e pequenas arvores. Estas espécies estao distribuidas princ'ipalmente pelos
paises da América do Sul e América Central, e pelos territérios tropicais da Africa
(TERBLANCE; KORNELIUS, 1996). A maioria das espécies do género Lippia é
tradicionalmente utilizada no tratamento de afec¢cdes gastrintestinais e respiratorias.
Algumas espécies demonstraram atividade antimalarial, anti-viral e citostatica.
(MORTON, 1981; GASQUET et al, 1993; ABAD et al, 1995). Em geral, o género
apresenta um perfil consistente de comnposicao quimica, atividades farmacolégicas e
uso tradicional. Duas das espécies mais importantes desse género sao L. multiflora e
L. alba (PASCUAL, et al 2001). Na literatura, existe ainda registro de outras espécies
do género Lippia com atividade antimicrobiana como a Lippia sidoides (COSTA, S.

M.O.; LEMOS, T.L.G.; PESSOA, 0.D.L.; ASSUNCAO, J.C.C.; BRAZ-FILHO, R.; 2002)



e a Lippia adoensis (TAGET, H.; MOHAMMED, E.; ASRES, K. GEBRE-MARIAM,T.
2005), dentre outras. Entretanto, ndo existe referéncias na literatura sobre atividade
farmacologica, estudos de toxicidade ou uso tradicional da espécie L. salviaefolia.

A L. salviaefolia € uma planta originaria do cerrado brasileiro, pertence ao
grande grupo das Dicotiledéneas, familia das Verbenaceas. Como habito vegetativo, é
caracterizado como arbusto com folhas aromaticas, tubo da corola amarelado e flores

brancas aromaticas.

3.2. Agentes antimicrobianos de origem vegetal

O desenvolvimento de medicamentos e deverivados de origem vegetal é de
grande importancia na cultura e tradigdo da histéria da humanidade. A maioria da
populagao urbana pobre, assim como em pequenas comunidades mrais, confia e faz
grande uso da medicina natural, utilizando plantas, assim como extratos naturais no
tratamento de suas enfermidades. Esse fato se da devido a cultura dessas
populagdes e principalmente pela acessibilidade e disponibilidade desse tipo
tratamento. Como consequéncia, existe uma crescente tendéncia mundial, em integrar
a medicina tradicional ao cuidado médico primario (FENNEL, et al, 2004).
Adicionalmente, pesquisas para desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
efetivos sdo necessarias devido ao desenvolvimento da resisténcia microbiana e a
ocorréncia de infecgbes oportunistas fatais associadas a AIDS, quimioterapia
antineoplasica e transplantes (PENNA et al, 2001). InUmeras pesquisas extensivas

tém sido desenvolvidas no intuito de encontrar e classificar agentes antimicrobianos



de extratos de plantas e produtos naturais, sendo que um grande numero de plantas
representa fonte potencial nesta busca. (DE SMET, et al, 1997, COWAN, 1999;
HERNANDEZ-PEREZ, et al, 1999; SOKMEN, et al, 1999; KELMANSON et al, 2000;
SRINIVASAN et al, 2001, MARTINI, et al 2004; MITSCHER et al, 1987, CUTCHEON
et al, 1997; MENG et al, 2000; RUBERTO et al, 2000; HO et al, 2001; BONJAR,
2004).

A variagdo observada frequentemente, nos resultados quando s&o testados
extratos de plantas para atividade antimicrobiana pode ser atribuida a inumeros
fatores. Estes incluem a técnica de ensaio, meio de cultura, cepa das bactérias ou
fungos usados no teste, tempo, fonte da planta e se é usada fresca ou seca, e a
quantidade testada do extrato dentre outros (FENNEL, et al, 2004). Porém, estes
fatores ndo sdao empecilhos na busca da padronizagdo e maiores pesquisas

englobando a atividade antimicrobiana de extratos naturais.

3.3. Métodos para avaliagdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da CMI

de plantas medicinais

O estudo da atividade antimicrobiana de substancias usadas em produtos
farmacéuticos e cosméticos € um tema que vem se desenvolvendo bastante, e
somente nos Ultimos 60 anos tem sido tratado de maneira cientifica. Grande

importancia é dada ao assunto, devido a preocupagéo ndo somente com o aspecto



microbioldgico, mas também com o potencial de irritagdo e toxicidade ao consumidor

(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada por meio da
determinag@o da menor quantidade da substancia em estudo necessaria para inibir o
crescimento do microrganismo em teste; esse valor é conhecido como CMI
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000). Um aspecto bastante relevante na
determinagcdo da CMI| de extratos vegetais € a preocupagdo, mencionada
anteriormente, principalmente em relagéo aos aspectos toxicolégicos, microbiolégicos
e legais pertinentes aos compostos naturais e/ou combinagdes (PINTO; KANEKO;

OHARA, 2003).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao
surgimento de microrganismos resistentes e de infecgdes oportunistas fatais,
associadas a AIDS, quimioterapia antineoplasica e transplantes (PENNA et al., 2001).
O estudo de agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial
em varios setores do campo farmacéutico e cosmético. Outro ponto a ser ressaltado é
que a utilizagdo do estudo da CMI serve como primeiro “screening” na descoberta da
atividade farmacoldgica de novos agentes. O que é de extrema importancia,
principalmente em um pais como o Brasil que oferece uma imensa biodiversidade,
uma vez que tais pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento
do campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias mais eficazes e
menos téxicas vencendo contra a resisténcia e o surgimento de microrganismos
patogénicos (MITSCHER et al, 1987; MENG et al, 2000; RUBERTO et al, 2000; HO et

al, 2001).



Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifingica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem o da difusdo em agar,
da macro e microdiluicdo (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; COLLINS, 1995;
MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000). Para determinar a CMI ou a Concentragéo
Minima Bactericida (CMB) de extratos ativos de plantas, tem-se utilizado

abundantemente o método sensivel de microdiluicdo (ELOFF, 1998).

As variagdes referentes a determinagéo da CMI de extratos de plantas podem
ser atribuidas a varios fatores, como a técnica aplicada (método de difusdo ou de
diluicdo); os diferentes microrganismos e cepas utilizadas no teste (de acordo com o
planejamento de cada pesquisador os microrganismos e cepas podem variar); a
origem da planta; a época da coleta; a preparagdo dos extratos a partir de plantas
frescas ou secas; método de extragido e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo
existe método padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos de

produtos naturais (Fennell et al., 2004).

3.3.1. Método de difusdo

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, € um
método fisico, no qual um microrganismo € desafiado contra uma substancia
biologicamente ativa em meio de cultura sélido, e relaciona o tamanho da zona de

inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado com a concentragdo da



substancia ensaiada (BARRY; THORNSBERRY, 1991; COLLINS, 1995; MADIGAN,;
MARTINKO; PARKER, 2000; PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

A aplicacdo deste método se limita a microrganismos de crescimento rapido,
aerdbios ou aerébios facultativos (BARRY; THORNSBERRY, 1991; THORNSBERRY,
1991). A avaliagdo é comparativa frente a um padrao biol6gico de referéncia e a zona
ou o halo de inibicdo de crescimento € medida partindo-se da circunferéncia do disco
ou pogo, até a margem onde ha crescimento de microrganismos (BARRY,
THORNSBERRY, 1991). De acordo com a dimens&o do halo, os microrganismos
podem ser classificados como: sensiveis, moderadamente sensiveis, e resistentes

(COLLINS, 1995) Observe a tabela 1.

Tabela 1. Classificagao de conservantes naturais de acordo com tamanho do halo de

inibicdo, avaliados pelo método de difusdo em agar (COLLINS, 1995).

CLASSIFICACAO DIAMETRO DO HALO DE INIBIGAO

Sensivel Maior ou até 3 mm menor, que o halo do controle

positivo.

Moderadamente sensivel | Maior que 2 mm, ou menor que o halo do controle

positivo em mais de 3 mm

Resistentes Igual ou menor que 2 mm.

No método existe a necessidade de controle positivo, empregando-se uma
substancia antimicrobiana padréo, e como controle negativo o solvente utilizado para

a dissolucéo dos extratos (CHATTOPADHYAY et al., 2001; FERESIN et al., 2001;



JETTY; IYENGAR, 2000; KARAMAN et al., 2003; MEHOOD et al., 1999; RAJANI et
al., 2002; SCAZZOCCHIO et al., 2001, SHRIMALI et al., 2001).

As condi¢des de incubagido recomendadas sdo temperatura de 35-37 °C para
bactérias, durante 24 a 48 horas, e para fungos, de 25 a 27 °C por 48 a 72 horas
(CARVALHO et al., 2002; CHANDRASEKARAM e VENKATESALU, 2004; KARAMAN
et al., 2003; MOODY; ADEBIYI; ADENIYI, 2004; RAJANI et al., 2002; SPRINGFIEL et
al., 2003). Como variacdo do método, em 2002, RABANAL e colaboradores,
incubaram as placas de Petri com meio de cultura adequado por 14h, a temperatura

de 37 °C para bactérias e por 28 h a 30 °C para fungos.

A técnica de aplicagdo da substancia antimicrobiana no método de difusdo
utiliza um disco de difusédo, cilindro de ago inoxidavel ou vidro, e perfuragdo em agar

(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

- Teste de difusdao em disco

O teste de difusdo em disco é aceito pelo FDA (Food and Drug Administration)
e estabelecido como padrdo pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards) (BARRY; THORNSBERRY, 1991).

Rabanal et al (2002) e Karaman et al (2003) realizaram o teste de difusdo em
disco por meio da aplicagédo de 10 pL da solugdo de agente antimicrobiano em discos
de papel de filtro, de 6mm de diametro, nas diferentes concentracbes testadas
variando de 31,25 a 500 pyg/mL. Outros pesquisadores realizaram o teste de difus&o
aplicando 20 pL de extrato hidroalcodlico de Psidium guajava L., e extratos:

metandlico e aquoso de Syzygium jambolanum, respectivamente, obtendo
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concentragoes de 500 a 1000 pg/mL (CARVALHO, et al. 2002; CHANDRASEKARAN
E VENKATESALU, 2004). Shrimali et al. (2001) aplicaram 50 e 100 yL dos extratos
alcodlicos de Ailanthus excelsa (Roxb) em papel de filtro de 10 mm de diametro para
verificar sua atividade antibacteriana. Springfield et al. (2003) testaram diferentes
extratos obtidos de 2 espécies de Carpobrotus aplicando 50 puL das solugbes em
discos de papel de filtro de 9 mm. Penna et al. (2001) verificaram a atividade
antimicrobiana de 3 extratos de diferentes plantas da flora argentina pelo método de
difusdo em agar, utilizaram discos de papel de 5,6 mm impregnados com 0,25 mg do

extrato seco dissolvido em 10 pL do solvente correspondente.

Em trabalho citado na literatura foram utilizadas a ampicilina (30uL) e a
tetraciclina (30uL) como controle positivo, e etanol e agua como controle negativo na
avaliagdo da atividade antimicrobiana de plantas medicinais da india usadas no
tratamento de doencas de pele (JEEVAN RAM, et al. 2004). Em outro estudo, como
controle negativo utilizou-se disco impregnado com DMSO, e como cohtrole positivo
cloranfenicol (30 pg) para bactérias e anfotericina B (100 pg) para fungos (RABANAL,
et al. 2002). Empregou-se também a ciprofloxacina (40 pyL) como controle positivo

para bactérias e Anfotericina B (25 pL) para fungos (SPRINGFIELD, et al. 2003).

Os discos sao colocados sobre o agar na placa de Petri, previamente
inoculados com 100 uL de suspensdo contendo 10° UFC (Unidade Formadora de
Colonia)/mL de bactérias; 10° UFC/mL de leveduras e 10* esporos/mL de fungos
(CHATTOPADHYAY et al., 2001; CHATTOPADHYAY et al., 2002; KARAMAN et al.,
2003). A disposicao dos discos deve respeitar sua distancia até a paréde da placa
superior a 15 mm, e de modo a nao sobrepor as zonas de inibigdo (BARRY;

THORNSBERRY, 1991). O pH do meio de cultura deve estar entre 7,2 e 7,4 € a
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profundidade recomendada é de aproximadamente 4 mm (BARRY; THORNSBERRY,

1991; COLLINS, 1995).

- Cilindros de ago inoxidavel

Esta técnica de aplicagio envolve cilindros de ago inoxidavel no meio de cultura

solidificado inoculado e a adi¢ao da solugdo em estudo nos cilindros.

Na literatura temos como exemplo a aplicagdo de 200 pL dos extratos de
plantas medicinais comumente utilizadas no Rio Grande do Sul, Brasil. Como controle
positivo para bactérias foi aplicado cloranfenicol (40 pg/mL, 200 uL), e para fungos,
nistatina (30 mg/mL, 200 pL). Dois controles negativos, 200 pL de metanol e 200 pL
de agua destilada e esterelizada, foram utilizados. (COELHO DE SOUZA, et al.,

2004).

Em outro trabalho empregaram o método de difusdo em &gar, com cilindros.
Utilizando uma suspensdo de S. aureus (ATCC 6538) na concentragdo de 10°
UFC/mL, desafiando 200 pL de extratos glicélicos de Physalis angulata L em
diferentes concentragdes. Foi utilizada uma curva padrdo de ampicilina como controle

positivo LOPES et al. (2006).

- Perfuragdo em agar

Para técnica de perfuragdo em agar, a remog¢éo do meio de cultura solido é
realizada com auxilio de cilindros de 6-8 mm de didmetro para a formagao de pogos,

nos quais é possivel aplicagéo das substancias a serem analisadas. Moody, Adebiyi e
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Adeniyi preencheram os pogos com 60 uL dos extratos de Aloe Vera e Ageratum
conyzoides para verificar a atividade antimicrobiana de sopas medicinais utilizadas na
Nigéria. Como controle positivo foram aplicados Estreptomicina (100, 25 e 6,25ug/mL)
para bactérias e Tioconazol (100, 25 e 6,25ug/mL) para fungos. O controle negativo
era constituido de metanol: agua 50 % (v/v), que foi usado para dissolver os extratos

secos para as diferentes concentragdes testadas (MOODY, et al. 2004).

A atividade antifingica de plantas medicinais da india foi determinada utilizando
a técnica de perfuragdo em agar, por Mehmood e colaboradores em 1999. O meio de
cultura sélido foi inoculado com 10* UFC de Candida albicans e perfurado em pogos
de 8 mm de didmetro, sendo estes preenchidos com 100 pL do extrato da planta, do

solvente (controle negativo) ou do antibiético Nistatina, 50 g/mL (controle positivo).

Okeke e colaboradores (2001) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos
obtidos da raiz de Landolphia owerrience. Os pogos de 6 mm de diametro, feitos na
placa ja inoculada com 1 mL de 5 x 10° UFC, foram preenchidos com 100 pL dos
extratos reconstituidos com DMSO 50% para as diferentes concentragbes ensaiadas.
A Gentamicina (8 e 16 ug/mL) foi utilizada como controle positivo e uma solugio de

DMSO 50% como controle negativo.

Okoli e Iroegbu (2004) testaram os extratos de Anthocleista djalonensis,
Nauclea latifolia, e Uvarnia afzalii para verificar sua atividade contra bactérias isoladas
de casos de uretitis efou doenga sexualmente transmitida. A técnica descrita por
Okeke e colaboradores (2001) foi utilizada, porem alterando-se para Ciprofloxacina (8

Mg/mL), o controle positivo.
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Lima e colaboradores em 2006; verificaram a atividade antifingica de dleos
essenciais sobre diferentes espécies de Candida, utilizando o método de difusdo em
meio sélido, aplicando a técnica de perfuragéo feita através de céanulas de vidros,
obtendo pogos de 6 mm de didmetro. Utilizaram aliquotas de 50 pL da solugdo dos
dleos essenciais nas concentragbes desejadas, e um inoculo de 10° UFC/mL. O
sistema foi incubado por 2448 h a 35 °C. Foi considerado como CMI aquela
concentragdo do O6leo essencial capaz de desenvolver um halo de inibicdo do
crescimento fungico maior ou igual a 10 mm de didmetro. Como controle negativo foi

empregado tween 80, e cetoconazol (50 pg/mL) como controle positivo.

3.3.2. Método de diluigdo em caldo

O método de diluicdo em caldo considera a relagdo entre a proporgdo de
crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentragdo da
substéncia ensaiada. A avaliagdo é comparada frente a um padrao biolégico de
referéncia. Entende-se por proporgdo a densidade da turbidez provocada pelo

crescimento microbiano (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; COLLINS, 1995).

O método fomece resuitados quantitativos e ndo € influenciado pela velocidade
de crescimento dos microrganismos. Sua desvantagem ¢ a dificuldade na detecgio de
contaminacdo no caso de teste de materiais clinicos (SAHM; WASHINGTON I, 1991;

THORNSBERRY, 1991).
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Como controle positivo, utiliza-se o caldo com o antibiético padrdo com a
suspensao padronizada de microrganismo em teste, e como controle negativo o meio
de cultura com o solvente usado para dissolugdo da amostra e a suspensao

microbiana (SAHM; WASHINGTON I, 1991).

*» Duas metodologias podem ser empregadas: macro e microdilui¢ao.

- Macrodiluigao

A macrodiluicao envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de
cultura variando de 1 e 10 mL. Por ser laborioso, consumir muito tempo, requerer
muito espago no laboratério e gerar grande quantidade de residuos é usado pequeno

numero de réplicas (SAHM; WASHINGTON 1[I, 1991; ZGODA; PORTER, 2001).

- Microdiluigao

A microdiluigao utiliza microplacas com 96 pog¢os, com volume de meio de
Cultura entre 0,1 e 0,2 mL (COLLINS, 1995).

Em 2001, Zgoda e Porter utilizaram extratos organicos das plantas Lemna
minor e llex comuta para desenvolver uma técnica de microdiluicdo para a pesquisa
de novos compostos com atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos. Para
cada microplaca foi usado um controle negativo (dgua, meio de cultura e 2,5%
DMSO), controle de crescimento (4gua, meio de cultura, 2,5% DMSO e indculo),
controle positivo (agua, meio de cultura, inéculo, 2,5% DMSO e antibiético). A
inoculagéo sugerida foi a utilizagdo de 95 pL de agua estéril, 5 UL de extrato dissolvido

em DMSO, 80 L do meio apropriado e 20 pL de indculo. Em teste prévio observou-se
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que concentragées maiores que 2,5% DMSO nos pogos inibia o crescimento de Cr.
albidus, e, por essa razado, esta concentragdo foi utilizada para todos os

microrganismos.

Tabela 2. In6culo e condigdes de crescimento dos organismos em estudo. (ZGODA,;

PORTER, 2001)

Organismo Inéculo Tempo de crescimento Temperatura de Periodo de
(UFC/mL) da cultura (h) incubacgdo (°C) incubag¢ao (h)
Ca. albicans 4 x10° 18 35 48
Cr. albidus 26x10° 24 24 48
M. smegmatis | 2,5x10° 48 35 72
P. aeruginosa | 1,3 x10" 18 35 18
MSRA 8,6x10° 18 35 24
S. aureus 7.2x10° 18 35 18

As leituras foram feitas a 750 nm num espectrofotdmetro, leitor de microplacas,
apds a agitacdo dos pogos para ressuspender as células aderidas no fundo com uma
pipeta multicanal (ZGODA; PORTER, 2001).

Karaman e colaboradores (2003) utilizaram a técnica para verificar a atividade
antimicrobiana do extrato metandlico de J. oxycedrus dissolvido em DMSO 1,0%,
concentracido de solvente que nao inibe o crescimento dos microrganismos. A técnica
descrita por ZOGDA e PORTER (2001) foi adaptada, dispensando-se 95 plL de caldo
nutriente e 5pul. de indculo em cada pogo. No primeiro foi entdo adicionado 100pL de
extrato de J. oxycedrus preparado inicialmente na concentragdo de 500 pg/mL. Fez-se

entdo uma diluigcao seriada nos 6 pogos consecutivos, retirando-se 100 pl. do pogo de
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maior concentracdo, resultando na diluicdo de até 7,8 yg/mL. No ultimo pogo néao se
adicionou o indculo e o extrato, a fim de se ter um controle negativo. O crescimento
microbiano foi determinado por leitura no espectrofotdmetro a 600 nm.

Khan e Katiyar em 2000 testaram a atividade antifungica do extrato de alho
(Allium sativurm) em microplacas, utilizando 270 pL de meio SDB em cada pogo. 30puL
do extrato foram adicionados nos primeiros po¢os e a partir deles foram feitas as
diluicbes seriadas. Em seguida, foi colocado o indculo de 10°UFC em cada pogo.
Controles foram submetidos as mesmas condigdes laboratoriais. A leitura foi feita
apds 48-72h em leitor de ELISA, a 492 nm.

Eloff em 1998 utilizou a técnica de dilui¢do em microplacas para verificar a
atividade antimicrobiana em extratos vegetais e observou inconvenientes na técnica,
tais como células de alguns microrganismos que se aderiam a base do pogo,
enquanto as de outros permaneciam em suspensdo. Ainda, compostos presentes em
alguns extratos precipitavam, e a coloragao verde da clorofila em conce'ntrag:éo muito
alta interferiam na analise. Todavia concluiu que o método de microplacas € robusto,
barato, tem reprodutibilidade, é 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados na
literatura, requer uma pequena quantidade de amostra, pode ser usado para grande

nimero de amostras e deixa um registro permanente.

3.3.3. Fatores que interem nos métodos

Diversos sao os fatores que afetam a suscetibilidade do método de difusdo e de

diluicio, existe assim a necessidade do conhecimento das condi¢bes experimentais e
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padronizagdo rigorosa da execugdo do teste (COLLINS, 1995, MADIGAN;

MARTINKO; PARKER, 2000; THORNSBERRY, 1991).

<+ Os aspectos importantes a serem considerados sao:

- Meio de cultura

Deve proporcionar um crescimento adequado dos organismos a serem
desafiados e ndo deve conter substancias antagdnicas a atividade antimicrobiana em
estudo (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Entre os meios de cultura utilizados para teste de susceptibilidade de bactérias,
o Miuller-Hinton é o mais citado em diversos trabalhos publicados (BARRY;
THONRSBERRY, 1991; CARVALHO, et al, 2002; CHANDRASEKARAM,;
VENKATESALU, 2004; CHATTOPADHYAY et al., 2001; CHATTOPADHYAY et al.,
2002; CORTEZ et al., 2002; ELOFF, 1998; FERESIN et al., 2001; HAMILL et al., 2003,
JETTY; IYENGAR, 2000; RABANAL et al., 2002; SAHM; WASHINGTON IlI, 1991;
SCAZZOCCHIO et al., 2001), outros meios bastante utilizados sdo o de Caseina Soja
(TSA e TSB) (BARRY; THONRSBERRY, 1991; RABANAL et al.,, 2002; SAHM;
WASHINGTON i, 1991) e o meio liquido Luria-Bertani (ZGODA; PORTER, 2001) para
bactérias. Em relagdo aos fungos séo utilizados os meios Agar Sabouraud Dextrose
(SDA) e Caldo Sabouraud Dextrose (SDB) (CHANDRASEKARAN; VENKATESALU,
2004; CHATTOPADHYAY et al., 2001; CHATTOPADHYAY et al., 2002; COELHO DE
SOUZA et al., 2004; IROBI; ADEDAYO, 1999; FERESIN et al., 2001; HAMILL et al.,
2003; JETTY; IYENGAR, 2000; KARAMAN et al.,, 2003; KHAN; KATIYAR, 2000;

MEHMOOQOD et al., 1999; RABANAL et al., 2002; RAJANI et al., 2002), Agar Batata
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dextrose (PDA) (KARAMAN et al., 2003), Bacto Yeast Morphology Agar (RABANAL et
al., 2002) e caldo de levedura (ZGODA; PORTER, 2001).

No método de difusdo, a concentragdo do agar e a sua origem podem
influenciar os resultados dos ensaios (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Segundo Bamry e Thomsberry em 1991 e Collins em 1995, ha substancias no
meio de cultura que influenciam a susceptibilidade do teste, a timidina antagoniza a
atividade de sulfonamidas e trimetroprinas, conduzindo a um resultado falso de
resisténcia a tais agentes. Se o meio contiver altas concentragées de timidina, pode-
se adicionar sangue de cavalo lisado ou timidina fosforilada para remove-la na forma
livre. O cation monovalente Na* aumenta a atividade de bacitracina, acido fusidico e
novobiocina contra Staphylococcus spp, € da penicilina contra Proteus spp. Cétions
bivalentes tais como Mg* e Ca®" reduzem a atividade de aminoglicosideos e
polimixinas contra Pseudomonas spp., € da tetraciclina contra uma série de

organismos.

-pH

O pH do sistema deve ser compativel com o crescimento microbiano e com a
atividade e a estabilidade das substancias testadas (PINTO; KANEKO; OHARA;

2003).

Segundo Collins em 1995, a atividade dos aminoglicosideos, macrolideos,
lincosamideos, e nitrofurantoina aumentam com a elevagéo do pH. A diminuigdo do

pH potencializa a atividade de tetraciclina, do acido fusidico e da novobiocina.
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Barry e Thomsberry em 1991, afirmam que a atmosfera com concentragéo de
CO; elevada, deve ser evitada, ja que altera o pH da superficie, sendo entdo capaz

de afetar a atividade antimicrobiana de alguns agentes.

Conforme estudos citados por Pinto, Kaneko e Ohara em 2003, o aumento da
acidez do meio diminui a atividade antibacteriana de substancias basicas como a
estreptomicina, e por outro lado, provoca o aumento da atividade de substancias

acidas como a penicilina.

Em trabalho publicado em 2002, Rabanal e colaboradores utilizaram pH 7 para

avaliar a atividade antimicrobiana de espécies de Hypernicum das llhas Canarias.

- Disponibilidade de oxigénio

Conforme o metabolismo do microrganismo desafiante, aerdbicos, anaerdbicos
ou facultativos, as condicbes de disponibilidade desse gas podem 'inﬂuenciar na
sua multiplicagao. Nos trabalhos desenvolvidos para a determinagao da atividade
da estreptomicina utilizando Staphilococcus aureus, por diluicdo em tubos,
verificou-se que houve pouca influéncia da disponibilidade de oxigénio (PINTO;

KANEKO; OHARA, 2003).

- Inéculo

A suscetibilidade dos agentes antimicrobianos € dependente da quantidade do
indculo. A padronizagdo desse se faz, portanto, necessaria e a quantidade

inoculada devera ser estabelecida para cada método desenvolvido. No teste de
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suscetibilidade de meticilina contra Staphylococcus, esse padrao deve ser de 10°
UFC / indculo. Para os testes de diluicdo em caldo, o padréo é de 10° UFC / inéculo
no inicio do periodo de incubagdo (COLLINS, 1995; SAHM; WASHINGTON I,

1991).

Segundo recomendagéo de Barry e Thomsberry (1991), Collins (1995) e Sahm
e Washington 1l (1991) a preparagédo do inéculo nos métodos de diluicdo e difuséo
deve ser feita a partir de 4 ou 5 colbnias da cultura do microrganismo desafiado
para evitar selecionar uma cepa variante atipica. Apds o crescimento das colonias
por 16h em caldo nutriente, os microrganismos devem ser diluidos em agua
destilada para a concentragdo de 10’ UFC / mL. O padrdo de leitura 0,5 na escala
McFarland fomece densidade de aproximadamente 10®° UFC / mL.
Alternativamente, o inéculo pode ser ajustado fotometricamente ou por diluicdo
padronizada do caldo nutriente, se a densidade de tais culturas for razoavelmente
constante. As placas devem ser inoculadas em até 30 minutos apds a

padronizacdo do inéculo, para que a densidade celular ndo esteja alterada.

Para o teste de microdiluicdo, Rabanal e colaboradores (2002) utilizaram

indculo de 5uL, equivalente a 10° células por uL em cada pogo.

- Condigdes de Incubagao

A incubagdo dos microrganismos deve ser feita a 35-37 °C para o crescimento
de bactérias e 25 a 27 °C para fungos. No método de diluicdo, as condigdes de
crescimento dos microrganismos nos tubos devem ser semelhantes, propiciando-se

a mesma temperatura e agitacdo. No método de difusdo as placas devem ser

21



incubadas com o cuidado de se manter a temperatura homogénea na estufa.
Condicdes alternativas sé devem ser utilizadas se forem essenciais para o
crescimento do microrganismo em teste (CHANDRASEKARAN; VENKATESALU,

2004; COLLINS, 1995; KARAMAN et al, 2003; SPRINGFIELD et al, 2003).

- Recursos utilizados para melhoria da leitura do diametro do halo no método

de difusao.

A espessura e a uniformidade do agar sao essenciais para a boa resolugao dos
resultados. Como descrito na Farmacopéia Brasileira 42 ed. (1988), deve-se
controlar rigorosamente o volume de agar transferido para a placa de Petri, e o
meio de cultura deve ser distribuido de modo a evitar formagdo de estrias
superficiais e bolhas. Quando ocorrem halos de pequenas dimensdes, 0 recurso
utilizado é a diminuigdo do volume do meio, 0 que leva a diminuigdo a espessura

do meio na placa (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

A pré-incubagao é utilizada quando se visa diminuir a dimens&o do halo e a

pré-difusdo para aumentar a zona de inibi¢do (COLLINS, 1995).

3.4. Estabilidade de produtos cosméticos

A estabilidade pode ser definida como a capacidade de um produto contendo ou
nao substancias ativas, de manter suas propriedades quimicas, fisicas,

microbiolégicas, toxicolégicas e bioativas, dentro dos limites especificados
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previamente durante todo seu prazo de validade, pois esses produtos quando
comercializados passam por um sistema de estocagem e distribuicdo e podem ficar
sujeitos ao calor prolongado e a umidade (ANVISA, 2004).

O estudo da estabilidade de produtos cosméticos fornece informagdes que
indicam o grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condigées a que
possa estar sujeito desde sua fabricacdo até o término de sua validade. Essa
estabilidade é relativa, pois varia com o tempo e em fungao de fatores que aceleram
ou retardam altera¢gbées nos parametros do produto. Modificagbes dentro de limites
determinados podem n&o configurar motivo para reprovar o produto.

O estudo da estabilidade de produtos cosméticos contribui para:

« Orientar o desenvolvimento da formulagdo, selecionando matéria-prima e
processo de fabricagdo, além do material de acondicionamento adequado;

» Fornecer subsidios para o aperfeigcoamento das formulagoes;

+ Estimar o prazo de validade e fomecer informagdes para a sua conﬁrma(;éo;

* Auxiliar no monitoramento da estabilidade organoléptica, fisico-quimica e
microbioldgica, produzindo informagdes sobre a confiabilidade e seguranga dos
produtos.

No caso de produtos cosméticos ndo existe uma recomendagao oficial sobre as
condigbes que devem ocorrer o estudo, e toda pesquisa conduzida neste campo
baseia-se em referéncias da literatura de produtos cosméticos e medicamentos e
pesquisas realizadas anteriormente nesta area (CADWALLADER, 1989; DONALD,
CADWALLADER, 1989; RIBEIRO, KHURY, GOTTARDI, 1996).

Os testes de estabilidade em produtos cosméticos sdo dos mais importantes

para garantir a qualidade, fomecendo informagdes confidveis que auxiliem na

23



determinacgdo do prazo de validade do produto desenvolvido. Necessarios, também,
para orientar no desenvolvimento de formulas, selecionar matérias-primas e material
de acondicionamento (WITTERN, et al., 1985).

Se ocorrer algum tipo de alteragdo na aparéncia do produto cosmético em
determinado intervalo de tempo, indica que apés este tempo o produto néo deve ser
oferecido para os consumidores. Cada componente, ativo ou n&o, pode afetar a
estabilidade de um produto. Variaveis relacionadas a formulagdo, ao processo de
fabricagdo, ao material de acondicionamento e as condig,c”)es.ambientais e de
transporte podem influenciar na estabilidade do produto (CADWALLADER, 1989;
RIBEIRO, KHURY, GOTTARDI, 1996).

Conforme a origem, as alteragbes podem ser classificadas como extrinsecas,
quando determinadas por componentes extemos; ou intrinsecas, quando
determinadas por fatores inerentes a formulagdo. Os primeiros envolvidos: tempo,
temperatura, luz, umidade, oxigénio, vibracdo, material de acondicionamento e
microrganismos. Enquanto os fatores intrinsecos ou relacionados a prépria natureza
das formulagbes envolvem: Incompatibilidade fisica e incompatibilidade quimica (pH,
reagcoes de oxi-reducgdo, reacgdes de hidrélise, interagdo entre os componentes da
formulag&o e/uo material de acondicionamento). Ao avaliar a estabilidade de produtos
cosméticos deve-se considerar os seguintes aspectos:

- Fisicos: devem ser conservadas as propriedades fisicas originais como
aspecto, cor, odor, uniformidade, dentre outras;

- Quimicos: devem ser mantidos dentro dos limites especificados a integridade

da estrutura quimica, o teor de ingredientes e outros parametros;
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- Microbiolégicos: devem ser conservadas as caracteristicas microbioldgicas,
conforme os requisitos especificados. O cumprimento das Boas Praticas de
Fabricagdo e os sistemas conservantes utilizados na formulagdo pode garantir estas
caracteristicas.

O teste de estabilidade acelerada € realizado na fase de desenvolvimento de
produto, auxiliando a escolha das matérias primas apropriadas para a formulagéo. E
considerando como teste de curta duragdo e de orientacéo. O teste de estabilidade
normal também é realizado na fase de desenvolvimento, mas aplicado apos a
definicdo da féormula e material de acondicionamento, em geral tem duragdo de
noventa dias e as condi¢bes sdo menos extremas do que aquelas aplicadas no teste
de estabilidade acelerada: estipula prazo de validade preditivo. O estudo de longa
duracdo ¢ utilizado para avaliar o comportamento do produto, durante seu
armazenamento, sendo complementar ao teste de estabilidade normal, tem duracgao
média de seis meses e vai confirmar o prazo de validade inicialmente estipulado.
(RIBEIRO, 2001).

Os ensaios mais comumente utilizados para avaliar a estabilidade de um
produto sao: caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor), valor de pH, teor de
agua, viscosidade e analise quantitativa dos componentes ativos da formulagéo. Em
relacéo as condi¢cdes de armazenamento das amostras, de acordo com a necessidade
e tipos de produtos a serem analisados podem ser. temperatura ambiente;
temperatura elevada (45 °C a 50 °C); baixa temperatura (2 a 8 °C — geladeira);
exposi¢cdo a radiagdo UV, temperaturas altemadas (estufa, freezer e gradiente de
temperatura) (RIBEIRO, 2001; D’LEON, 2001; RIBEIRO, KHURY, GOTTARDI, 1996;

WITTERN, et al., 1985).
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3.5.Teste de eficacia do conservante natural

A qualidade microbiana de um produto cosmético e farmacéutico deve ser
avaliada com o objetivo de garantir a eficacia e seguranga em seu prazo de validade e
condicdo de uso. A comprovagdo dos niveis de contaminagdo microbiana dos
produtos n&o estéreis visa evitar a transmissao de doengas e assegurar a estabilidade
do produto. A presenga de microrganismos, acima dos limites aceitaveis, pode
acarretar problemas clinicos aos usuarios e também, dependendo do microrganismo
presente, o efeito toxico do produto contaminado pde em risco a vida do paciente
(PINTO, KANEKO, OHARA, 2003). O perigo relativo criado pela contaminagao
microbiolégica desses produtos pode ser relatado pela severidade da infecgdo ou
doenga causada. Microrganismos como Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus,
Serratia, Streptococcus, Penicilium, Aspergillius e o género Candida s3o classificados
como de riscos a saude (BAIRD 2000).

Uma das principais fontes de contaminagdo microbiana das formulagdes
cosméticas e farmacéuticas € a agua (CROSHAW, 1977; DIEHL, 1990; MALCOLM,
1980). O género Pseudomonas é o mais citado na literatura (ORTH, 2001
TENENBAUM, 1967 e 1971; VAN ABBE et al., 1970), mas também fordo encontrados
Xanthomonas, Flavobacterium, Achromobacter e Aerobacter. Segundo alguns
autores, (STANLEY & OLSON, 1967; TENENBAUM, 1977; VAN ABBE et al., 1970) a
carga bacteriana atingiu a ordem de 10° UFC/mL. A regeneragdo inadequada das
resinas utilizadas para obtengao de agua desmineralizada pode contribuir para a

contaminagao microbiana (CARRERA, 1988; DONY, 1975). A agua destilada, por sua
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vez, pode conter microrganismos contaminantes quando o processo de destilagédo ndo
for validado, contendo tragos de matéria organica, de sais e de metais provenientes
do sistema de destilagcao (CARRERA & PLANA 1988, SMART & SPOONER, 1972). A
atividade de agua é definida como a razéo entre a pressao de vapor da solugéo e a
pressao de vapor de agua (CURRY, 1985). Segundo CURRY, a atividade minima de
agua requerida para a maioria das bactérias é da ordem de 0,91 e, para bolores e
leveduras entre 0,90 e 0,80. Parker concordou com esses valores em relagao a
bactérias, porém, quando se refere a fungos, cita a atividade de agua inferior a 0,80
(PARKER, 1982).

Outras fontes importantes de contaminagdo microbiana sdo as maténas-primas
de origem natural (MacCARTHY, 1980; O'NEILL e col., 1982). BONOMI e NEGRETTI
investigaram a qualidade microbiana de varias dessas matérias-primas,
principalmente de origem vegetal, usualmente empregada nas preparagoes
famacéutica (BONOMI & NEGRETTI, 1977). As matérias-primas de oﬁgem sintética
ou semi-sintética apresentam, geralmente, baixa carga microbiana contaminante com
excecao de algumas como poliglicois ou polietilenoglicéis.

O produto com sua formulagédo e sua embalagem primaria contribuem para o
desenvolvimento microbiano, pois podem conter carboidratos, acidos graxos,
proteinas, aminoacidos, glicosideos, alcoois graxos, esterdides, peptideos e
vitaminas. Esses substratos podem servir de nutrientes para microrganismos
contaminantes (MADDEN & JACKSON, 1981). O material de acondicionamento pode
ser fonte de contaminagdo, quando nao adequadamente limpos (SMART &
SPOONER, 1972; VAN ABBE e col., 1970). E os componentes podem interagir com

0s conservantes utilizados na formulagdo, como os parabenos que podem ser
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adsorvidos por recipientes plasticos resultando em diminuicdo de sua atividade
conservante (BAHAL & ROMANSKY, 2001). Outro aspecto a ser considerado € o da
contaminagdo do produto pelo préprio usudrio (LEVY, 1987), sendo necessarias
recomendagdes adequadas na sua utilizagao e o uso de conservantes na formulagao.

BONOMI e NEGRETTI investigaram o conteudo microbiano das matérias-
primas empregadas nas preparagbes farmacéuticas. Segundo esses autores, os
problemas criados pela contamina¢do microbiana podem ser minimizados pelo uso de
matérias-primas que n&o apresentem historico de carga microbiana (“bioburden”)
inaceitavel, pela adog¢ao das boas praticas de fabricagdo validadas para reduzir o risco
de contaminag¢do durante o processo, e pelo uso efetivo de sistemas conservantes em
formulagdes (BONOMI & NEGRETTI, 1977).

Diante de todos os fatores que podem contribuir para a contaminagio e visando
a eficécia do produto e a segurang¢a do consumidor, classicamente tem sido utilizada a
adicao de conservantes nas formulagbes. Estes, sdo substancias adicionadas as
formas farmacéuticas e cosméticas com o intuito de evitar a contaminagdo
microbiana. Sua fungdo é inibir o crescimento de microrganismos no produto,
conservando-o livre de deterioragdes causadas por bactérias, bolores e leveduras.
Eles podem ter atividade bacteriostatica ef/ou fungistatica, sendo utilizados
principalmente nos produtos de mudltiplas doses, que podem apresentar
contaminagdo. Escolher um sistema conservante adequado para um produto
cosmético requer consideracao cuidadosa quanto ao tipo do produto, seu uso,
caracteristicas de formulagdo e provavel desafio microbiano. A selegéo definitiva do(s)
agente(s) conservante(s) deve ser um compromisso entre eficacia antimicrobiana e

compatibilidade com o produto (PINTO, KANEKO, OHARA, 2003). A adi¢do deste(s)
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nao exime o fabricante do cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo, que se
adotadas, previnem o aumento da carga microbiana no produto.

Portanto, a efetividade do sistema conservante em preparagdes farmacéuticas
ou cosméticas esta relacionada resumidamente, com a composi¢ao da formulagéo, o
tipo de material de acondicionamento, grau de pureza das matérias-primas, cumprir
todas as boas praticas de fabricagdo, utilizagdo correta pelo consumidor, forma de
aplicacdo, e do préprio sistema conservante. Mesmo com todo rigor exigido de higiene
durante a fabricagdo, controle de qualidade e uso de matérias-primas com contetdo
permissivel de microrganismo, ainda existe a possibilidade de contaminagéo
secundaria. Entretanto, alguns componentes mesmo ndo sendo substancias
antimicrobianas tipicas, podem ajudar contra a proliferagdo de microrganismos,
aumentando a efetividade dos conservantes. Os requisitos gerais para o crescimento
mibrobiano sd0: agua, energia, fontes de nitrogénio, minerais e vitaminas em um
ambiente com niveis adequados de oxigénio, pH e temperatura (PINTO; KANEKO;
OHARA, 2003).

Os conservantes, mesmo os origem natural sdo substancias intrinsecamente
toxica, portanto a concentracgéo utilizada deve ser pequena. O sistema conservante
utilizado em uma formulagéo pode exercer um efeito bacteriostatico, ou seja, mantém
0 mesmo nivel de microrganismos ou diminui, porém n&o destréi. Ou ainda um efeito
biocida de destruigcdo. A agdo do sistema conservante normalmente se processa por
meio da combinagdo com grupamentos quimicos dos conservantes com as proteinas
microbianas, ou através da agdo competitiva com determinados processos

enzimaticos.
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Um sistema ideal de conservante deve ter as seguintes caracteristicas:

v' Amplo espectro de agdo;

v Ser efetivo em extensa faixa de pH;

v' Ser compativel com os demais componentes da formulagéo;

v' Nao afetar as caracteristicas do produto como cor, odor , sabor e outro;

v' Ser seguro, ou seja, atdxico, ndo irritante, nem sensibilizante. Ter adequado
coeficiente de particdo 6leo em agua, de modo a permitir concentracao efetiva
em ambas as fases,

v Inativar rapidamente os contaminantes prevenindo a adapta¢édo microbiana;

v" Facil manipulacgao;

v’ Estar de acordo com a legislacao vigente;

v Custo baixo

v Durante os testes de estabilidade a concentragdo do conservante deve se

manter estavel.

Diante dessas consideracdes, ha a necessidade de avaliar a atividade
conservante do extrato hidroalcéolico de folhas de L. salviaefolia através do teste de
eficacia de conservantes, na formulacdo acondicionada, sendo entdo considerado
como sistema conservante, uma vez que os componentes da formula e o material de
acondicionamento podem interferir na sua atividade. A avaliagdo deve ser realizada
por meio do Teste de Eficacia de Conservante ou Teste de Desafio Validado. O
ensaio consiste na inoculagdo proposital do produto com microrganismos

especificados pelas farmacopéias e pelo CTFA (The Cosmetic, Toiletry, and
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Fragrance Association, 2001) e a constante monitoragdo constante da carga
sobrevivente. Idealmente, este ensaio deve ser realizado durante o desenvolvimento

da formulagao, na etapa do lote piloto e industrial (PINTO, KANEKO, OHARA, 2003).

Critério de aceitabilidade — CTFA (Cosmetic Toiletry and Fragance Association)

Produtos para area dos olhos e bebés

e Bactérias: reducio de pelo menos 99,9% da contagem inicial no intervalo de
tempo igual a 7 dias, com decaimento continuo até a finalizag&o do teste

e Fungos: redugdo de pelo menos 90% da contagem inicial no intervalo de
tempo igual a 7 dias, com decaimento continuo até a finalizagao do teste

e Bactérias esporuladas - acio bacteriostatica durante todo o periodo de teste

Outros Produtos

e Bactérias: reducéo de pelo menos 99,9% da contagem inicial nb intervalo de
tempo igual a 7 dias, sem aumento da carga microbiana até a finalizagéo do
teste

e Fungos: reducéo de pelo menos 90% da contagem inicial no intervalo de tempo

igual a 7 dias, sem aumento da carga microbiana até a finalizag&o do teste
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3.6. Avaliacao da citoxicidade em estudos histolégicos — microscopia 6ptica, em

substituto cutaneo dermo-epidérmico.

Visando valorizar o estudo in vitro por inimeras razées, como econdmicas,
éticas, de padronizagdo, seguranga e inovagéo, neste trabalho foi utilizada derme
humana alégena de-celularizada preservada em glicerol como suporte para a
proliferacdo de queratindcitos humanos semeados em altas densidades. O composto
dermo-epidérmico formado é constituido por derme recoberta por epitélio muiti-
estratificado com caracteristicas morfologicas semelhantes a epiderme humana, com
reorganizagao parcial da jungdo dermo-epidérmmica, segundo observagdes feitas sob
microscopia Optica e eletronica de transmissdo (HERSON, M.R. 1999).

Herson, em 1999 concluiu que a derme humana acelular preservada em
glicerol pode ser utilizada para o cultivo de queratindcitos diretamente em sua
superficie, permitindo a construgdo in vitro de composto dermo—epidérmico com
caracteristicas morfoldgicas, resisténcia mecanica e antigenicidade semelhante ao
sistema in vivo. Sugerindo seu possivel uso clinico como substituto cutaneo
permanente.

Equivalentes dermo-epidérmicos elaborados in vitro de varias maneiras, véem
sendo empregados em substituicdo as pesquisas in vivo, como por exemplo, para o
estudo da fisiologia das células da pele em geral e sua interagdo (FRANSSON.
HAMMAR, 1992), e de patologias cutaneas (MONTEIRO-RIVIERE et al., 1997); como
modelos experimentais de rejeicdo a transplantes e seus mecanismos biol6gicos

(RAMSAMOOJ et al,, 1998) e para avaliagdo dos efeitos de farmacos e produtos
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cosméticos sobre a pele substituindo estudos em animais (REGNIER et al., 1990),
(REGNIER et al., 1992), (AUGUSTIN et al., 1997).

A epiderme humana é constituida pelos queratinécitos e melandcitos
envolvidos na pigmentacgao, células de Langerhans, com fung&o imunolodgica e células
de Merkel, componentes do sistema nervoso.

Os queratindcitos constituem o epitélio multi-estratificado em constante
processo de renovagao, que forma a camada cérmea, com fungdo de barreira em
relagdo ao meio externo. Os queratinécitos com potencial proliferativo estdo na
camada basal, promovendo a renovacgéo fisioldgica do epitélio, por meio da sua
multiplicacdo em maior ou menor intensidade dependendo da predisposi¢cdo genética
e estimulos exdgenos.

Os epitélios cultivados in vitro sdo formados por camadas de queratindcitos
(oito a doze camadas), que apresentam sinais de diferenciagdo celular detectavel por
testes de imunofluorescéncia e através da microscopia eletrénica (STAIANO—COICO

et al,, 1986) (GREEN, et al., 1979).

3.7. Avaliacdo da seguranca e citotoxicidade em cultura celular de

queratinécitos humanos

Inimeras novas substancias sdo disponibilizadas no mercado atual na area
farmacéutica e cosmética, assim como aditivos alimentares. Entretanto, antes de
serem liberadas para uso devem ser avaliadas extensivamente, quanto a sua

toxicidade. Estes testes geralmente utilizam um grande numero de animais de
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experimentagdo, o que vem sendo contestado tanto pelo publico, quanto pelas
sociedades protetoras de animais e mesmo pesquisadores. Na Europa, o uso de
testes in vivo em animais foi banido para cosméticos (LOPES, 2003).

Tanto ds fatores econdmicos, como movimentos e pressdoes humanas para
que, pelo menos uma parte dos testes fosse feita in vitro, contribuiu para a aceleragcao
do desenvolvimento de tais metodologias. Essas utilizam linhagens especializadas de
células e culturas organotipicas interativas, resultando em ensaios confidveis e
esclarecedores (FRESHNEY, 2000).

Os testes in vitro baseiam-se no uso de pele humana obtida geralmente de
cirurgias plasticas, sendo bastante reprodutivos quando comparados aos testes in
vivo. Uma desvantagem de se utilizar a cultura in vitro, é referente a obten¢ao deste
tipo de material que nem sempre é facil, adicionalmente ainda podem existir
problemas com a variedade natural de cada pele.

Células de queratinécitos, melandcitos, células de Langerhans, fibroblastos e
sebdcitos, podem ser isoladas da pele humana e utilizadas para testes de atividade
bioldgica de varias formula¢gdes cosméticas e farmacéuticas, assim como substancias
puras. Cada linhagem celular é caracterizada tomando como base a em sua
morfologia e fungdo (MAJMUDAR & SMITH, 1998).

- Melandcitos: é a segunda maior populagdo de células na epiderme. Sao
grandes, dendritricas e localizadas nas camadas basais da pele. Sua fungdo é
produzir melanina que protege as células vizinhas da radiagdo UV. Eles transportam a

melanina aos queratinécitos através dos dendritos.
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- Células de Langerhans: tém uma importante fung¢do no sistema imune da
pele. A cultura primaria destas células é menos estavel que a de queratinocitos e
melanécitos e, portanto, menos utilizada como modelo in vitro.

- Fibroblastos: células mais populosas na derme. Sao amplamente utilizadas na
cultura celular devido a sua alta capacidade de multiplicagdo e vigor, quando
comparada a outras linhagens celulares. Sdo células maiores que os queratindcitos,
de formato alongado, terminagées pontiagudas. A fungdo principal dos fibrosblastos é
de sintetizar proteinas da matriz extracelular, como colageno, fibronectina, elastina e
proteoglicanas além das suas enzimas de degradagio, como colagenase, elastase e
outras metaloproteases de matriz (MAJMUDAR & SMITH, 1998).

Na cultura celular de queratindcitos, os fobroblastos tém como fungdo promover
uma camada de sustentagao e interagdo celular, para o bom desenvolvimento dos
queratinécitos (RHEINWALD & GREN, 1975a, 1975b, 1977).

- Queratinécitos: células epidérmicas de formato irregular. Sintetizam um
grande numero de fatores de crescimento, proteinas e enzimas (MAJMUDAR &
SMITH, 1998).

Devido a facilidade de multiplicag&o celular in vitro, a cultura de queratindcitos
possibilita a realizagdo de um grande numero de experimentos com o mesmo tipo de
Células, obtidas de um Unico doador (KRIWET & PARENTEAU, 1996).

Existe um protocolo de cultura de queratindcitos desenvolvido a partir de
células isoladas introduzindo modificacdes importantes nos sistemas de culturas
propostos. A cultura dos queratincitos humanos € realizada sobre camadas de
fibroblastos 3T3 murinos iradiados, que se comprovam como camada de sustentagio

(feeder layer”), e a adi¢do do Fator de Crescimento Epidérmico (‘epidermal growth
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factor’ ou EGF) ao meio de cultura. A combinagdo dessas propostas permitiu
estabelecer método onde queratindcitos isolados com potencial clonogénico
multiplicassem podendo ser utilizados em culturas secundarias, terciarias, etc.
(RHEINWALD & GREEN, 1975a, 1975b, 1977).

A toxicidade é um evento complexo in vitro, onde pode haver um dano celular
direto; efeitos fisioldgicos; efeitos inflamatdrios, tanto no local de aplicagdo como em
outros locais e outros efeitos sistémicos e patoldgicos. Tais efeitos fisiolégicos e
sistémicos sdo mais dificeis de serem monitorados in vitro, assim, a maioria dos
testes, determina os efeitos a nivel celular, ou seja, a citoxicidade (FRESHNEY,
2000).

Atualmente, os testes in vitro ainda ndo podem substituir integralmente os
testes in vivo, eles sdo de extrema importancia fomecendo informagdes uteis quanto
aos aspectos que influenciam o crescimento ou a sobrevivéncia celular.

Os testes de viabilidade celular sdo convenientes e geralmente rapidos e faceis
de realizar, eles mostram apenas as células mortas, ou seja, permeaveis, durantes a
realizagado do teste. Enquanto os testes de sobrevivéncia esclarecem a capacidade de
renovagao celular (FRESHNEY, 2000).

O potencial irritante de xampus foi verificado utilizando cultura de queratinécitos
humanos. Os testes de MTT (teste do bromato de difenil tetrazdlio) e a liberagéo de
desidrogenase lactica (LDH) foram empregados para a verificagdo da toxicidade
celular, em que foram relatadas diferengas entre os resultados obtidos in vitro e in vivo
decorrentes da reagdo do “patch test” sugerindo cautela ao interpretar os dados

obtidos in vitro (EUN & JUNG, 1994).
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Benassi, Bertazzoni e Seidenari em 1999 desenvolveram um estudo para
comparar testes in vitro de culturas em monocamadas, com testes in vivo de “patch
tests” em voluntarios humanos. Todos os métodos utilizados (contagem de células,
conversdao do MTT, incorporagdo de timidina e incorporagdo de “Neutral Red”)
superestimaram a toxicidade de uma das substéncias testadas sugerindo que os

dados devem ser interpretados cautelosamente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Procedéncia e Taxonomia do material

A planta utilizada para a preparagdo do extrato foi identificada por meio de
chaves especificas; a confirmagao taxondémica foi realizada no Instituto de Botéanica da
Secretaria de Agricultura de Sdo Paulo pela Dra. I. Cordeiro, com o deposito da
exsicata voucher no Herbario daquele Instituto, sob nimero Silva 374. A espécie para
os experimentos foi coletada sob a denominagdo Young 29, sendo procedente do

cerrado de Itirapina no estado de Sao Paulo.

4.2 Descri¢do Anatémica da Lippia salviaefolia Cham.

Para a fixagao, utilizou-se F.AA. [formaldeido 37% (v/v): acido acético glacial:
etanol 70%(v/v); (2:1:1)], Amazenada em etanol 70%(v/v). Para a descrigao
histolégica, foram feitos cortes a mao livre, utilizando lamina de barbear. O material foi
clarificado em solugdo de hipoclorito de sédio 70% (v/v) e submetido a coloragao
diferencial com azul de alcian 1% (p/v) e fucsina basica 1% (p/v). Cortes transversais
e paradémicos de limbo foliar e transversais de limbo, peciolo e caule, foram
montados em preparagdes semi-permanentes, em glicerina 50% (v/v), com gotas de

formalina e analisados em microscépio 6ptico binocular Coleman.
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4.3 Obtengéo dos extratos aquoso e hidroalcoolico

4.3.1. Padronizagdo da preparagdo

As folhas foram previamente dessecadas em estufa Fabre Ltda com
temperatura controlada de 38 °C e circulag@o de ar por quatro dias, sequencialmente
divididas e pulverizadas em moinho Thomas de facas com malha de 1 mm de
diametro (SIMOES et al., 1999).

O processo de obtengdo foi realizado por extracdo em Soxhlet para o extrato
hidroalcélico; e decocgao para o extrato aquoso. Todos os solventes utilizados tanto
na extragcao quanto nos procedimentos cromatograficos eram de grau cromatografico.
As técnicas foram de acordo com as recomendag¢des dos compéndios oficiais (Farm.
Bras Il), (EUROPEAN pharmacopoea, 1999), (PHARMACOPEE franbaise, 1965).
Pesaram-se cerca de 50 g da planta pulverizada em balanga eitronica,
sequencialmente foram extraidas com etanol PA, até a exaustdo, por trés dias, a
temperatura aproximada de 70 °C. O extrato seco foi concentrado em rota evaporador
e posteriormente liofilizado. Com o residuo da extragido anterior foi feita uma extragdo
por decocgao, a partir de cerca de 30 g da planta. A padronizagao da obten¢ao dos
extratos foi efetuada em colaboragédo com o Prof. Dr. Paulo Moreno do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo. Os extratos obtidos foram armazenados,
devidamente acondicionados sob refrigeragéo.

A partir dos extratos etandlico e aquoso foram feitos testes iniciais de eficacia

como conservantes naturais.
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4.3.2. Partigdo do extrato hidroalcdolico

O extrato etandlico foi submetido & particdo para verificagdo da fragcdo com
maior atividade antimicrobiana. Pesaram-se 10,45 g do extrato etandlico liofilizado que
foi dissolvido em cerca de 100 mL de hexano, acondicionado em banho de ultra-som,
por 2 minutos e filtrado em Funil de Blchner sob pressdo reduzida. A técnica foi
repetida trés vezes, obtendo desta forma a fragdo hexanica. Em sequéncia, o residuo
desta primeira extragdo, apés filtracao, foi tratado com cloroférmio empregando-se a
mesma técnica descrita para a primeira fragdo. Apds obten¢ao da fragao cloroférmica,
repetiu-se todo o procedimento utilizando como solvente o acetato de etila para
obtencao da fragdo de acetato de etila. E por fim, o residuo da fragdo de acetato de
etila foi extraido com n-butanol empregando a mesma técnica, obtendo a fragédo
butandlica. Para secagem dos extratos utilizou-se evaporador rotatério a' vacuo. Desta
forma, obtiveram-se quatro fragées diferentes a partir do extrato etandlico de L.
salviaefolia. Todas as fragbes foram concentradas em rota-evaporador e

posteriormente liofilizadas.

4.3.3. Separacéo da fragdo obtida em acetato de etila: extragdo em fase sélida

Para o fracionamento da fragao de acetato de etila obtida a partir do extrato

total de L. salviaefolia, foram utilizados os seguintes métodos cromatograficos: Coluna
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Cromatografica e Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (MITAINE, 1998;

VERPOORTE, 1986, MITAINE, 1996).

4.3.3.1. Coluna Cromatografica

Foi realizada inicialmente uma separagio prévia através de uma coluna cujas

caracteristicas estio descritas na tabela 3:

Tabela 3. Caracteristicas da coluna utiizada na separagdo preliminar dos

componentes da fragao de acetato de etila.

Fase Estacionaria (FE) Silica PF
Peso de FE (g) 50,0
Peso da amostra (g) 1,0
Diémetrb (cm) 3,5

Pesou-se 1,0 g da fragdo de acetato de etila, proveniente do extrato total das
folnas de Lippia saviaefolia, sendo solubilizada em metanol e incorporada a uma
pequena por¢ao de silica (aproximadamente 0,5 g), posteriormente depositada na
parte superior da coluna para realizar separagdo. Como fase movel, utilizou-se a
mistura diclorometano: metanol em diferentes propor¢oes conforme descrito na tabela
4. Todas as extragbes foram realizadas em duplicata, cada fracdo obtida foi
concentrada e liofilizada. Depois de liofilizada cada fragdo foi submetida a avaliacdo

de sua atividade antimicrobiana para identificagdo da fragdo com melhor resuitado.
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Tabela 4: Fase movel utilizada na coluna para a separagdo dos componentes da

fracao de acetato de etila de L. salviaefolia e fragGes obtidas.

Proporgao (CH.Cl,: MeOH) Volume utilizado (mL) Fragdo obtida
10:0 2x100 1e2
9:1 2x100 3ed
8:2 2x100 5eb6
7:3 2x100 7
1:1 2x100 8
0:10 2x100 9

4.3.3.2. Cromatografia em Camada Delgada

As fragOes obtidas na separagao preliminar descrita no item 4.3.2 foram
novamente fracionadas através de cromatografia em camada delgada. Para tanto
foram empregadas placas contendo uma camada de 1mm de silica gel PF254
(MERCK).

Os sistemas eluentes utilizados eram compostos por diclorometano e metanol
na proporg¢ao volumétrica de 9:1.

Antes de efetuar a cormrida cromatografica a cuba foi previamente saturada com

0 préprio sistema eluente.
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4.3.3.3. Anélise Estrutural

Para a realizagdo da analise estrutural utilizou-se o cromatégrafo a gas
equipado com detector de ionizagao de chama. Os espectros de massas foram feitos
no dispositivo acoplado a CG-EM computador Hewlett Packard 5989A. Os espectros
obtidos foram comparados com bancos de espectros do proprio aparelho assim como

com dados espectrais da literatura.

4.4. Avaliagdo da atividade antimicrobiana estudo prévio

4.4.1. Preparagdo das amostras

No estudo da atividade antimicrobiana, os extratos hidroalcoéli.co € aquoso,
assim como as diferentes fragbes do extrato etandlico, foram diluidas em
dimetilsufoxido (DMSO): metanol (1:1). As concentragdes correspondentes séo
expressas em termos de miligramas (mg) do extrato ou fragdo por mililitros (mL) do

solvente.

4.4.2. Microrganismos

A atividade antimicrobiana dos exiratos foi avaliada contra quarto tipos de

microrganismos: bactéria Gram-positivo: Staphylococcus aureus (ATCC 6538); Gram-
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negativos: Escherichia coli (ATCC 105636) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),

e fungo: Candida albicans (ATCC 10231).

4.4.3. Método de difusdo em agar.

Os organismos testados foram inoculados em um “slant” de “Trypic Soy Agar”
(TSA) para as bactérias, e “Sabouraud Dextrose Agar’ (SDA) para o fungo. Depois de
um periodo de incubagéo de 24 h a 32 °C para bactéria e 25 °C para o fungo, as
culturas foram suspensas em solugao salina estéril e ajustadas de modo a obter uma
leitura turbidimétrica comparavel com o padrdo de McFarland n® 05. A partir dessas
suspensdes microbianas, 1,0 mL foi dissolvido em 4,0 mL de TSA para bactéria e
SDA para o fungo, sequencialmente, estes 5 mL resultantes constituiam a segunda
camada da placa de Petri, com uma primeira camada de 10 mL ‘de agar sem
microrganismo. De modo asséptico, préximo ao fogo, com ferramentas apropriadas
foram feitos alguns pogos com aproximadamente 6 mm de didmetro, onde as fragdes
e os extratos foram depositados para estudo de suas agbes. Em cada placa de Petri
foram feitos 5 pogos: um utilizado como controle negativo, outro para controle positivo,
e os trés restantes para as amostras em triplicada.

Trés concentragdes foram preparadas para o extrato aquoso, e o extrato
etandlico total: 20, 10 e 5 mg/mL. Enquanto duas concentragbes foram preparadas
para as fragdes do extrato etandlico. 40,0 uL de cada solugéo (extrato aquoso, extrato
etandlico e fragdes) eram colocadas nos pogos. Em cada placa de Petri existia um

pogo contendo uma solugdo de 40 pbL DMSO: Metanol (50:50) v/iv usado como
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controle negativo, e como controle positivo um pogo com 20 pyL de uma solugdo
padrdo de (1mg/mL) de cloranfenicol, (poténcia: 100.000 Ul/mL), para bactérias;
nistatina, (poténcia: 100.000 Ul/mL) para fungo; e amicacina, (poténcia: 916 ug/mg),
para Pseudomonas aeruginosa. As placas eram incubadas por 24 h a 32 °C
(bactérias) e por 48 h a 25 °C (fungo). Os diametros das zonas de inibigao resultantes
foram medidos por “Antibiotic Zone Reader — Fisher- Lilly” (mm). Cada experimento foi
repetido ao memos trés vezes. A zona de inibicdo mensurada corresponde a média

dos diametros das zonas de inibicdo encontradas.

4.5. Determinag¢ao da CMI dos diferentes extratos.

Os microrganismos testados foram: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 10536, Candida albicans ATCC 10231, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Aspergillus niger ATCC16404.

A avaliagcado da atividade antimicrobiana dos extratos que apresentaram
melhores resultados no teste por difusao em agar, foi realizada através da CMI e visou
a selecdo dos extratos que foram incorporados nas formulagdes cosméticas. O ensaio
utilizado foi pelo método de microdilui¢do em meio liquido com técnicas assépticas
(ELOFF,1998). Para maior confiabilidade dos resultados, a determinagao da CMI dos
extratos selecionados foi avaliada, apés incubag¢do com temperatura controlada, por
espectrofotometria em microplacas. Esse teste € uma adaptagdo do procedimento de

diluicdo em meio liquidos (TORTORA, FUNKE, CASE, 2001) que utiliza maior volume
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(10 mL), com os volumes de indculo, reduzindo amostra € meio de cultura para 230
uL, possibilitando maior nimero de réplicas. Em uma etapa inicial, foi padronizado e
validado o método, o equipamento utilizado foi o leitor de microplacas LM-LGC
fornecendo preciséo de leitura espectrofotométrica.

Em cada pogo foram colocados 200 pL descritos a seguir; C: controle negativo
(meio); Cs: controle do solvente (meio, microrganismo e solvente); Cc: controle de
crescimento (meio e microrganismo); C+: Controle positivo (meio, microrganismo e
antimicrobiano de referéncia); Cext: controle do extrato (meio e extrato); e amostras
estudas nas concentragdes apropriadas. Para todas essas variaveis sao utilizados no

minino quatro pog¢os de cada microplaca.

4.5.1. Determinag&o da CMI da Naringenina

Através do estudo em Cromatografia Gasosa- Espectrofotdmetro de Massa (CG-
EM) foi constato que os trés principais compostos majoritarios cujo padrao de
fragmentacgao, da fragdo 4 descrita anteriormente (tabela 4), fora compativel sdo 4’,5-
Dihidroxi-7-metoxi-flavonona, a naringenina, € o apiflorol. Devido a acessivel
disponibilidade no mercado atual da naringenina foram realizados testes para
determinagao da sua CMI frente aos microrganismos: S. aureus ATCC 6538, E. Coli
ATCC 10536, C. albicans ATCC 10231, P. aeruginosa ATCC 9027, A. niger ATCC
16404. Tais valores serviram de base para comparagdo com o extrato total e as

fragbes ativas da L. salviaefolia.
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4.6. Desenvolvimento e sele¢cdo de pré-formula¢bées cosméticas

As bases cosméticas utilizadas envolveram: emulsdo (creme), gel e xampu. Nesta
etapa denominaram-se de pré-formulagcbes cosmeéticas aquelas que foram
desenvolvidas com finalidade de serem submetidas ao estudo de estabilidade
acelerada (CHARLET, 1996, DRAELOS, 1999; PRISTA, BAHIA, VILLAR, 1992;
PRUNIERAS, M., 1994)

Foram preparadas 6 formulagdes preliminares (2 emulsdes, 2 géis e 2 xampus)
selecionadas a partir do aspecto sensorial através de critério pessoal (espalhamento
adequado na pele, toque sedoso e aspecto). Estas formulagdes foram submetidas aos
testes preliminares de estabilidade fisica (centrifugagao e estresse térmicb), e ao teste
de estabilidade acelerada. Ao final destes testes foi eleita uma formulagcdo de
emulsdo, uma de gel e uma de xampu, com as quais se prosseguiu o teste de eficacia

de conservante. A composi¢ao de cada formulagdo preliminar estd descrita abaixo:
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Emulsdes (cremes):

CREME A
Componente % plp

1) Cera auto-emulsionante n&o iénica 10,0
2) Oleo mineral 2.0

3) Acetato de cetila e alcool de lanolina acetilado 1,0

4) Silicone volatil 3,0

5) Sesquiestearato de metilglicose PEG-20 2,0

6) Propilenoglicol 50

7) Extrato da fr. ac. etila L. salviaefolia 0,2

8) Esséncia qg.s.
9) Agua destilada  g.s.p. 100,00

O procedimento para o preparo do Creme A envolveu 0 aquecimento das fases
aquosa e oleosa separadamente, até a temperatura de 70-75 °C. Quando essas
atingiram este valor, verteu-se a fase aquosa sobre a oleosa, de forma lenta e
constante e com auxilio da agitagdo mecanica (Mixer da Wallita). Apds a obtengao da
emulsdo, homogeneizou-se até seu resfriamento a 40 °C e acrescentaram-se o
ciclometicone, a esséncia e o extrato, previamente diluido em q.s. etanol P.A.. O valor

de pH da formulagao foi corrigido para 6,0 -6,5
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CREME B

Componente % p/p
1) Alcool cetoestearilico etoxilado 2,0
2) Monoestearato de glicerila 1,0
3) Acetato de cetila e alcool de lanolina acetilado 1,0
4) 2-octil-dodecanol 4,0
5) Silicone volatil 0,3
6) Sesquiestearato de metilglicose PEG-20 2,0
7) Glicerina 50
8) Hidroxietilcelulose 2% plv 20,0
9) Extrato da fr. ac. etila de L. salviaefolia 0,2
10) Esséncia ‘q.s.
11) Agua destilada q.s.p. 100,0

Misturaram-se, com auxilio da espétula de plastico, o Hostacerin® SAF e q.s. de
agua destilada flexivel. Adicionaram-se a esséncia e o extrato homogeneizando-se o

sistema. O valor de pH da formulagéo foi corrigido para 6,0 -6,5.
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GEL

GEL A

Componente % p/p
1) Hidroxietilcelulose 2,0

2) Propilenoglicol 6,0

3) Alcool cetilico etoxilado e propoxilado 2,0

4) Extrato da fr. ac etila de L. salviaefolia 0,2

5) Esséncia (Cosmetic 258) q.s.
6) Agua destilada q.s.p. 100,0

Hidratou-se a hidroxietilcelulose com q.s. de agua destilada na temperatura de
50 °C e agitou-se com espatula de plastico flexivel até a formagdo do gel
Adicionaram-se o propilenoglicol, a esséncia (previamente dispersa no Procety®
AWS) e o extrato, completando-se a massa do gel com q. s. p. de 4gua destilada e
homogeneizou-se da mesma maneira descrita. O valor de pH da formulagdo estava

entre 6,0e 6,5
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GEL B

Componente % p/p
1) Polimero carboxivinilico 0,8

2) Propilenoglicol 5,0

3) Hidroxido de sédio (solugdo 20%) g.s. pH 6,0
4) Poliol de éster de acido graxo 0,8

§) Extrato da fr. ac. etila de L. salviaefolia 0,2

6) Esséncia (Cosmetic 35) 0,2

7) Alcool cetilico etoxilado e propoxilado 2,0

8) Agua destilada q.s.p. 100,0

O polimero carboxivinilico foi disperso em qg.s. de agua destilada e permaneceu
em repouso por 3 h, a fim de completar a hidratagdo. Apds esse periodo, foi
adicionado o propilenoglicol homogeneizando-se com auxilio de espatula de
plastico flexivel. A esséncia e o Cetiol® HE foram previamente dispersos em
ProcetyPAWS e adicionados & mistura, e posteriormente o extrato
homogeneizando-se o sistema. A formulagdo foi pesada, completou-se a massa
com agua destilada e corrigiu-se o valor do pH para 6,06,5, com auxilio do

hidréxido de sédio € homogeneizagao manual descrita anteriormente.
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Xampu A

Componente
1) Lauril éter sulfato de sédio
2) Lauril sulfato de trietanolamina
3) Dietanolamida de acidos graxos de coco
4) Esséncia
5) Corante
6) Propilenoglicol
7) Acido citrico (solugdo 10% p/v)
8) Cloreto de sddio (solugéo 20% piv)
9) Agua destilada

10) Extrato da fr. ac. etila de L. salviaefolia

% plp
20,0
5,0
3,0
0,3
g.s.
5,0
pH 6,0
acerto de viscosidade
58,0

0,02

Pesaram-se os componentes lauril éter sulfato de sédio, lauril sulfato de

trietanolamina e dietanolamida de acidos graxos e homogeneizou-se com auxilio de

espatula de plastico flexivel. Adicionaram-se 50 g de agua destilada com agitagao

suave. Acrescentaram-se 0 corante, a esséncia e o extrato, completou-se a massa

com agua destilada e misturou-se suavemente. Corrigiu-se o valor do pH para 6,0-

6,5 com &cido citrico, adicionou-se a solugdo de cloreto de sédio até obter o

espessamento adequado (observada visualmente e caracteristica de um xampu) e

homogeneizou-se o sistema.
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Xampu B

Componente % plp

1) Lauril sulfosuccinato dissédico e lauril sulfato de sédio 10,0

2) Lauril sulfato de sdédio 5,0

3) Diestearatoglicol, tensoativo aniénico e anfétero 1,5

4) Cocoamido propil betaina 8,0

5) Fosfato 3-oleilico 0,5

6) Hidréxido de sodio q.s. pH 6,0

7) Cloreto de sédio (solugdo 20% p/v) acerto de viscosidade
8) Perfume g.s.

9) Extrato da fr. ac. etila de L. salviaefolia 0,02

10) Agua desmineralizada q.s.p. 100,0

Pesaram-se o lauril sulfossuccinato dissédico, o lauril sulfato de sédio
(Genapol®SSB), o lauril sulfato de sodio (Genapol®LSS), o distearato glicol
(Genapol®EGL), a cocoamidopropil betaina (Dehyton® KB) e o fosfato 3- oleilico
(Hostaphat®0-300) e homogenizou-se suavemente com auxilio de espatula de plastico
flexivel. Foram incorporados a formulagdo, q.s. de agua destilada, a esséncia e o
extrato, completou-se o volume com agua destilada e misturou-se suavemente com a
mesma agitagdo. Corrigiu-se o valor do pH para 6,0-6,5 com hidréxido de sédio e
adicionou-se a solugdo de cloreto de sédio, até alcancar espessamento adequado

(observada visualmente e caracteristica de um xampu) e homogeneizou-se o sistema.
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4.6.1 Estudo de estabilidade acelerada das pré-formulagbes cosméticas

Todas as pré-formulagbes cosmeéticas foram submetidas a estudo de
estabilidade acelerada (MORETTO, 1999) (ANVISA,2004).

Com o intuito de avaliar criteriosamente a atividade conservante dos extratos da
L. salviaefolia nas pré-formulagées cosméticas descritas acima, estas foram
submetidas a condi¢ées drasticas "Stress test". Antes de iniciar o estudo de

estabilidade o produto foi submetido ao teste de centrifugagéo e ao estresse térmico.

Testes preliminares de estabilidade fisica para as emulsdes

Centrifugagéo

Dez gramas das formulagdo (creme A e creme B) foram submetidas a ciclos de
rotacdo de 1000, 2500 e 3500 rpm em centrifuga, durante quinze minutos para cada

velocidade.

Estresse térmico

As amostras (Creme A e B e Xampu A e B) foram colocadas em banho-maria
termostatizado, entre 40 e 80 °C. Realizou-se a elevagdo da temperatura de 10 em 10
°C, mantendo por 30 minutos em cada valor. Foram avaliadas as amostras ao término

do teste (80 °C), apds as mesmas retornarem a temperatura ambiente (22,0 + 2,0 °C).
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Teste de estabilidade acelerada

Apéds 24 horas de preparo, considerado como to (tempo inicial), as formulagoes
escolhidas, creme A e B, gel A e B e xampu A e B, foram submetidas as seguintes

condi¢les e periodos de avaliagao:

A) Afrmazenamento
a) Temperatura ambiente (luz solar indireta)

As formulagdes foram mantidas a temperatura ambiente (22,0 £ 2,0 °C),
durante 14 dias, sendo avaliadas no 3°, 7° e 14° dias.

O produto foi exposto a luz solar de forma indireta e nao diretamente ao sol.
Pois a luz solar direta pode alterar significativamente a cor e o odor do produto e levar

a degradacéo de componentes da formulagao.

b) Estufa a 45 °C
As preparagdes foram submetidas a temperatura de 45,0 £ 2,0 °C em estufa,

durante 14 dias, sendo avaliadas no 1°, 3°, 7° e 14° dias.

¢) Ciclos gela e degela

As formulagdes foram submetidas a ciclos de congelamento (-10,0 + 2,0 °C) por
24 horas em freezer, seguido de descongelamento e aquecimento em estufa (50,0
2,0 °C) por 24 horas, completando-se dessa forma um ciclo. As amostras foram

submetidas a seis ciclos, sendo avaliadas no 3° (6° dia) e 6° ciclos (12° dia).
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d) Freezer

As formulagdes foram mantidas a temperatura de -10,0 + 2,0 °C em freezer,

durante 14 dias e avaliadas no 7° e 14° dias.

e) Refrigerador (geladeira)

As formulagdes foram mantidas em refrigerador (6,0 + 2,0 °C), durante 14 dias

€ avaliados no 3°, 7° e 14° dias.

B. Avaliacao inicial

Apds 24 horas do preparo (to), cada formulagdo foi avaliada quanto as
caracteristicas organollépticas (aspecto, cor e odor), valor de pH e de viscosidade
aparente. Os resultados obtidos em to foram considerados como referéncia para
comparag¢ao com as demais leituras das amostras, em todas as condi¢des, durante o

Teste de Estabilidade Acelerada.

C. Variaveis analisadas

a) Caracteristicas organolépticas: foram observados os aspectos da preparacio, a
separacao de fases da emulsdo, a presenca de grumos e precipitados; o odor e a cor.
Os resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos com as amostras em

To, considerada a amostra de referéncia.

b) pH (valor e variagéo). as amostras foram diluidas em agua destilada, previamente
neutralizada, possuindo valor de pH igual a 7,0, na propor¢gédo de 1:10 (p/iv) e

realizaram-se 0s ensaios das amostras obtidas nas diversas condigbes de
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temperatura em peagametro, quando estas atingiram a temperatura ambiente de 22

°C e foram comparadas com aquela obtida em to

c) Viscosidade aparente: Para as amostras de Creme A e B; e Gel A e B a
viscosidade foi avaliada somente de forma visual, constatando se houve separagéo de
fases, quebra da emulséo, e consisténcia por andlise sensorial. Ja para as amostras
de Xampu A e B foi feita a leitura da viscosidade em Viscosimetro Visco Star-R, a
temperatura ambiente de 22 °C, empregando-se como parametros de spindle e de
velocidade de agitagdo (rpm) — Para o Xampu A houve quebra da formulagdo com a
adicao da L. salviaefolia, sendo que nao foi possivel aferir a viscosidade desde o to.
Para o Xampu B — foi utilizado agulha TR 8; e 100 rpm. As leituras obtidas nos
intervalos de tempo nas diversas condigbes de temperatura foram comparadas com

aquela obtida em to.

d) Critérios de inclusdo e exclusdo
Foram adotados os seguintes critérios para aprovagdo ou rejeicdo das
amostras avaliadas nos Testes de Estabilidade Preliminar e Acelerada, descritos a

seguir (BABY, 2005; MAIA et al, 2000):

D1) Aspecto: integridade das amostras mantendo seu aspecto inicial nas condigcdes
de armazenamento, permitindo leves alteragdes nas temperaturas elevadas, freezer e

ciclos.

D2) Cor e odor. foram aceitas leves alteragbes nas diversas condigbes de
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armazenamento.

D3) Valor de pH: foi aceita como variagdo maxima o valor de + 10%, em todas

condi¢ées de armazenamento.

D4) Viscosidade aparente: foram admitidas variagbes, desde que néo

comprometessem a percepg¢ao visual das amostras.

4.7. Teste de efic4dcia do conservante natural L. salviaefolia

4.7 1. Microrganismos

Os microrganismos desafiantes utilizados na validagcao e no teste de eficacia de
conservantes foram: Eschenchia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6548), Burkholdena cepacia IAL 1834
ATCC (17759), Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC 16404).

Os microrganismos foram provenientes do Instituto Adolfo Lutz (IAL) e
identificados como: Eschernichia coli 1AL 2393 (ATCC 10536), Pseudomonas
aeruginosa AL 1874 (ATCC 9027), Staphylococcus aureus 1AL 1875 (ATCC 6548),
Burkholderia cepacia |IAL 1834 ATCC (17759), Candida albicans IAL 1611 (ATCC

10231) e Aspergillus niger IAL 2122 (ATCC 16404).
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4.7.2. Preparagdo e padronizag&o das suspensdes microbjanas

A principio foi necessaria a preparagédo da suspensao de cada microrganismo
de acordo com as instrugdes apresentadas no rétulo dos frascos contendo os
microrganismos liofilizados. A manutengdo dos microrganismos foi por meio da
realizagdo de estrias sobre a superficie inclinada de meios de cultura de agar caseina
soja para as bactérias, e de agar sabouraud-dextrose 4 % para os fungos, em tubos
de ensaio de 18 mm x 200 mm. Os meios de cultura foram previamente preparados
conforme orientagdo do fabricante (Difco), esterilizados, transferidos assepticamente
para tubos de ensaios estéreis e resfriados de forma a obter a superficie inclinada.
Apés o repique, incubaram-se os tubos, para as bactérias a 30 — 35° C por 24 h, para
levedura a 20 — 25 °C por 48 h e para o bolor a 20 — 25 °C por 5 dias.

A massa celular resultante desse crescimento, foi recolhida com 9 mL de
solugdo salina a 0,9 % (p/v) estéril e considerou-se como suspensao microbiana
padrao. A contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) da suspensao foi
realizada pela técnica de semeadura em profundidade. Nesta técnica s&o transferidas
para as placas de Petri estéreis, em triplicata, 1,0 mL das diluicbes de 10* 3 107 da
suspensao microbiana, obtidas por diluicbes decimais seriadas em tubos contendo 9
mL de solugdo salina estéril a 0,9 % (p/v). Adicionaram-se as aliquotas, 15 a 20 mL de
meio de cultura resfriados em cerca de 45 - 50 °C de agar caseina soja para as
bactérias ou &agar sabouraud-dextrose 4% para fungos e a seguir fez-se a
homogeneizagdo em movimentos suaves em forma de oito. Apds solidificagdo do
meio de cultura, incubaram-se essas placas a 30 — 35 °C, para as bactérias em estufa

por 48 horas e os fungos, a 20 — 25 °C, por 5 dias. O nudmero de Unidades
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Formadoras de Colbnia (UFC) por mL foi determinado a partir das placas que
obtiveram contagem entre 30 e 300 UFC para as bactérias e leveduras e entre 10 a
100 UFC para o bolor, utilizando-se um contador de coldnias.

As suspensdes obtidas, através da massa celular resultante do crescimento do

repique, foram mantidas em refrigerador, por um periodo de no maximo dois dias.

4.7.3. Meio de cultura e diluente

Os meios de cultura foram preparados a partir da mistura complexa desidratada
e esterilizados conforme as instrugées do fabricante (Difco), assim como o diluente
Dey Engley (D/E) contendo os inativantes: tioglicolato de sadio (0,1% p/v) ; tiossulfato
de sodio (0,6% plv); bissulfito de sodio (0,25% p/v), polissorbato 80 (0,5% phv) e
lecitina de soja (0,7% p/v). As solugdes salinas a 0,9% (p/v) estéreis foram preparadas
por dissolugdo de q.s. de NaCl em q.s. de agua destilada, apds preparo da solugéo

esta foi esterilizada em calor Umido.

4.7.4. Enumeragao ou contagem de microrganismos viaveis (USP XXIX, JP XIV)

Para a contagem de microrganismos em meio sélido, foi utilizada a técnica de
semeadura em profundidade, onde as aliquotas da amostra teste e da solugdo salina
a 0,9% (p/iv) foram transferidas para placas de Petri estéril, em réplicas de trés e

submetidas a leitura com auxilio de contador de colonias.
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4.7.5. Validagdo da metodologia / Escolha de condigdo de neutralizagéo do sistema

conservante (USP XXIX)

A escolha da condigado de inativagéo do sistema conservante tem como objetivo
validar o método usado no teste de eficacia do sistema conservante. A confiabilidade
do método usado no teste de eficacia de conservante depende da sua capacidade em
evitar a interferéncia do sistema conservante no crescimento dos microrganismos.

Para a escolha de condicdo de neutralizagcdo ou inativagdo do sistema
conservante, o estudo foi conduzido com as formulagbes de creme A, Gel B e Xampu
B. Esses produtos foram preparados em condi¢gbes assépticas e considerados como a
amostra-teste. Como controle da viabilidade dos microrganismos utilizou-se solu¢ao

salina 0,9% (p/v).

Os microrganismos utilizados para a escolha da condicdo de recuperagao

foram os descritos no item 4.7.1.

As condicdes de neutralizagdo estudadas foram:

- Condigao 1

Amostra-teste diluida na razdo 1:10, com solugao salina 0,9% (p/v) e agar

caseina soja ou agar sabouraud-dextrose 4% com inativadores [0,7% (p/v) de

polissorbato 20 e 0,1% (p/v) de lecitina de soja].
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- Condigéo 2
Amostra-teste diluida na razdo 1:10, com diluente Dey Engley (D/E) contendo
os inativantes quimicos em sua composi¢ao, descritos no item 4.7.3., e 4gar caseina

soja ou agar sabouraud-dextrose 4%

Controle

Solugéo salina a 0,9% (p/v) estéril

Para 5 placas de Petri estéril foram transferidas aliquotas de 0,5 mL da
suspensdo padrao de microrganismo preparado de modo a obter 100 a 200 UFC.
Adicionou-se 1 mL da amostra — teste e 15 a 20 mL de agar caseina soja ou de agar
sabouraud-dextrose 4% resfriados até cerca de 45 a 50 °C. Homogeneizou-se a
mistura e apds solidificacdo completa do meio de cultura, as placas contendo agar
caseina soja foram incubadas a temperatura de 30 — 35°C, por cerca de 2 dias e as
placas contendo agar sabouraud-dextrose 4% a temperatura de 20 — 25°C, por cerca
de 5 dias. O mesmo procedimento foi utilizado para a solugdo salina, considerada no
experimento como controle.

O critério da escolha da condigdo de neutralizagdo do sistema conservante,
para cada microrganismo deve ser no minimo de 70% de recuperacao (USP XXIX).
Foi calculada a média dos valores de Unidades Formadoras de Coldnias obtidas da
amostra teste e do controle. A porcentagem de recupera¢gdo de cada microrganismo
foi relacionada entre o valor médio de UFC da amostra teste e o valor médio de UFC
do controle. Assim, a média de recuperagdo total da condigdo de ensaio foi obtida
pelas porcentagens de cada microrganismo. Por ser teste limite, os valores foram

calculados e considerando como < 70% ou > 70%.

62



4.7.6. Teste de Eficacia de Conservantes das formulagées

As amostras do Creme A, Gel B e Xampu B foram avaliadas quanto a eficacia
do sistema conservante. O teste de desafio foi executado para cada um dos

microorganismos a seguir mencionados:

Escherichia coli IAL 2393 (AfI’CC 10536)
Pseudomonas aeruginosa IAL 1874 (ATCC 9027)
Burkholderia cepacia IAL 1834 ATCC (17759)
Staphylococcus aureus IAL 1875 (ATCC 6548)
Candida albicans 1AL 1611 (ATCC 10231)

Aspergillus niger IAL 2122 (ATCC 16404)

Aproximadamente 20g de cada amostra teste foi inoculada com um dos
microrganismos desafiantes em cerca de 10° a 108 UFC/g, proveniente da suspensao
previamente padronizada conforme descrito anteriormente e respeitando-se a relagéo
entre o volume do inéculo e da suspensao, para ser menor ou igual a 1% (p/v) do
volume da amostra. Imediatamente apds a inoculagdo, foi homogeneizado por um
minuto em agitador e submetido a diluicdo seriada e a contagem das colbnias de
microrganismos viaveis (UFC/g), pela técnica de semeadura em profundidade. Para o
procedimento de diluigdes decimais empregou-se o diluente Dey Engley (D/E). Como

meio de cultura foi utilizado agar caseina soja e agar sabouraud-dextrose 4%.
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As amostras desafiadas e os controles foram mantidos em temperatura
ambiente no decorrer do teste. A periodicidade de cada avaliagdo do sistema
conservante das amostras foi de acordo com os critérios estabelecidos, que se
encontram a seguir. Ressalta-se que, para todos os métodos utilizados na avaliagdo
da eficacia de sistema conservante, foram realizados ensaios logo apés a inoculagdo
do microrganismo, considerado tempo zero (t).

Para a verificagdo da viabilidade dos microrganismos durante os testes,
realizou-se o mesmo procedimento utilizado para amostra, embora empregando
solugdo salina 0,9 % (p/v), considerado no ensaio como controle da viabilidade do
microrganismo.

Os tempos para a avaliagdo, no presente trabalho, foram logo apés a
inoculagéo e apéds 2, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram nomeados, respectivamente, de t, t,,

t7; tia; t21 € tos.

4.7.7. Cnrtério de aceitacdo do teste de eficacia de conservante natural

Os critérios de aceitacdo adotados foram os mesmos descritos no CTFA — The
cosmectic, Toiletry and Fragance Association, 2001.

O ensaio é considerado eficaz para formulagbes cosméticas em geral se ocorrer.

Bactérias: redugdo de 3 ciclos logaritmicos em 7 dias, € nenhum aumento
durante o periodo do ensaio.

Fungos (Bolores e Leveduras): redugdo de 1 ciclo logaritmico em 7 dias, e

nenhum aumento durante o periodo do ensaio.
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4.9. Avaliagdo da seguranc¢a das formulagées cosméticas sem e com
incorporagdo de L. salviaefolia em estudos histolégicos — microscopia

Optica em substituto cutdneo dermo-epidérmico

4.8.1. Substituto cutadneo dermo-epidermico.

Os substitutos cutaneos dermo-epidérmico foram preparados no laboratério de
cirurgia e microcirurgia, Lin 4, da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo e no Centro de Biologia Molecular no IPEN, de acordo com o procedimento
descrito por HERSON em 1999. Inicialmente foram preparadas as bases dérmicas.
Sequencialmente, foram preparadas culturas secundarias de queratinécitos sobre as
bases dérmicas em cultivo na interface ar-liquido.

A derme foi preparada com 2 x 2 cm? e mantida em PBS (Phosphate Buffered
Saline — Solugéo Salina Fosfato Tamponada), foi colocado um anel sobre a derme
para semear os queratindcitos em alta densidade, deixando “ovemight’ para retirar o
anel. No sétimo dia o conjunto foi passado para o sistema de rede em placas de seis
pocos. As culturas foram mantidas em estufa de cultivo com atmosfera de CO, a 5%,
a temperatura constante de 37 °C, sendo que em cada pogo continham 3 mL de KGM
(Keratinocyte Growth Medium), 0 meio de cultivo foi trocado a cada dois dias até o 14°
dia e diariamente até o 21° dia. Para inicio do teste de avaliagdo de segurancga todo
meio foi aspirado e, com o auxilio de uma seringa de insulina de 1 mL, colocou-se 1
gota (cerca de 20-30 uL) de cada amostra (gel, creme e xampu sem e com a
incorporagéo de L. salviaefolia) sobre os compostos cultivados na interfase ar-liquido,

em uniplicata, mantendo um pogo como controle sem a adigio de amostra.
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Quadro 1: Avaliagao da seguranga das formulagbes cosméticas em substituto

cutaneo dermo-epidérmico com 24 horas de contato.

Avaliagao da segurancga das formulagcoes cosméticas — 24 h. de contato

Controle Gel Gel com L. salviafolia

Xampu com L. salviaefolia
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Quadro 2: Avaliacao da seguranca das formulagdes cosmeéticas em substituto

cutdneo dermo-epidérmico com 48 horas de contato.

Avaliacao da seguran¢a das formulagées cosméticas — 48 h. de contato

Controle Gel Gel com L. salviafolia
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4.8.2. Estudo histolégico — Microscopia 6ptica

Depois de adicionado as amostras nos compostos cultivados na interfase ar-
liquido, os sistemas foram mantidos por 24 horas ou 48 horas no meio de cultivo. O
sistema dermo-epidémmico foi lavado 3 vezes com PBS e transferido, com o auxilio de
uma pinga e agulha, para um papel de filtro. Sequencialmente o sistema foi tratado e
fixado, para microscopia 6ptica, por 24-72 horas, em geladeira, com paraformaldeido
(PFA) a 4% em tampé&o cacodilato de s6dio pH 7,2. Foi lavado novamente trés vezes
com PBS e deixado em alcool 70% na geladeira.

Os sistemas foram enviados para o departamento de cirurgia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo para desidratagdo, inclusdo em parafina,
cortes e coloragao por hematoxilina-eosina.

A anélise da morfologia da pele humana, sistema dermo-epirdérmico, foi feita

em microscopio éptico, com aumento de 1000 vezes (microscopio Labophot — Nikon).

4.9. Teste de citotoxidade da L. salviaefolia em cultura celular de

queratinécitos humanos

4.9.1. Condigdes do teste de citoxicidade

Os ensaios foram realizados em condigbes assépticas, em ambiente controlado
de fluxo laminar biolégico, todos os materiais e regentes foram esterilizados, por

fitragao esterilizante, calor seco ou Umido, radiagio esterilizante ou 6xido de etileno,
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de acordo com a natureza de cada um. Os experimentos foram realizados no Centro
de Biologia Molecular no IPEN, e supervisédo da Dra. Mdnica B. Mathor do Centro de

Tecnologia das Radiagdes da mesma instituicao.

4.9.1.1. Obtengéo de Fibroblastos

As células CCL-92 foram cultivadas em Dulbecco’s modified Eagle’s Médium
(DMEM), contendo piruvato (concentragao final de 110mg/L); 10% de soro bovino,
penicilina-estreptomicina (50 Ul mL™" - 50pL.mL™), fungison (5 Ul mL™ - 50 ypL.mL™") e
glutamina (4mM). Ambas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera de 97% de umidade
relativa e 5% de CO,, até atingirem a confluéncia, antes de serem irradiadas com 60

Gy com radiagdo gama para a utilizagdo como camada de sustentagéo.

4.9.1.2 Obtengdo de Queratindcitos

Os queratindcitos de epiderme humana foram cultivados a partir de bidpsia de
pele de aproximadamente 2 cm? As peles foram cortadas em pequenos pedacos
tripsinizadas (tripsina 0,05%; EDTA 0,02% e glicose 0,01%) sob agitagdo branda a 37
°C por 3 horas, retirando as células tripsinizadas a cada meia hora. Estas células
podem ser utilizadas para o teste logo apds a tripisinizagdo ou congeladas em
criopreservante [DMSO 10% (v/v), soro fetal bovino 30% (v/V) e meio KGM sem EGF
60% (v/v)] acondicionadas em um recipiente contendo alcool isopropilico, para o

decréscimo gradual da temperatura, sendo que apds 4 horas ao atingir a temperatura
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pode ir para o nitrogénio liquido. ou entdo, em freezer — 80 °C, por 24 horas e
armazenadas em nitrogénio liquido até o uso.

As células descongeladas em suspensdo foram semeadas (2 x 10° células/25
cm?) em uma camada de sustentagdo (‘feeder layer”’) de fibroblastos CCL-92,
iradiados a 60 Gy (6000 rads) e cuitivados em KGM (keratinocyte Growth Médium) a
37 °C em 97% de umidade do ar contendo 5% de CO,. O KGM é constituido por
Dulbecco’s modified Eagle’s Médium (DMEM) e Ham’'s F12 (na proporgéo de 2:1),
contendo solugdo uso de fungison (5 ug.mL™), 10% de soro fetal bovino, glutamina (4
mM), penicilina-estroptomicina (50 Ul mL™ - 50uL.mL™"), adenina (0,18 mM), solugéo
estoque de triiodotironina (5 ug.mL™), insulina (5 pg.mL™), hidrocortizona (0,4 pg.mL"
"), toxina colérica (0,1 nM), triiodotironina (20 pM) e EGF (10 ng/mL, “epidermal growth
factor”). Este € o meio de cultura rotineiramente utilizado na reconstituicéo in vitro de
epiderme e mucosa. Esta passagem é chamada de P1.

Culturas primarias subconfluentes foram tripsinizadas e passadas em
densidades variadas segundo as necessidades. Esta propagagéo pode ser efetuada
por diversas vezes consecutivas, sendo denominadas de passagens ou repiques.

Assim temos P2, P3, P4...

4.9.2. Cultura celular

4.9.2.1. Quantidade inicial de células
Foram semeados em triplicata, em pogos de placas de 96 pogos, queratinécitos

em quantidades crescentes variando de 2.500 a 50.000 células, (sem a camada de
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sustentacdo) e deixados incubando por um periodo de 72 horas a 37 °C em 97% de
umidade do ar contendo 5% de CO.. Este periodo corresponde ao tempo total de
ensaio de viabilidade

Apéds o periodo de incubacgdo, as células foram coradas com o corante né&o vital
Rodamina B (C2sH31C1N20O3), que € incorporado tanto nas células vivas quanto nas
mortas.

As placas foram coradas com aproximadamente 50 uL de uma solugéo de
rodamina 2% (p/v) em formaldeido 4% (viv) por 10 minutos, sendo posteriormente
lavadas com agua corrente até a eliminagao total do excesso de corante. (MATHOR,

1994).

4.9.2.2. Avaliagao da viabilidade celular

Preparou-se solugao estoque na concentracdo de 2 mg/mL, solubilizando-se o
extrato seco de acetato de etila de L. salviaefolia em polietilenoglicol 400 (PEG 400).

Os queratindcitos HK186 em baixa densidade (com camada de sustentagéo)
formada por Fibroblastos CCI-92 previamente irradiados com 60 Gy, na passagem PO
foram amplificados para uma garrafa de 75 cm? em meio KGM. A partir de cultura
primaria, apds atingir a quantidade de células necessarias, foram tripsinizados e
semeados a 50.000 células/pogo de HK186 em duas placas “multiwell” de 96 pogos.
Apbs 24 horas foram adicionados 100 pL das diluicbes seriadas necessarias da
solugéo mae de L. salviaefolia em PEG para atingir as concentragdes de 2%, 1%,

0,5%, 0,25% e 0,125% (p/v) da fragdo de acetato de etila do extrato de L. salviaefolia
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em meio KGM, recém preparado e previamente esterilizado por filtragdo, em
triplicatas.

As amostras foram mantidas em contato com essa solugao de L. salviaefolia por
2, 6, 24 e 48 horas. Foi feito também um controle sem tratamento, onde foi adicionado
0 meio de cultura KGM em 11 replicas e mantidas em incubagéo até o fim de teste (48
horas). E a avaliagdo da interferéncia do solvente: apds o periodo de incubacédo o
meio de cultura foi trocado por meio KGM, contendo quantidades crescentes do
solvente 0, 5%, 1%, 2%, a serem testados e entdo a placa foi novamente incubada
nos intervalos de tempo de 2, 6, 24 e 48 horas, para o intervalo de tempo 2 horas
foram utilizadas apenas as concentragdes de 2% e 1%, ou seja, reproduzindo as
condi¢des mais drasticas do teste de viabilidade celular para L. salviaefolia.

ApOs estes periodos pré-estabelecidos de contato, trocou-se 0 meio de cultura
por KGM e as amostras foram mantidas até o final do teste, 2 dias, sendo entdo
submetidas a coloragdo por rodamina (avaliagdo qualitativa) e MTS (avaliagcao

quantitativa) para verificagéo da viabilidade celular.

Coloragdo com MTS/PMS: Apos 48 horas, as solugdes, contidas nos pogos,
foram aspiradas e adicionaram-se aliquotas de 120 uL da solugdo MTS/PMS em KGM
em todos os pogos da placa, que foi imediatamente acondicionada em estufa de
atmosfera controlada a 37 °C, com 5 % de CO, e 95 % de umidade relativa, por 2
horas. Decorrido este periodo inicial, foi realizada a primeira medida de absorbancia, a
490 nm, em espectrofotdmetro de placa de ELISA acoplado a impressora. Incubou-se

novamente a placa e tomaram-se mais trés leituras, com intervalo de 1 hora.
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Com o intuito de se quantificar a proliferacdo das células, aplicou-se o método
colorimétrico intitulado Cell Titer 96° - Ensaio Aquoso n&o radioativo de proliferacéo
celular (PROMEGA CORPORATION, 2001), que tem o seguinte principio: o sal 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio (MTS) é
biorreduzido pelas enzimas deseidrogenases, encontradas nas células ativas de
fibroblastos (NIH 3T3), a um produto (formazana) que é soluvel no meio de cultura
Celular e que absorve fortemente a 490 nm. Desta forma, a absorbancia da formazana
pode ser medida diretamente nos pogos da placa Multiwell 96, sem nenhum processo
adicional. A quantidade de formazana medida pela absorbancia da solugdo a 490 nm
é diretamente proporcional ao nimero de células vivas, em cultura (PROMEGA
CORPORATION, 2001).

Para preparagéo das solugbes de MTS/PMS em KGM: solugdes de MTS e PMS
foram descongeladas em banho termostatizado, a 37 °C, por 10 minutos. Na
preparacgéo foi utilizado transferiu-se 15,873 % de MTS, para um tubo dé fundo cénico
contendo 83,333 % de meio de cultura celular (KGM). Em seguida foi adicionado

0,794 % de PMS agitando a solugdo vigorosamente.
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5. RESULTADOS E COMENTARIOS

5.1Descrigdao anatomica de Lippia salviaefolia Cham.

5.1.1. Limbo Foliar

O limbo foliar possui uma epiderme unisseriada, revestida por cuticula lisa e
delgada. O mesofilo, com aspecto compacto, € dorsiventral ou heterogéneo
assimétrico, com 1-2 camadas de parénquima palicadico e 2-3 de lacunoso. Existe
muitos tricomas tectores unicelulares e abundantes tricomas glandulares sésseis

(Figs. 3 e 4). O feixe vascular da nervura central , em ferradura, é colateral (Figura

Figura 3: Corte transversal (C.T.) do limbo folicular, passando pela nervura
central da L. salviaefolia. Aum. de 100 x.
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Figura 4: Corte transversal do limbo folicular da L. salviaefolia. Detalhe:
Tricomas glandulares sésseis e tricomas tectores. Aum. de 400 x.

/s VY, -+ S o, T M, VO

75



Os estbmatos possuem células guarda com a morfologia caracteristica da

Classe Magnoliopsida (Figura 5 € 6).

Figura 5: Corte paradérmico do limbofolicular da L. salviaefolia.
Detalhe: estomatos com células-guarda reniformes. Aum. de 400 x.

Figura 6: Corte paradérmico do limbofolicular da L. salviaefolia.
Detalhe: estématos com células-guarda reniformes. Aum. de 400 x.
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5.1.2. Peciolo

O peciolo possui uma epiderme unisseriada, formada por células diminutas,
com cuticula delgada. A regiao cortical € preenchida por parénquima homogéneo
isodiamétrico, com meatos. Ha colénquima angular (3-4 camadas), abaixo da
epiderme. O feixe vascular exibe um inicio de desenvolvimento secundario, com
esparsas fibras de esclerénquima do floema primario, acima do floema secundario.
O xilema secundario apresenta—se rico em elementos de vaso, com poucas fibras
esclerenquimaticas (Figura 7). Os mesmos tricomas glandulares com &leo
essencial, visualizados no limbo, foram vistos no peciolo (Figura 8). Ha, ainda,

tricomas tectores unicelulares (Fig. 7).

Figura 7: Corte transversal do peciolo da L. salviaefolia. Visao geral. Aum. de 100 x.
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Figura 8: Corte transversal do peciolo da L. salviaefolia. Detalhe: Tricomonas
glandulares sésseis, com 6leo essencial. Aum. de 100 x.

5.1.8. Caule

O caule, em inicio de desenvolvimento secundario, apresenta extensas
calotas de fibras de esclerénquima do floema primario (Figura 9). O xilema
secundario apresenta muitos elementos de vaso, cercados por fibras de

esclerénquima. A medula apresenta parénquima comum, com meatos (Figuras 9 e

10).
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Figura 10: Corte transversal do caule da L. salviaefolia. Detalhe: Xilema
secundario. Aum. de 400 x.
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5.1.4. Raiz

A raiz pentarca, em desenvolvimento secundario, apresenta um xilema
formado por elementos de vaso enfileirados; ha grupos de fibras de floema

primario, em torno do floema secundario.

Ha uma periderme bem desenvolvida, com um suber repleto de suberina,
provavelmente formado a partir da desdiferenciacao de camadas corticais, abaixo
da epiderme (Figura 11). Externamente ao suber, a epiderme e camadas corticais

externas evidenciam uma descamacao (Figura 11).

Figura 11: Corte transversal da raiz da L. salviaefolia. Visdo geral. Aum. de 100 x
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Por meio da descricdo anatdmica da L. salviafolia confirma-se que a mesma
pertencente a familia das Verbenaceas, do grande grupo das Dicotileddneas, devido
as caracteristicas anatomicas frequentes desta familia. O género Lippia
(Verbenaceae) inclui aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas
arvores. Estas espécies estao distribuidas principalmente pelos paises da América do
Sul e América Central, e pelos termitérios tropicais da Africa (TERBLANCE;
KORNELIUS, 1996). No Brasil, ocorrem nas regides de cerrado. Seu habito vegetativo
é caracterizado como arbusto com folhas aromaticas, tubo da corola amarelado e

flores brancas aromaticas.

5.2. Obteng¢do dos extratos aquoso, hidroalcodlico e fragées da L. salviaefolia

Os extratos hidroalcodlico e aquoso foram obtidos conforme descrito no item 4.3.1,
apos constatagdo da ineficiéncia do extrato aquoso como agente antimicrobiano, e
acao do extrato hidroalcéolico foi feita a particdo extrato hidroalcéolico conforme o
item 4.3.2 para obtengdo das fragdes e estudo de suas atividades antimicrobianas,
com o intuito de identificar a fragdo com melhor atividade antimicrobiana. Nas tabelas

5 e 6 sao descritos 0 peso seco e rendimento de cada extrato e fragdes.
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Tabela 5: Rendimento dos extratos aquoso e hidroalcdolico obtidos da L. salviaefolia

Rendimento dos extratos aquoso e hidroalcéolico de L. salviaefolia

Extrato Massa (g) Rendimento % (p/p)
Aquoso 2,10 7
Hidroalcoolico 15,40 30,8

Tabela 6: Rendimento das fragbes obtidas a partir da particdo do extrato

hidroalcoolico de L. salviaefolia

Rendimento das fragdes do extrato hidroalcéolico de L. salviaefolia

Fragiao Massa (g) Rendimehto % (p/p)
Hexanica 0,45 4,31
Cloroférmica 2,21 21,19
Acetato de Etila 432 4134
Butandlica 0,24 2,30

Como pode ser observado, a fragao que apresenta maior rendimento € a fragéo de

acetato de etila, com um rendimento de 41,34% (tabela 6).
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5.2.1.: Separagdo fragdo obtida em acetato de etila: extragdo em fase sélida

Apo6s a particdo e estudo da atividade antimicrobina por meio de difusdo das
fragbes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e butandlica. Constatou-se que
fragOes ativas sao: a fragdo de acetato de etila e a frag&o cloroférmica. Feita uma
analise em CCD, verificou-se que as fragées cloroformica e de acetato de etila tem
composig¢ao parecida. Devido ao fato de terem composi¢do parecida e ao CMI das
duas fragdes serem parecidos, a fragdo de acetato de etila, por ter maior massa —
melhor rendimento e apresentar melhor facilidade de manuseio, devido a menor
concentragdo de compostos graxos — foi escolhida para seguirmos com o0s

experimentos para a extracao em fase sélida, por coluna cromatografica.

5.2.1.1. Coluna Cromatografica

A partir da extragdo em coluna cromatogréfica da fragao de acetato de etila
obtemos as fragdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, como descrito na tabela 4. Cada uma
dessas fragdes foi submetida ao estudo de atividade antimicrobiana (Figura 17) a
1,0 mg/mL frente a S.aureus, microrganismo mais sensivel aos testes de atividade
antimicrobiana. Possibilitando a identificagdo das fragdes com atividade
antimicrobiana consideravel e conseqliente de maior interesse para o estudo em
questdao. Sendo as fragbes 3 e 4 que apresentaram melhor atividade

antimicrobiana (Figura 17).
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5.2.1.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A analise em CCD foi realizada como um “screening”, possibilitando
identificacao das frag6es que apresentam os compostos majoritarios. Verificou-se
que os compostos majoritarios estao nas fragdes 3 e 4 (Figura 12). Assim como as
melhores atividades antimicrobianas (Figura 17). A anadlise constitucional foi

realizada pelo CG-EM.

Figura 12: Cromatografia em camada delgada das fr. ec. etila de L. salviaefolia (1-5)

5.2.1.3. Andlise estrutural do extrato de L. salviaefolia

A analise estrutural foi realizada apenas para as fragdes mais purificadas e com
maior atividade antimicrobiana, pois nestas fracdes estdo os componentes de
interesse, com maior atividade antimicrobiana. Devido a semelhanca de composicao

entre as fragées 3 e 4, observada em CCD, somente a fracao 4 foi submetida a
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analise estrutural por CG-EM. A analise por CG-EM da fragdo 4 obtida com os
procedimentos de separagio revelou a presenga de flavononas (Figura 13). Os trés
principais compostos majoritarios cujo padréo de fragmentacao é compativel séo 4’,5-
Dihidroxi-7-metoxi-flavonona (tempo de retengéo = 17,032), a naringenina (tempo de

retengédo= 17,537 min.), e o apiflorol (tempo de reten¢éo = 17,988).
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Figura 13: Espectros da fracdo 4 da fr. ac. etila de L. salviaefolia. Anélise por CG-EM.
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§.3. Avaliagdo da atividade antimicrobiana prévia

5.3.1. Método de difusdo em égar

O teste de difusdo é um teste semi-quantitativo, ou seja, ndo fornece uma
correspondéncia entre dose resposta, devido as dificuldades de difusdo das
substancias pelo agar , como descrito na reviséo de literatura (COLLINS, 1995). Por
esse motivo foi utilizado como um “screening” inicial para verificagdo das fragdes e
extratos com atividade antimicrobiana. Os resultados da atividade antimicrobiana pelo
método de difusdo em agar dos extratos aquosos etandlicos e das fragdes do extrato
etandlico estdo presentes na tabela 7. Salientando que nao foi observada nenhuma
atividade do extrato aquoso, assim como para o extrato etandlico e suas fragbes
frente a P. aeruginosa. Entretanto, pode-se observar que o extrato etandlico mostrou
boa atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, e C. albicans. Os diametros das
dreas de inibicAdo mensurados, referentes aos extratos estudados ficaram entre 13,3 -

1,3 mm dependendo do microrganismo estudado.
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana, mensurada pelo didmetro de inibicdo do

crescimento, dos extratos de L. salviaefolia e fragdes pelo método de difusao em agar.

Método e difusdao em agar, diametro do halo de inibigao (mm) dos extratos e

fragOes de L. salviaefolia

Amostras S. aureus E. coli C. albicans P. aeruginosa
EE (20 mg/mL) 10,9+ 0,68 11,3+0,77 5,56 +0,66 i
EE (10 mg/mL) 91+034 84+057 35+1,05 i
EE (6 mg/mL) 7,3+0,09 6,9 £ 0,08 1,3+ 0,94 i
EAq (20 mg/mL) i i i i
Fr.H. (10 mg/mL) i i i i
Fr.CHCIs. (10 mg/mL) 10,8+0,33 13,3+0,68 3,4+043 i
Fr.CHCls. (6 mg/mL) 9,1 £0,34 12,7 10,68 2,9+0,09 i
Fr.Ac.Et. (10 mg/mL) 10,7 +0,47 10,710,652 2,4+0,05 i
Fr.Ac.Et. (6 mg/mL) 8,3+0,38 83 10,38 1,7 £ 0,25 i
Fr.ButOH. (10 mg/mL) i i i i
Cloranfenicol 18,256+1,65 1587 +0,89 - -
Nistatina - - 21,11 £ 1,71 -

Amicacina - - - 17,72 £ 1,83
Legenda:

i: inativo; -: teste ndo realizado ; EE: extrato etanélico de L. salviaefolia, EAq: extrato aquoso de
L. salviaefolia, Fr.H.: fragdo hexanica; Fr.CHCI;: fragdo de clorof6rmio; Fr.Ac.Et.: fragdo de
acetato de etila; Fr.ButOH.: fragdo butandélica.
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As fragdes hexanica e butandlica ndo apresentaram atividade frente a nenhum
dos microrganismos testados. Entretanto, no estudo referente as fragdes
cloroférmicas e de acetato de etila, estas foram efetivas mostrando uma boa atividade
antimicrobiana frente S. aureus, E. coli e C. albicans, somente para a P. aeruginosa
estas fragbes nao foram ativas (tabela 7), assim como para estudo do extrato
etandlico total.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 7, pode-se notar que os
valores referentes as zonas de inibicao para a fragdo de acetato de etila estdo bem
préximos daqueles apresentados pela fragdo cloroférmica, sendo que os valores das
zonas de inibicdo para fragdo de acetato de etila s&o levemente menores do que os
valores correspondentes a fragdo cloroférmica.

Os resultados apresentados pelo método de difusdao em agar mostraram que as
fracbes ativas ndo sdo as fragdbes com polaridade extremas. Dentre as fragdes
analisadas as fragbes com atividade relevante foram: a frag&o cloroférmica e a fragéo
de acetato de etila.

A atividade antimicrobiana do extrato aquoso, do extrato etandlico total e das
fragbes de L. salviaefolia foi estudada pelo método de difusdo em agar contra quatro
microrganismos: um Gram-positivo (S. aureus), dois Gram-negativos (E.coli e P.
aeruginosa) e um fungo (C. albicans). Os resultados demonstraram consideravel
atividade antimicrobiana para o extrato etandlico total e para as fragdes cloroférmica e
de acetato de etila. Dentre o extrato e as fragdes ativas nenhuma apresentou
atividade contra P. aeruginosa. Este fato pode ser atribuido a maior dificuldade de
penetragdo na parede celular de bactérias Gram-negativas em relagdo a Bactérias

Gram-positivas (FENNEL, 2004). Porém, no extrato de L. salviaefolia, aprensentou
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atividade a E. coli (bactéria Gram-negativa). Além do mais € importante ressaitar que
estamos trabalhando com o extrato bruto e ndo com substancias ativas isoladas.
Contudo, se as substancias ativas fossem isoladas, a poténcia do agente
antimicrobiano, proveniente do extrato de L. salviaefolia, poderia aumentar
consideravelmente.

Frente aos prévios resultados obtidos pode-se afirmar que a espécie L.
salviaefolia € um agente natural com potente eficacia antimicrobiana. Em estudos
realizados consta a observagdo que em “screening” de plantas medicinais
empregadas com agentes antimicrobianos, estas frequentemente apresentou
atividade somente contra cepas de bactérias Gram-positivas (poucas s&o ativas
contra bactérias Gram-negativas) HERRERA, et al, 1996; KELMANSON, et al, 2000;
ALl et al, 2001.

Rabanal e colaboradores (2002) ao comparar o método de difusdo em agar
com o método de diluigdo assim como microdilui¢do, verificaram que ‘o método de
difusdo em agar nao reproduz o efeito dose-resposta, chegando a concluséo que este
fato pode ser explicado pela difus&o limitada dos extratos em meio sdlido. Esta
afirmacédo pode sugerir que o extrato de L. salviaefolia sena ativo em uma dosagem
menor do que aquelas apresentadas no estudo referente ao método de difuséo. Logo
0 método de difusdo em agar foi utilizado apenas como um “screening” para
encontrarmos as fragoes ativas. O CMI do extrato total como das suas fragbes de L.

salviaefolia foi determinado pelo método de microdilui¢éo.
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5.4. Determinag¢ao da CMI dos diferentes extratos.

Os resultados referentes a determinagao da CM! confirmam os resultados
apresentados pelo teste de difusdo em agar. As fragbes hexanica e butandlica sédo
inativas. Porém como se pode observar na tabela 8, o extrato total, fracao
cloroférmica, fragao de acetato de etila, e as fragdes 3 e 4 provenientes da fragao de
acetato de etila foram ativas frente S.aureus, E. coli, C. albicans e A. niger. Por outro
lado, somente as fragoes cloroférmica e a de acetato de etila foram ativas frente a P.
aeruginosa.. A naringenina também nao se monstrou eficaz frente ao A. niger
enguanto que as demais substancias testadas o foram. (Fig.: 14, 15, 17, 18, 19, 20,

21, 22, 23,24,25,26, 27 e 28).
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Figura 14: Atividade antimicrobiana do extrato total de L. salviaefolia frente a S.aureus
Experimento realizado em trés replica com trés repeti¢gdes para cada concentragao. Valores correspondem a média
de cada varidvel. Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.

Varidveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes do extrato
total em diferentes concentragoes.
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Figura 15: Atividade antimicrobiana da fr. ac. etila de L. salviaefolia em frente a S.aureus
Experimento realizado em trés replica com trés repetigdes. Valores correspondem a média de cada varidvel.

Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solugbes da fragdo
de acetato de etila do extrato total em diferentes concentragoes.
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Figura 16: Atividade antimicrobiana da fragao de cloroférmica de L. salviaefolia frente a S.aureus
Experimento realizado em trés replica com trés repeticbes. Valores correspondem a média de cada variavel.

Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol {1 mg/mL), solugdes da fragao
cloroférmica do extrato total em diferentes concentragdes.
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Na figura 17, foram testadas todas as fragbes (1-9) provenientes da fragao de
acetato de etila do extrato de L. salviaefolia. Deste modo, foi constatado que as
fragbes 3 e 4 séo as fragbes com maior atividade antimicrobiana e as fragdes de maior

interesse dentre as demais frag6es provenientes da fragao de acetato de etila.

0,7 4 o

T O Fragao 1

® Fracao 2

T B Fragad 3
B Fracao 4
O Fragao 5
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OFragdo8 |
. |

; _I Fragac”) 9
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Figura 17: Atividade antimicrobiana das fragcoes (1-9) da fr. ac. etila de L. salviaefolia na
concentragao de 1,0 mg/mL, frente a S.aureus

Experimento realizado em trés replica com trés repetigbes. Valores correspondem a média de cada variavel.
Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.

Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes das
fragbes (1-9) de acetato de etila do extrato total na concentragao de 1,0 mg/mnL.
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Figura 18: Atividade antimicrobiana da fracao 3, proveniente da fr. ac. etila frente a S.aureus
Experimento realizado em trés replica com trés repetigdes. Valores correspondem a média de cada variavel.

Determinagdo espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol {1 mg/mL), solugdes da fragéo

3 proveniente da fragdo de acetato de etila do extrato total em diferentes concentragdes.
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Figura 19: Atividade antimicrobiana da fragdo 4 proveniente da fr. ac. etila frente a S.aureus
Experimento realizado em trés replica com trés repetigdes. Valores correspondem a média de cada variavel.

Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.
Varidveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes da fracao

4 proveniente da fragdo de acetato de etila do extrato total em diferentes concentragoes.
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Figura 20: Atividade antimicrobiana do extrato total de L.salviaefolia frente a E. coli
Experimento realizado em trés replica com trés repetices. Valores correspondem a média de cada variavel.

Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.

Varidveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes do extrato

total em diferentes concentragdes.
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Figura 21: Atividade antimicrobiana da fr ac etila de L. salviaefolia frente a E. coli
Experimento realizado em trés replica com trés repeticdes. Valores correspondem a média de cada variavel.

Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.

Varidveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes da fragao
de acetato de etila do extrato total em diferentes concentragdes.
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Atividade antimicrobiana da fragao cloroférmica de L. salviaefolia
frente a E. coli
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Figura 22: Atividade antimicrobiana da fragao de cloroférmica do extrato de L. salviaefolia frente
a E. coli
Experimento realizado em trés replica com trés repetigdes. Valores correspondem a média de cada variavel.

Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solu¢des da fracao

cloroférmica do extrato total em diferentes concentragdes.

Atividade antimicrobiana da fragao 3, proveniente da fragao de acetato
de etila de L. salviaefolia frente a E. coli
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Figura 23: Atividade antimicrobiana da fragdo 3 proveniente da fr. ac. etila de L. salviaefolia
frente a E. coli

Experimento realizado em trés replica com trés repetigbes. Valores correspondem a média de cada variavel.
Determinagao espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes da fragcdo 3 proveniente da fragdo de acetato de etila do extrato total em
diferentes concentragdes.
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Atividade antimicrobiana da fragao 4 proveniente da fragao de acetato de
etila de L. salviaefoliafrente a E. coli
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Figura 24: Atividade antimicrobiana da fragao 4 proveniente da fr. ac. etila de L. salviaefolia
frente a E. coli

Experimento realizado em trés replica com trés repeticdes. Valores correspondem a média de cada variavel.
Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.Varidveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes da fragdo 4 proveniente da fragdo de acetato de etila do extrato total em
diferentes concentragdes.

5.5. Determinagcao da CMI da naringenina.

Na realizacdo do estudo da atividade antimicrobiana da naringenina e
determinagao do CMI da mesma, foram repetidas as determinagdes da CMI do extrato
total e das fragbes cloroférmica e de acetato de etila, para uma maior seguranga das
analises. Entretanto a naringenina nao foi ativa frente a P. aeruginosa assim como
para A. niger. Todas as determinag¢des do A. niger foram feitas visualmente devido a
impossibilidade de leitura espectrofotométrica devido ao crescimento das hifas do

fungo.
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Figura 25: Atividade antimicrobiana da naringenina , extratos e fragoes da L. salviaefolia frente a
S. aureus
Experimento realizado em trés replica com trés repetigdes. Valores correspondem a média de cada variavel.
Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL); solugado de naringenina
em diferentes concentragdes.
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Figura 26: Atividade antimicrobiana da naringenina , extratos e fragoes da L. salviaefolia frente a
E. coli
Experimento realizado em trés replica com trés repetigdes. Valores correspondem a média de cada vanavel.
Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.Varidveis: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:

Cloranfenicol (1 mg/mL); solugao de naringenina em diferentes concentragdes.
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Atividade antimicrobiana da naringenina, extrato e fracdes da L. salviaefolia
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Figura 27: Atividade antimicrobiana da naringenina , extratos e fragoes da L. salviaefolia frente a
C. albicans

Experimento realizado em trés replica com trés repeticdes. Valores correspondem a média de cada variavel.
Determinagdo espectrofotométrica a 630 nm. Varidveis: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
Nistatina (1 mg/mL); solugao de naringenina em diferentes concentragdes.
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Figura 28: Atividade antimicrobiana da naringenina , extratos e fragoes da L. salviaefolia frente a
P. aeruginosa

Experimento realizado em trés replica com trés repetigdes. Valores correspondem a média de cada variavel.
Determinagao espectrofotométrica a 630 nm. Varidveis: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
Amikacinal (1 mg/mL); solugéo de naringenina em diferentes concentrag¢des.
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Na tabela 8 €& descrita a concentragbes minina inibitérias (CMI) para
naringenina, para o extrato total de L. salviaefolia; para as fragdes ativas do extrato
total: fragdo de acetato de etila e fragio cloroférmica; e ainda para as fragbes 3 e 4
derivadas da fragdo de acetato de etila. Como pode ser observado, na tabela 8, as
fragcdes 3 e 4 derivadas da fragdo de acetato de etila, ndo apresentaram CMI superior
aos da sua fragdo original, torado injustificavel a purificacdo das fragdes de acetato
de etila e de Cloroférmio, esse fator pode ser explicado pelo efeito sinérgico favoravel

entre as substancias presentes nos extratos.

Tabela 8: CMI da naringenina, do extrato total e fragbes da L. salviaefolia pelo método

de microdiluigdo, frente a bactérias e fungos.

Concentragao Minima Inibitéria de L. salviaefolia (CMI mg/mL)

Método de microdiluigao

Cepas Naringenina EE CHCIs.Fr Ac.Et.Fr. Fr.3 Fr.4

S. aureus 0,125-025 0,125-025 0,05-0,075 0,035-0,05 0,05-0,125 0,75-0,125

E. coli 1,0-1,5 1,0-15 0,75-1,0 05-0,75 0,75-0,125 0,75-0,125
P. aeruginosa >20 >20 1,6-2,0 1,56-20 >20 >20
C. albicans* 1,5-2,0 15-20 0,2-0,25 0,25-0,375 0,375-0,75 0,4-0,75
A .niger* >2,0 1,5-2,0 1,0-125 1,25-1,5 1,5-2,0 1,5-2,0

Determinacdo espectrofotométrica a 630 nm. * Determinagdo visual nao foi submetida a leitura
espectrofotométrica. Controle positivo: cloranfenicol, no teste referente a S. auresus e E. coli; nistatina
no teste para C.abicans e A. niger., amicacina, teste da P.areuginosa. Controle negativo:
DMSO:metanol 50:50.

Legenda

EE: extrato etandlico; CHCI; Fr: Fragao clorofommica do extrato etandlico; Ac.Et.Fr.: Fragdo de acetato
de etila do extrato etandélico; Fr. 3: Fracdo 3 da fragdo de acetato de eftila; Fr. 4: Fragdo 4 da fragdo de
acetato de etila.
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De acordo com a tabela 8, observa-se que, ao realizar o teste de atividade
antimicrobiana da L. salviaefolia, a fragado cloroférmica e a fragao de acetato de etila
sdo a com maior atividade antimicrobiana, em que apresentaram um CMI de 0,2%
para as bactérias e fungos testados.

As fragcOes 3 e 4 provenientes da fragdo de acetato de etila apresentaram CMI
proximos, quando comparando uma com a outra (tabela 8). Esse fato pode ser
explicado devido a semelhanga constitucional entre as fragbes. Porém a CMi
apresentada tanto pela fragdo 3 como pela fragao 4, nao foram mais eficazes que as
fragcbes de acetato de etila ou a fragdo de cloroférmio (tabela 8). Este fato pode ser
explicado devido ao efeito sinérgico apresentado pelos constituintes de cada fragao.
Desta forma, para a L. salviaefolia, a medida que se purfica a fragdo diminui a
atividade antimicrobiana.

Foram isolados trés compostos majoritarios em CG-EM (Figura 13). Os trés
principais compostos majoritarios cujo padrao de fragmentagao é compaﬂ'vel sao 4’,5-
Dihidroxi-7-metoxi-flavonona, a naringenina, e o apiflorol. Dentre esses compostos a
naringenina € encontrada para comercializagdo. Deste modo estudou-se a atividade
antimicrobiana para naringenina. Verificou-se que a naringenina assim como o extrato
etandlico total da L. salviaefolia (Tabela 8), tem os maiores valores de CMI
encontrados no estudo da atividade antimicrobiana. Para o S. aureus o CMI da
naringenina e do extrato total foram entre 0,125-0,25 mg/mL; para E. coli, CMI entre
1,0 — 1,5mg/mL; para P. aeruginosa > 2,0 mg/mL; para C. albicans entre 1,56 — 20
mg/mL; e para A. niger entre 1,56 — 2,0 mg/mL. Esse fato evidencia que para alcancar
os melhores niveis da atividade antimicrobiana da L. salviaefolia, deve-se fazer o

processo de extragdo inicial e a particdo do extrato total até que se consiga obter a
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fragdo cloroférmica e a fragdo de acetato de etila. A partir deste ponto se prosseguir a
purificacao e isolamento dos compostos a atividade antimicrobiana tente a diminuir.
Este fato pode ser observado na tabela 8 e nas figuras 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27 e 28, em que a CMI das fragcOes 3 e 4 da fragdo de acetato de etila,
e da CMI da naringenina mostraram serem maiores ou em alguns casos igual aos
apresentados pelas fragdes cloroférmica e de acetato de etila.

A alta eficiéncia da fragdo de acetato de etila e da fragdo cloroférmica pode ser
explicada pelo efeito sinérgico entre todos os componentes destas fragbes de L.
Salviaefolia. De acordo com os resultados apresentados na tabela 8 pode-se notar que
os valores de CMI entre as fragdes de acetato de etila e a fragdo cloroférmica sao
bem préoximos um do outro, havendo uma diferenga sutii ou até mesmo nao
consideravel entre as duas fragdes. Este fato pode ser explicado devido a semelhanga
constitucional das duas fragbes observada no teste de CCD.

Os testes de atividade antimicrobiana da maioria das plantas eétudadas para
este fim indicam que o S. aureus é a bactéria com maior susceptibilidade entre todas
as cepas testadas (Taged, et al.,, 2005). Similarmente este fato foi reproduzido nos
testes realizados para a L. salviaefolia (Tabela 8). Por outro lado a cepa de P.
aeruginosa tem mostrado ser a cepa mais resistente de todas as bactérias utilizadas
neste teste, seguida pela E. coli De fato, a atividade antimicrobiana de extratos
naturais normalmente é mais eficaz frente a bactérias Gram-positivas (S.aureus) do
que frente a bactérias Gram-negativas (P.aeruginosa e E. coli).

A razdo para a diferenga entre a sensibilidade de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas se faz devido a diferenga na constituicdo das paredes celulares de

cada uma. Bactérias Gram-negativas tem uma membrana fosfolipidica carreada de
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componentes lipopolisacarideos. Isto faz com que a parede celular seja impermeével
a algumas substancias quimicas antimicrobianas. Por outro lado, bactérias Gram-
positivas sdo mais suscetiveis, uma vez que tem uma membrana celular constituida
apenas por uma camada de peptidioglicano, nao sendo uma bareira de
permeabilidade efetiva (Taged, et al., 2005). Entretanto, em relagdo a estas diferengas
de permeabilidade, a L. salviaefolia se mostrou eficaz tanto para Gram-positivas como
para Gram-negativas, especialmente as fragbes: acetato de etila e cloroférmica

(Tabela 8).

O A. niger normalmente € insensivel a maioria dos extratos de plantas testados
em relagdo a atividade antimicrobiana, e a C. albicans mostrou-se um fungo de dificil
inibigdo. Entretanto como pode ser observado na tabela 8, tanto a fragdo cloroformica
como a fragdo de acetato de etila da L. salviaefolia foi ativa com valores de CMI

consideravel.

De acordo com a tabela 8 todos os extratos testados de L. salviaefolia
possuiram atividade contra bactérias e fungos, especialmente a fragéo cloroférmica e

a fragcéo de acetato de etila. Indicando boa atividade antimicrobiana.

Salientando que, de acordo com os resultados obtidos, a espécie de L.
salviaefolia € um potente agente natural antimicrobiano. Observag¢des anteriores de
screenings em plantas medicinais em relagcdo a atividade antimicrobiana relatam que

poucos agentes de origem natural sdo efetivos contra bactérias Gram-negativas
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(HERRERA, et al, 1996, KELMANSON, et al, 2000; ALI, et al, 2001). Pode-se

constatar que a L. salviaefolia € um agente antimicrobiano promissor.

Apesar da fragcdo de acetato de etila e a fragdo cloroféormica apresentarem
valores semelhantes de CMI, a avaliagdo da eficacia de conservantes natural foi
prosseguida apenas com a fragdo de acetato de etila. O objetivo desta selecdo é o
direcionamento da pesquisa. Uma vez que com valores tdo préximos tem se maior
interesse em trabalhar com a fragdo com maior nivel de purificacdo. Desta forma
reduzimos os interferentes presentes no conservante natural. QOutro fator a ser
considerado € a coloragao da fracdo de acetato de etila, que € menos intensa que a
coloragdo da fragao cloroférmica. Logo ao prosseguir os estudos apenas com a fragao
de acetato de etila, existira maior facilidade de manipulagdo de cosméticos e

contribuindo para um melhor aspecto das formulagdes cosméticas.

A fragao cIoroférmiéa ainda tem em sua composi¢ao muitos compostos graxos,
além de grande quantidade de clorofila. Esses compostos graxos dificultam o
manuseio como pesagem, transferéncia de frascos e dissolugdo para da fragdo
cloroférmica para incorporagdo nas formulas cosméticas, resultados em perdas e
outros problemas. A grande quantidade de clorofila, que ainda permanece na fragao
cloroférmica pode influenciar na coloragdo final das formulagdes cosméticas e gerar
problemas de aceitabilidade ao consumidor e estética do produto final. E importante
ressaltar também que quando comparamos a fragdo de acetato de etila com a fragao
cloroférmica em termos de rendimento, a fragdo de acetato de etila tem um

rendimento muito superior que a fragao cloroférmica, cerca de 20% a mais (Item 5.2 —
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tabela 6). Por essas razoes, dentre a fracao de acetato de etila e a fragao cloroférmica

optou-se por trabalhar apenas com a fragao de acetato de etila nos testes sequenciais

de eficacia do conservante natural e teste de citoxicidade.

5.6. Estudo de estabilidade acelerada das pré-formulagcées cosméticas.

5.6.1. Testes preliminares de estabilidade fisica para emulsées

Centrifugagéo

Creme A Creme B

Fig. 29: Teste de estabilidade fisica para emulsoes - centrifugacao.

Apds centrifugacao das emulsdes: creme A (CA) e creme B (CB), (Fig. 29) nao
foi observada coalescéncia ou separacao de fases, demonstrando estabilidade fisica

adequada.
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Estresse térmico

Fig. 30: Teste de estabilidade fisica para emulsdes - estresse térmico.

As formulagdes dos cremes A e B (Fig. 30) mantiveram-se estaveis, suportando
as alteragbes de temperatura a que foram submetidas no teste de estresse térmico,

nao apresentando separacao de fases.

5.6.2.. Avaliag&o fisica e fisico-quimica das formulagdes

Os resultados quanto as caracteristicas organolépticas, valores de pH e
viscosidade aparente das formulagdes avaliadas inicialmente e apds exposicao as
condigbes do teste (geladeira de 4-8 °C, estufa a 45 °C; ciclos gela e degela; freezer
a -10 °C; temperatura ambiente a 22 °C e luz solar) estao apresentados na tabela 9
para os cremes A e B, na tabela 10 para os géis A e B e na tabela 11 para os

xampus A e B.
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A segquir,

sao apresentados o0s

resultados quanto as caracteristicas

organolépticas (aspecto e cor) do creme A, creme B, gel A, gel B, xampu A e xampu

B comparados com os respectivos padroes (t0) de cada amostra, avaliadas apds as

condi¢des do teste de estabilidade acelerada: geladeira de 4-8 °C, estufa a 45 °C;

ciclos gela e degela; freezer a -10 °C; temperatura ambiente a 22 °C e luz solar

(Figuras 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,41, 42, 43, 44 e 45).

As formulagbes foram analisadas 24 horas ap6s o preparo (Tabela 12), antes

de serem submetidas as condi¢des do teste de estabilidade acelerada. Esta primeira

analise foi denominada de t0, e foi utilizada como controle para as demais

formulagdes depois de submetidas as condigbes do teste de estabilidade acelerada.

Tabela 12: Analise inicial das pré-formulagées cosméticas (creme A, creme B, gel A,

gel B, xampu A, xampu B), realizada 24 horas apds os preparo (t0).

Analise inicial (t0)

pH Aspecto Cor Odor
Creme A 5,81 Homogéneo | Amarelada Caracteristico da esséncia
Creme B 5,40 | Homogéneo |Amarelada Caracteristico da esséncia
Gel A 5,61 Homogéneo | Amarelada Caracteristico da esséncia
Gel B 6,02 | Homogéneo | Amarelada Caracteristico da esséncia
Xampu A 5,83 Homogéneo | Vede translicido | Caracteristico da esséncia
Xampu B 5,76 | Homogéneo | Verde Perolado Caracteristico da esséncia
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Figura 31: Teste de estabilidade acelerada do creme A e creme B — Condi¢ao de geladeira

CA —10: controle do creme A.

CA — G3: Creme A submetido a condigac de geladeira avaliado no 3° dia.

CA - G7: Creme A submetido a condigao de geladeira avaliado no 7° dia.

CA — G14: Creme A submetido a condigao de geladeira avaliado no 14° dia.

CB - t0: controle do creme B.

CB — G3: Creme B submetido a condicao de geladeira avaliado no 3° dia.

CB — G7: Creme B submetido a condi¢ao de geladeira avaliado no 7° dia.

CB — G14: Creme B submetido a condigao de geladeira avaliado no 14° dia.
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Figura 32: Teste de estabilidade acelerada do gel A e gel B — Condicao de geladeira.
GA - t0: controle do gel A.
GA - G3: Gel A submetido a condigcao de geladeira avaliado no 3° dia.

GA - G7: Gel A submetido a condicao de geladeira avaliado no 7° dia.
GA — G14: Gel A submetido a condicao de geladeira avaliado no 14° dia.
GB —t0: controle do gel B.

GB - G3: Gel B submetido a condicao de geladeira avaliado no 3° dia.
GB — G7: Gel B submetido a condi¢ao de geladeira avaliado no 7° dia.

GB — G14: Gel B submetido a condigao de geladeira avaliado no 14° dia.
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Figura 33: Teste de estabilidade acelerada do xampu A e xampu B - Condi¢ao de geladeira.

XA —t0: controle do xampu A.

XA - G3: Xampu A submetido a condigao de geladeira avaliado no 3° dia.

XA — G7: Xampu A submetido a condigao de geladeira avaliado no 7° dia.

XA — G14: Xampu A submetido a condigao de geladeira avaliado no 14° dia.

XB — t0: controle do xampu B.

XB — G3: Xampu B submetido a condigdo de geladeira avaliado no 3° dia.

XB — G7: Xampu B submetido a condigao de geladeira avaliado no 7° dia.

XB — G14: Xampu B submetido a condi¢ao de geladeira avaliado no 14° dia.
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Figura 34: Teste de estabilidade do creme A. e creme B — Condi¢ao de estufa
CA — t0: controle do creme A.

CA - E3: Creme A submetido a condigao de estufa avaliado no 3° dia.

CA - E7: Creme A submetido a condigao de estufa avaliado.no 7° dia.

CA — E14: Creme A submetido a condigao de estufa avaliado no 14° dia.

CB - t0: controle do creme B.

CB - ES3: Creme B submetido a condigao de estufa avaliado no 3° dia.

CB - E7: Creme B submetido a condigao de estufa avaliado no 7° dia.

CB — E14: Creme B submetido & condigao de estufa avaliado no 14° dia.
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Figura 35: Teste de estabilidade acelerada do gel A. e gel B — Condi¢ao de estufa.
GA —t0: controle do gel A.

GA — E3: Gel A submetido a condigao de estufa avaliado no 3° dia.
GA — E7: Gel A submetido a condigao de estufa avaliado no 7° dia.
GA — E14: Gel A submetido a condigao de estufa avaliado no 14° dia.
GB - t0: controle do gel B.

GB — E3: Gel B submetido a condigao de estufa avaliado no 3° dia.
GB - E7: Gel B submetido a condigéo de estufa avaliado no 7° dia.

GB — E14: Gel B submetido a condigao de estufa avaliado no 14° dia.
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Figura 36: Teste de estabilidade acelerada do xampu A e xampu B - Condicao de estufa

XA — t0: controle do xampu A. v
XA — E1: Xampu A submetido a condigao de estufa avaliado no 1° dia.
XA — E3: Xampu A submetido a condigao de estufa avaliado no 3° dia.
XA — E7: Xampu A submetido a condigao de estufa avaliado no 7° dia.
XA — E14: Xampu A submetido a condigao de estufa avaliado no 14° dia.
XB — t0: controle do xampu B.

XB — E1: Xampu B submetido a condigao de estufa avaliado no 1° dia
XB — E3: Xampu B submetido a condigao de estufa avaliado no 3° dia.
XB — E7: Xampu B submetido a condigao de estufa avaliado no 7° dia.

XB — E14: Xampu B submetido a condigao de estufa avaliado no 14° dia.
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Figura 37: Teste de estabilidade do creme A e creme B - Condicado de ciclos
gela e degela

CA - t0: controle do creme A.

CA - E3: Creme A submetido a condi¢ao de ciclos gela e degela avaliado no 6° dia.
CA - E7: Creme A submetido a condigao de estufa avaliado no 12° dia.

CB - t0: controle do creme B.

CB - E3: Creme B submetido a condi¢ao de ciclos gela e degela avaliado no 6° dia.

CB - E7: Creme B submetido a condigao de ciclos gela e degela avaliado no 12° dia.
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Figura 38: Teste de estabilidade acelerada do gel A. e gel B. - Condicao de
ciclos gela e degela

GA —t0: controle do gel A.

GA — E3: Gel A submetido a condigao de ciclos gela e degela avaliado no 6° dia.
GA — E7: Gel A submetido a condigao de estufa avaliado no 12° dia.

GB —10: controle do gel B.

GB - E3: Gel B submetido a condicéo de ciclos gela e degela avaliado no 6° dia.

GB - E7: Gel B submetido & condig¢ao de ciclos gela e degela avaliado no 12° dia.
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Figura 39: Teste de estabilidade acelerada do xampu A. e xampu B — Condicao
de ciclos gela e degela

XA —t0: controle do xampu A.

XA — E3: Xampu A submetido a condigéo de ciclos gela e degela avaliado no 6° dia.
XA — E7: Xampu A submetido a condigao de estufa avaliado no 12° dia.

XB - t0: controle do xampu B.

XB — E3: Xampu B submetido a condigao de ciclos gela e degela avaliado no 6° dia.

XB — E7: Xampu B submetido a condi¢ao de ciclos gela e degela avaliado no 12° dia.
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Figura 40: Teste de estabilidade acelerada do creme A. e creme B -
Condicao de freezer

CA —10: controle do creme A.

CA —F14: Creme A submetido a condigao de freezer avaliado no 14° dia.

CB - t0: controle do creme B.

CB - F14: Creme B submetido & condigao de freezer avaliado no 14° dia.
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Figura 41: Teste de estabilidade acelerada do gel A. e gel B —
Condicéo de freezer

GA —t0: controle do gel A.

GA — F14: gel A submetido a condigao de freezer avaliado no 14° dia.
GB - t0: controle do ge! B.

GB - F14: gel B submetido a condicao de freezer avaliado no 14° dia.
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Figura 42: Teste de estabilidade acelerada do xémpu A e xampu B -

Condicao de freezer

XA —t0: controle do xampu A.

XA — F7: xampu A submetido a condigao de freezer avaliado no 7° dia.
XA — F14: xampu A submetido & condig¢éo de freezer avaliado no 14° dia.
XB —10: controle do xampu B.

XB — F7: xampu A submetido a condicao de freezer avaliado no 7° dia.

XB — F14: xampu B submetido a condigao de freezer avaliado no 14° dia.
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Figura 43: Teste de estabilidade acelerada do creme A. e creme B — Condigao de temperatura
ambiente e luz solar indireta

CA — t0: controle do creme A.

CA — TAS3: Creme A submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 3° dia.
CA - TA7: Creme A submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 7° dia.
CA — TA14: Creme A submetido a condi¢cao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 14° dia.
CB — t0: controle do creme B.

CB - TA3: Creme B submetido a condicao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 3° dia.
CB - TA7: Creme B submetido a condi¢gao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 7° dia.

CB - TA14: Creme B submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 14° dia.
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Figura 44: Teste de estabilidade acelerada do gel A. e gel B — Condicao de temperatura
ambiente e luz solar indireta

GA —10: controle do gel A.

GA — TA3: gel A submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 3° dia.
GA — TAT7: gel A submetido a condi¢gao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 7° dia.
GA — TA14: gel A submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 14° dia.
GB - t0: controle do gel B.

GB — TA3: gel B submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 3° dia.
GB — TA7: gel B submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 7° dia.

GB — TA14: gel B submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 14° dia.
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Figura 45: Teste de estabilidade acelerada do xampu A. e xampu B — Condi¢do de temperatura

ambiente e luz solar indireta

XA —t0: controle do xampu A.

XA — TA3: xampu A submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 3° dia.
XA — TA7: xampu A submetido a condi¢ao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 7° dia.
XA — TA14: xampu A submetido a condigao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 14° dia.
XB —t0: controle do xampu B.

XB - TA3: xampu B submetido a condi¢ao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 3° dia.
XB — TA7: xampu B submetido & condigdo de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 7° dia.

XB - TA14: xampu B submetido a condi¢gao de temperatura ambiente e luz solar avaliado no 14° dia.
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De acordo com as tabelas 9, 10. e 11 e as figuras 31, 32, 33, 40, 41, 42, 43, 44
e 45 as formulagdes: creme A, creme B, gel A, gel B, xampu A e xampu B
apresentaram as mesmas caracteristicas fisicas e fisico-quimicas depois de
submetidas e avaliadas nas condigbes de geladeira de 4-8 °C; freezer a -10 °C e
temperatura ambiente a 22 °C e luz solar.

Como podem ser observados nas tabelas 9, 10 e 11 e figuras 34, 35, 36, 37, 38
e 39 ocorreram alteragdes e modificagées apenas nas condi¢cbes de estufa a 45 °C e
nos ciclos gela e degela, pois nestas condi¢gdes em que a alta temperatura acelera a
decomposi¢do. Além de que nos ciclos gela e degela é intenso o choque térmico.

Em relagdo a condi¢do de estufa o creme A apresentou leve alteragao de cor
durante a analise do 7° e 14° dias (Fig. 34). O creme B sofreu alteragdo leve na
analise do 7° dia e uma alteragdo consideravel na analise do 14° dia (Fig. 34). Para o
gel A e gel B (Fig. 35), houve leve alteragdo nas cores das formulagdes, desde a
primeira avaliagdo (1° dia) até o ultimo dia de analise (14° dia), nesfe periodo a
alterag&o permaneceu leve como se pode observar na fig. 35. Para as formulagdes de
xampu como pode ser observado na tabela 11 e na fig. 36 apenas no primeiro dia de
andlise nao foi observada alteragéo para ambas as formulagdes de xampu, A e B. A
partir do terceiro dia de analise foi observado uma leve alteragdo na cor do xampu A e
xampu B, e no sétimo e no décimo quarto dia de analise observou-se uma alteragédo
consideravel nas duas formulagdes. Apesar de, no xampu A essa alteragdo nao ficar
bem evidenciada devida ao reflexo da iluminagdo, as duas formulagcbes se
comportaram da mesma forma sofrendo a mesma intensidade de alteragao na
coloragao quanto avaliadas na condigéo estufa. Sendo importante ressaltar que houve

ainda uma leve alteragdo no odor das formulagées (xampu A e B) na analise do 14°
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dia, condicdo estufa, como pode ser observado na tabela 11. Outra alteragdo
consideravel nesta condicdo foi referente a viscosidade do xampu B, no qual de
acordo com a viscosidade aferida por viscosimetro teriamos uma leve alteragdo no
terceiro dia de analise em que foi aferido uma viscosidade de 430 cp, a 100 RPM com
uma porcentagem de 87,0% de seguranga. Ja no sétimo dia de analise tivemos uma
intensa altera¢&o na viscosidade com valor de viscosidade igual a 7750 cp, a5 RPM e
77,5% de seguranga. No 14° dia de analise foi encontrada uma situagdo mais
drastica, em que foi obtida uma viscosidade de 8360 cp a 2 RPM e 33,4% de
seguranc¢a. Sendo que o padrao de normalidade, para viscosidade, adotado foi de 300
cp + 90. Essa alteragdo na viscosidade na condigcdo estufa pode ser devido a
evaporagao de agua proveniente do aquecimento dentro da estufa com temperatura
de 45 °C e devido vedagado inadequada do frasco de andlise, ndo podendo ser
considerado como um problema na formulagdo ou pela adigdo do extrato de L.
Salviaefolia como conservante. |

De acordo com a figura 37 e a tabela 9, na condigdo de ciclos gela e degela
observou-se que o creme A sofreu uma leve alteragéo na cor durante a anadlise do 12°
dia. Na mesma condigdo de ciclos gela e degela, o creme B sofre uma leve
modificagdo no odor e no aspecto, assumindo uma caracteristica menos homogénea
que seu controle (CB - t0), evidenciando também uma leve alteragdo na cor da
analise do 6° dia e uma alteragdo consideravel na andlise do 12° dia (Tabela 9 e
Figura 37).

Entretanto, nas formulagbes dos géis (A e B) — condi¢do ciclos gela e degela,
as alteragdes em relagdo a cor foram leves nas analises do 6° dia, e alterado nas

analises do 12° dia para ambas as formulagdes, como se pode observar na figura 38 e
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tabela 10. A diferencga entre o gel A e o gel B, é somente em relagdo a intensidade
dessas alteragbes, no gel A as modificagdes foram pouco mais intensas que as
alteracbes sofridas pelo gel B, apesar desta afirmacdo nao ficar clara quando
observamos a figura 38 devido a um reflexo de luz produzido durante a reprodugao
fotografica. O reflexo incide sobre a superficie do gel A na analise do 12° dia (GA —
C12), levando a interpretagdo emrdénea, uma vez que a coloragio do gel A na andlise
do 12° dia apresentou-se mais intensa que a analise do 6° dia, embora na foto, devido
ao reflexo, ndo se tem essa impress&o. Adicionalmente, o gel A também apresentou
uma leve modificag&o no odor da formulagéo na analise do 12° dia (tabela 10).

Em relagdo as formulagbes de xampu A e xampu B na condig&o de ciclos gela
e degela foi observada uma leve alteragdo na cor na anélise do 6° e do 12° dia, para
ambas as formulagdes (tabela 11 e figura 39). Além disso, foi observada uma leve
alteragao na viscosidade do xampu B, em que foi aferida uma viscosidade de 400 cp,
a 100 RPM e seguranga de 80,7 %. Esse aumento da viscosidade pode ser devido a
mal vedag&o do frasco de andlise, ndo podendo ser considerado como um problema
na formulagao ou pela adigdo do extrato de L. salviaefolia como conservante

Em resumo, no estudo de estabilidade acelerada das pré-formulagdes
cosméticas houve alteracdes nas formulagdes na condicdo estufa a 45 °C e na
condicdo de ciclos gela e degela (tabela 9 e 10), justificavel uma vez que o aumento
da temperatura acelera o processo de decomposi¢ao. Entretanto, as alteragoes foram
mais intensas no creme B e no gel A, logo as formulagées cosméticas selecionadas
para o teste de eficacia do conservante natural foram o creme A e o gel B. Com
relagdo as formulagdes de xampu, tanto o0 xampu A como o Xampu B sofreram a

alteragdes similares, ao avaliar os parametros pH, aspecto, cor e odor (tabela 11).
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Entretanto, ao avaliar o parametro viscosidade o xampu A apresentou perda da
viscosidade ao incorporar a L. salviaefolia como conservante, ou seja, quebra da
estabilidade da formulagao ao adicionarmos o extrato, esse fato pode ser justificavel
devido a presenga do solvente para diluicdo da fragdo de acetato de etila. Por essa
razdo a formulagao de escolha foi 0 xampu B com base perolada. Como estas
formula¢gdes mostraram ser estavel em condigbes extremas, tiveram uma boa
aplicagao como base das formulagdes que foram testadas no estudo de eficacia de

conservantes, no caso, eficacia da L. salviaefolia utilizada como conservante natural.

5.7. Teste de eficacia da L. salviaefolia como conservante natural

A presenga de microrganismos, em determinados niveis e tipos, em produtos
nao estéreis, pode ser condi¢ao relacionada a deterioragdo do produto,. bem como o
ndo cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo pode, também, conduzir a
produgdo com qualidade sanitaria inadequada. Esse processo pode até ser observado
nos casos em que o substrato oferece condigbes minimas necessarias para o
desenvolvimento microbiano. Os contaminantes, muitas vezes, sobrevivem e
multiplicam-se em meio pobre de fatores nutricionais ou mesmo adaptam-se em
condi¢bes bastante desfavoraveis. A proliferagdo de microrganismos pode provocar
alteragdes de diversas naturezas, como perda do teor da substancia ativa e alteragoes
fisico-quimicas e/ou organolépticas do produto. Portanto, a comprovagéo da qualidade
microbiana de produtos cosméticos, objetiva a evitar essas alteragcbes e,

principalmente, a transmissdo de doengas, pois o0 consumidor, se em condi¢des
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debilitadas, e por vezes com imunidade baixa, toma-se susceptivel a acdo de
microrganismos contaminantes.

Para cosméticos é permitido nivel limite de microrganismos viaveis, mas
restringe-se, porém, a auséncia de patogénicos especificos. Assim, a formulagdo deve
ser criteriosamente estudada no tocante a eficacia do sistema conservante do
produto, essa sO pode ser garantida através de teste de eficacia de conservante ou
desafio. O ensaio consiste na contaminagcdo proposital da amostra com
microrganismos padréo e determina-se a carga dos sobreviventes em periodos pré-
estabelecidos durante 28 dias, utilizando-se técnica de contagem microbiana validada.

Para garantir que o teste de desafio seja realizado de forma adequada, ha a
necessidade de validagdo do teste para cada produto. De acordo com a Farmacopéia
Americana (USP XXIX), o conceito de validacdo para os métodos microbioldgicos € a
recuperagado dos microrganismos durante o teste, diferente dos métodos quimicos e
fisico-quimicos que consideram os parametros de especiﬂcidadé/seletividade,
intervalo de curva de calibragdo, linearidade, limite de quantificagdo e deteccgéo,
exatidao, precisao e robustez.

A validacdo tem como finalidade garantir a neutralizacdo da atividade
antimicrobiana do conservante na contagem de microrganismos viaveis, utilizando a
técnica por semeadura em profundidade ou “Pour Plate”. O teste visa a selecdo das
condicbes de neutralizacdo do conservante durante o periodo de incubagdo das
placas contendo o produto, os microrganismos € 0 meio de cultura no teste de eficacia
de conservantes. Ressalta-se que o periodo de incubagao para alguns fungos é de
até mais que 7 dias, que resulta em tempo de obtencdo do resultado do teste de

eficacia diferente do preconizado. A escolha da condi¢do de neutralizagdo ou sistema
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de recuperagao dos microrganismos deve ser adequada, pois influencia a acuidade e
sensibilidade dos dados experimentais a serem obtidas pelo uso da técnica de
semeadura da amostra diluida em meio sélido. Os compéndios oficiais apresentam
recomendagbes, mas 0 método e a escolha da condi¢do de neutralizagdo do sistema
conservante € de responsabilidade do laboratério produtor. Para cada formula ha uma
condicdo mais adequada, isto €, acdo neutralizante rapida ndo comprometendo o
crescimento dos microrganismos presentes na amostra.

A porcentagem adotada € de 70 % de recuperagado do microrganismo inoculado
para comprovagao da inativacdo do sistema conservante e confiabilidade no
resultado. Os valores abaixo de 70% n&o sdo considerados e indicam que o0s
inativantes efou a concentragdo dos mesmos estdo inadequados, devendo ser
alterados.

A Tabela 13 apresenta os resultados da recuperagdo dos microrganismos nas
duas condi¢gdes de neutralizagcao, descrita no item (4.6.5) Validagao da fnetodologia /
Escolha de condi¢cdo de neutralizagcdo do sistema conservante (USP XXIX). Observa-
se que o controle apresentou a recuperagdao sempre maior que 70% para todos os
microrganismos como era esperado, demonstrando a viabilidade dos microrganismos
durante a validagcdo e garantindo que as recuperagdes menores que 70% eram
devidas a condi¢do ndo adequada para o crescimento dos microrganismos. Ressalta-
se que no procedimento da Farmacopéia Americana (USP XXIX) ndo é descrita a
utilizagdo de um controle, no entanto, para assegurar a validagao realizou-se, também
esse ensaio.

Ao se comparar as condi¢cOes estudadas observa-se que somente na condigio

2 foi possivel recuperar todos os microrganismos (Tabela 13). Esses resultados
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indicaram que para a enumeragao dos microrganismos haveria a necessidade de uma
diluicdo 10" das formulagées Creme A, Gel B e Xampu B, com diluente Dey Engley
(D/E). Frente a esses resultados para o teste de eficacia de conservantes, procedeu-
se a diluicdo das formulagdes antes enumeragdo ou contagem de microrganismos
vidveis, descritas no item (4.6.4) Enumeracgio ou contagem de microrganismos viaveis
(USP XXIX, JP XIV) , nos periodos imediatamente apés a inoculagéo, apds 2, 7,14, 21

e 28 dias.

Tabela 13. Recuperagdo dos microrganismos avaliados nas condigdes de
neutralizagdo estudadas para inativagdo do sistema conservante e microrganismos.

Condigiao Microrganismo Controle Creme A Gel B Xampu B
1 P. aeruginosa >70% >70% >70% <70%
E. coli >70% >70% >70% >70%
S. aureus >70% >70% <70% - <70%
C. albicans >70% <70% <70% <70%
Burkholderia cepacia >70% >70% >70% <70%
A. niger >70% <70% <70% <70%
2 P. aeruginosa >70% >70% >70% >70%
E. coli >70% >70% >70% >70%
S. aureus >70% >70% >70% >70%
C. albicans >70% >70% >70% >70%
Burkholderia cepacia >70% >70% >70% >70%
A. niger >70% >70% >70% >70%

Controle = solugdo salina a 0,9% (p/v) estéril; amostra-teste = produto preparado com
conservante, em condi¢coes assépticas; Cada algarismo representa a média do ensaio realizado
em cinco réplicas.
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Para avaliagao da eficiéncia do sistema conservante, os métodos oficiais (USP
XXIX 2006; JP XIV 2001; BP 2005) e nao oficiais The Cosmetic, Toiletry, and
Fragrance Association (CTFA, 2001) foram utilizados, pois estes fornecem
informagdes para melhor conduzir o ensaio. Como descrito em material e método, o
teste consiste na contaminagdo de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Candida albicans e Aspergillus niger
em cada amostra e determina-se a carga dos sobreviventes em periodos pré-
estabelecidos durante 28 dias, utilizando-se técnica de contagem microbiana
convencional validada. Os resultados da avaliagdo da atividade conservante, extrato a
0,2% ( p/v) , nas formulagdes de Creme A, Gel B e Xampu B sdo apresentados a

seguir.

Tabela 14. Carga de sobreviventes de Escherichia coli ATCC 10536 (UFC/g ou mL)

no teste de eficacia de conservantes

Intervalos de
tempo/ to tys t; t1s t24 t2s
Amostra
Creme 1,7x10° | <10 <10 <10 <10 <10
Gel 20x10°| <10 <10 <10 <10 <10
Xampu 18x10°| <10 <10 <10 <10 <10
Solugio salina 21x10°]84x10° | 75x10° | 76x10° | 99x10° | 2,0 x 10°

Legenda:

t,= contagem imediatamente apés a inocula¢@o

t4s = contagem em 48 horas apés inoculagdo

t;, ti, t21 @ tg = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apds inoculagido
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Tabela 15. Carga de sobreviventes de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027(UFC/g

ou mL) no teste de eficacia de conservantes

Intervalos de
tempo/ to tas 174 tis t21 tzs
Amostra
Creme 3,0x10° <10 <10 <10 <10 <10
Gel 2,1 x10° <10 <10 <10 <10 <10
Xampu 62x10°| <10 <10 <10 <10 <10
Solugdo salina | 1,3x10° | 1,1x10° | 86x10° [ 44x10° <10 <10

Legenda:

t,= contagem imediatamente apés a inoculacdo

tys = contagem em 48 horas apés inoculagao

t7, t4, t21 @ ty3 = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias ap6s inoculagao

Tabela 16. Carga de sobreviventes de Staphylococcus aureus ATCC 6538(UFC/g ou

mL) no Teste de Eficacia de Conservantes

Intervalos de
tempo/ to tss t; tis t21 t2s
Amostra
Creme 47 x10° <10 <10 <10 <10 <10
Gel 6,6 x 10° <10 <10 <10 <10 <10
Xampu 41x10° <10 <10 <10 <10 <10
Solugdo salina | 2,5x10° | 7,3x10% | 5,1 x 10° <10 <10 <10

Legenda:

t,= contagem imediatamente apés a inoculagido

tys = contagem em 48 horas apés inoculagao
t7, ty4, 124 € t;3 = contagemem 7, 14, 21 e 28 dias apoés inoculagao
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Tabela 17. Carga de sobreviventes de Burkholdena cepacia ATCC (UFC/g ou mL)

no Teste de Eficacia de Conservantes

Intervalos de

tempo/ to tss t tia 21 tos
Amostra
Creme 9,5x 10° <10 <10 <10 <10 <10
Gel 7,8 x10° <10 <10 <10 <10 <10
Xampu 98x10°| <10 <10 <10 <10 <10
Solugdo salina | 2,3x10°| 1,4x10° | 58x 10* <10 <10 <10

Legenda:

ty= contagem imediatamente apés a inoculacido

t4s = contagem em 48 horas apés inoculagdo
t;, ti4, t21 @ ty3 = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apoés inoculacido

Tabela 18. Carga de sobreviventes de Candida albicans ATCC 10231(UFC/g ou mL)

no Teste de Eficacia de Conservantes

intervalos de

tempo/ to tss t7 t14 to4 tag
Amostra
Z X
Creme 8,4x10* | 1,0x 10 <10 <10 <10 <10
Gel 76x10° | 9,1x10° | 6,0x 10" <10 <10 <10
Xampu 6,2 x 10° <10 <10 <10 <10 <10
Solugdo salina | 7,2x10* [ 6,3x10* [ 6,3x10% | 6,3x10% | 84x 10% | 7,9 x 10*

Legenda:

to= contagem imediatamente apés a inoculagao

t.s = contagem em 48 horas apés inoculagdo
t7, ti4, t21 @ ty3 = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apés inoculagio
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Tabela 19. Carga de sobreviventes de Asperygillus niger ATCC 16404 (UFC/gou mL)

no Teste de Eficacia de Conservantes

Intervalos de
tempo/ to tsg t t14 t21 tas
Amostra
5 5 5 | .3 7z
Creme 41x10°114x10°|1,7x10°|8,0x10"| 59x 10" | 8,0x 10
Gel 3,8x10° 1,9x10°[1,7x10°[1,9x10°| 2,6 x10° | 1,5x 10°
Xampu 40x10° <10 <10 <10 <10 <10
Solugdo salina [ 6,9x10°[1,3x10°[1,0x10°[4,9x10*| 46x10%|9,2x 10*

Legenda:

t,= contagem imediatamente apés a inoculagédo
t4s = contagem em 48 horas apds inoculacao
t7, tis, t21 @ t;3 = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apds inoculagao

O teste foi realizado, concomitantemente com solu¢do salina a 0,9% (p/v)
inoculada com a mesma carga microbiana da amostra teste, a suspensdo foi
considerada controle e tinha como intuito a verificagdo da viabilidade dos
microrganismos desafiantes durante os 28 dias do teste. Nesta condicado, verificou-se
que para as bactérias Escherichia coli (tabela 14), Pseudomonas aeruginosa (tabela
15), Staphylococcus aureus (tabela 16) e Burkholdenia cepacia (tabela 17)
apresentaram-se vidveis durante todos os testes, assim como para os fungos Candida
albicans e Aspergillus niger que se mantiveram, também, adequados no decorrer do
tempo de avaliagdo. Em se tratando de manter o microrganismo em solugao salina,
como pode ser observado na ultima coluna das tabelas 14, 15, 16, 17, 18 e 19, houve
decaimento do nimero de microrganismos sobreviventes e posterior aumento, ou

mesmo sb o decaimento no decorrer do tempo. esse comportamento pode ser
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considerado normal uma vez que o meio de cultivo (solugdo salina) € pobre em
nutrientes, ocorrendo uma menor multiplicagdo do gemme. O aumento pode ser
explicado pela adaptacéo dos microrganismos frente a essa condic¢ao.

Os critérios de aceitagdo do sistema conservante foram de acordo com o CTFA
(2001) que requer 7 dias e 28 dias, como periodo de tempo de avaliagdo do
decréscimo da carga microbiana em relagdo a carga inicial (t0). No entanto, para
acompanhar criteriosamente o comportamento da carga microbiana durante o ensaio
foram analisados, também, os intervalos de tempo de 2, 14, 21 e 28 dias.
Adicionalmente, essas determinagbes poderiam informar a ocorréncia do fenémeno
conhecido como "reboud" ou "Phoenix", que apresenta decaimento do numero de
microrganismos sobreviventes e posterior aumento do namero, no decorrer do tempo
do teste (BLOOMFIELD,1988).

De acordo com os resultados analiticos descritos nas tabelas 14, 15, 16, 17, 18
e 19 pode-se afirmar que: as amostras de creme, gel e xampu na concentragio de
0,2% da fracao de acetato de etila do extrato etandlico de L. salviaefolia atendem a
especificagdo adotada para as bactérias: Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, e Candida albicans.

Diante dos resultados obtidos com as formulagdes creme e gel, afirma-se que
para este tipo de formulagcdo a fracdo de acetato de etila de L. salviaefolia na
concentracdo de 0,2% nao foi eficaz como conservante contra o bolor Aspergillus
niger (Tabela 19), pois ndo atendem a especificacdo de acordo com o critério de
aceitacdo do CTFA sendo que ndo pode ser constatada a redugado logaritmica no
intervalo de tempo igual a 7 dias. Entretanto, para a formulagao de xampu, a fragao de

acetato de etila do extrato de L. salviaefolia mostrou-se eficaz. Este fato pode ser
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explicado devido a presenca de tensoativos na formulagdo do xampu o0 que deve ter
exercido um efeito sinérgico & agdo antimicrobiana do extrato.

De acordo com as tabelas 15, 16 e 17, verifica-se uma reducgdo consideravel
em relagdo a carga de sobreviventes dos microrganismos na solugdo salina. Porém
este fato néo invalida o teste, tdo pouco invalida atividade antimicrobiana da L.
salviaefolia, uma vez que para 0s mesmos microrganismos nas mesmas tabelas 15,
16 e 17 pode ser verificada uma carga menor que 10 coldnias desde o intervalo de

tempo (Tss), ou seja, com apenas 48 horas de contato.

5.8. Avaliagdo da seguranca das bases e das formulagées cosméticas

incorporadas com L. salviaefolia como conservante através de estudos

histolégicos — microscopia 6ptica, em substituto cutineo dermo-epidérmico

Apés o periodo de contato de 24 horas ou 48 horas, das amostras com o substituto
cutaneo dérmico-epidérmico, corte e coloragédo por hematoxilina-eosina, foi observado
o efeito das bases sem a incorporagdo da L. salviaefolia e das formulagbes
cosméticas com a incorporagdo da L. salviaefolia, na epiderme de cada sistema

dérmico-epidérmico. Avaliando, desta forma, a seguranga de cada formulagio.
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Na figura 46 temos o controle chamado de branco 24h em que nao foi adicionada
nenhuma amostra, mas, permaneceu no sistema de cultivo na interfase ar-liquido
durante as 24 horas de teste. Nesta ilustragdo o epitélio se mostrou organizado e
reproduzindo a morfologia esperada para derme e epiderme, com diferenca tintoriais
devido ao amadurecimento celular, podendo ser observado ainda as lamelas de
queratina, constituindo a camada cdérnea. Além da observacao das camadas

intermediaria ou espinhosa e a granulosa.

Figura 46 — Branco 24h — Controle do composto dérmico-epidérmico ap6s 24 h no sistema de

cultivo na interfase ar-liquido — microscopia éptica. (aum.: 1000x)
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Na figura 47 consta o estudo histologico da pele apés o contato de 24 h com a
formulacao base gel, observados em microscopia optica, revelam a morfologia da
epiderme e da derme, apesar da separagao dermo-epidérmica pode ser observada

uma leve toxicidade devido a leve alteracao na morfologia da epiderme (seta).

Figura 47 — Composto dérmico-epidérmico apds 24 h de contato com a base gel sem a adigao de

L. salviaefolia — microscopia optica. (aum.: 1000x)
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Na figura 48 consta o estudo histologico da pele apds o contato de 24 horas
com a formulagdo cosmética gel, incorporada com L. salviaefolia como conservante
natural. Neste caso pode-se observar uma maior toxicidade da formulagdo uma vez
que houve uma alteracao significativa na morfologia da epiderme, e morte de grande
parte dos queratinécitos. Constatado devido a impossibilidade de identificacao destas
células como ainda pode-se visualizar na figura 46. Essa maior toxicidade quando
comparamos o gel sem a incorporacao da L. salviaefolia se deve a toxidade inerente
ao extrato, porém ¢é importante resaltar que a prépria formulagdao sem a adi¢édo da L.

salviaefolia ja tinha demonstrado certa toxicidade.

Figura 48 — Composto dérmico-epidérmico apoés 24 h de contato com a formulagcdo gel

incorporada com fr. ac. etila de L. salviaefolia — microscopia optica. (aum.: 1000x)
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A formulacao creme foi a que apresentou menor toxicidade mantendo derme e
epiderme com caracteristicas morfoloégicas normais apds o tempo de contato de 24 h

(Figura 49).

Figura 49 — Composto dérmico-epidérmico apos 24 h de contato com a base creme sem a adi¢ao

de L. salviaefolia — microscopia Optica. (aum.: 1000x)
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Na figura 50 constatou-se a influéncia da formulacao cosmética creme
incorporada com L. salviaefolia, apesar do maior desprendimento da queratina foi
verificada uma baixa toxicidade. Observando ainda as células de queratinécitos

viaveis na epiderme. Além da manutencao na morfologia da derme e da epiderme.

Figura 50 — Composto dérmico-epidérmico apds 24 h de contato com a formulacdao creme

incorporada com fr. ac. etila de L. salviaefolia— microscopia dptica. (aum.: 1000x)
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Na figura 51 constatou-se a toxicidade da formulagao de xampu mesmo sem a
adicao da L. salviaefolia, isso se deve a presenca de tensoativos, por isso séo
empregados, na sua maioria, em produtos de uso externo e com enxagle. Na figura
51 observa a desprendimento de toda parte cornea de queratina, da epiderme e uma
propria alteragdo estrutural da epiderme principalmente na camada intermediaria,
apesar de ainda ser possivel observar células de queratinécitos viaveis principalmente

proximas as papilas dérmicas na camada basal.

Figura 51 — Composto dérmico-epidérmico ap6és 24 h de contato com a base xampu sem a

adicao de L. salviaefolia — microscopia 6ptica. (aum.: 1000x)
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Na figura 52 tem-se o0 composto dérmico-epidérmico apds 24 h de contato com
a formulagao cosmética xampu incorporada com L. salviaefolia. Os efeitos toxicos sao
similares aos efeitos apresentados pela figura 51 representando a base de xampu
sem a adi¢ao da fragdo de acetato de etila do extrato de L. salviaefolia. Na qual se
verifica um desprendimento da camada cornea e a separagao dermo-epidérmica, com
alteracao estrutural da epiderme. Caracteristicas evidenciadas pela toxidade da base
do xampu e toxicidade da L. salviaefolia, entretanto toda a toxicidade constatada nas
figuras 51 e 52 nao devem ser atribuidas somente ao extrato uma vez que a
formulagcao sem a o extrato também se mostrou téxica, provavelmente pela presenca

dos tensoativos na formulagao.

Figura 52 — Composto dérmico-epidérmico apds 24 h de contato com a formulagcao xampu

incorporada com fr. ac. etila de L. salviaefolia — microscopia optica. (aum.: 1000x)
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Na figura 53 temos o controle chamado de branco 48 h em que nao foi adicionada
nenhuma amostra, mas, permaneceu no sistema de cultivo na interfase ar-liquido
durante as 48 horas de teste. Nesta ilustragdo o epitélio se mostrou organizado
apesar da separagao da derme e da epiderme, sendo que na avaliagao da toxicidade
para este teste ndo foi levado em consideragdao a separagao da derme e epiderme,
pois pode ser um artefato, desta forma a toxicidade foi avaliada conforme ao aspecto
das diferengas morfologicas e diferencgas tintoriais da pele. Na figura 53 pode-se
evidenciar diferenga tintoriais devido ao amadurecimento celular, podendo ser
observado ainda as lamelas de queratina, constituindo a camada cornea. Além da

observagao das camadas intermediaria ou espinhosa e a granulosa.

Figura 53 — Branco 48h — Controle do composto dérmico-epidérmico apés 48 h no sistema de

cultivo na interfase ar-liquido — microscopia éptica. (aum.: 1000x)
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Na figura 54 tem-se a influéncia da amostra de gel base em 48 horas de
contato com o composto dérmo-epidérmico. Nesta ilustracao temos a visualizagao
apenas da parte epidérmica em que é possivel verificar a toxicidade da base gel
devido as caracteristicas morfologicas e tintoriais presentes na epiderme,
principalmente na visualizagdo das células de queratindcitos que ficam pouco

evidentes e no desprendimento da parte cérnea.

Figura 54 — Composto dérmico-epidérmico apds 48 h de contato com a base gel sem a adicao de

L. salviaefolia — microscopia dptica. (aum.: 1000x)
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Na figura 55 verifica-se a toxicidade do gel com L. salviaefolia em contato com
o composto dérmico-epidérmico, constatando diferenca na morfologia e aspectos
tintoriais, desprendimento da derme e epiderme, desprendimento da camada
superficial da camada cérnea, dificuldade de identificagao de queratinécitos viaveis.
Entretanto € importante ressaltar que nesta figura temos a toxicidade da formulagao
base associada a toxicidade da L. salviaefolia. E quando comparada com a figura 54
nao existem diferengas significativas. O que sugere que parte da toxicidade deve-se

aos proprios constituintes da formulacgao base.

Figura 55 — Composto dérmico-epidérmico apos 48 h de contato com a formulacao gel

incorporada com fr. ac. etila de L. salviaefolia — microscopia dptica. (aum.: 1000x)
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O estudo histolégico por microscopia Optica visando avaliar a toxicidade das
formulacdes cosméticas de creme por 48 h de contato, esta evidenciado nas figuras
56 e 57.

Na figura 56 consta apenas a influéncia da base da formulagdo sem a adi¢ao
da L. salviaefolia e na figura 57 tem-se a formulagao incorporada com o extrato da
planta. Em ambas as figuras tem-se a visualizagdo apenas da epiderme. Na figura 56

pode visualizar mais facilmente queratinécitos viaveis.

Figura 56 — Composto dérmico-epidérmico apds 48 h de contato com a base creme sem a adicdo

de L. salviaefolia — microscopia optica. (aum.: 1000x)
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Enguanto que na figura 57, a presenca das células de queratinécitos viaveis
nao sao tao facilmente detectaveis, sugerindo uma maior toxicidade apresentada pela

formulagcdo com a incorporagao da L. salviaefolia.

Figura 57 — Composto dérmico-epidérmico apds 48 h de contato com a formulagdo creme

incorporada de fr. ac. etila de L. salviaefolia— microscopia optica. (aum.: 1000x)
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A avaliagdo da toxicidade das formulagbes de xampu base e xampu
incorporado com L. salviaefolia em composto dérmico-epidérmico estdo elucidados
nas figuras 58 e 59. Pode-se verificar uma toxidade significativa em ambas as
formulagoes devido a diferengas morfoldgicas e tintoriais da epiderme.

Na figura 58 evidenciamos a separagdo da derme e da epiderme além da
separagao da camada cornea e da camada supefficial na epiderme, adicionalmente a

dificuldade em se evidenciar células de queratindcitos viaveis.

Figura 58 — Composto dérmico-epidérmico apés 48 h de contato com a base xampu sem a

adicdo de L. salviaefolia — microscopia optica. (aum.: 1000x)
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Assim como na figura 58 na figura 59 constata-se a separagao da derme e
epiderme, entretanto a epiderme nao apresentou grandes alteragdes morfologicas, o
que caracteriza um nivel de toxicidade semelhante entre as formulagdes com e sem a

incorporagao de L. salviaefolia.

Figura 59 — Composto dérmico-epidérmico apés 48 h de contato com a formulagao xampu com

incorporada com fr. ac. etila de L. salviaefolia — microscopia 6ptica. (aum.: 1000x)

151



Depois de verificar a interferéncia das formulagbes bases, sem a incorporagao
da L. salviaefolia, foi constatado que mesmo as bases das formulagdes,
principalmente na formulagdo de xampu, exercem efeito toxico perante as culturas dos
substitutos cutaneos dermo-epidémmico. Desta forma em alguns casos n&o pode-se
afrimar que tais efeitos toxicos sdo devido exclusivamente a fragdo de acetato de etila
da Lippia saviaefolia.

Entretanto como era esperado, com a adicdo da L. salviaefolia foi verificada
leve intensificagdo na toxicidade das formulagdes. Diante deste fato foi proposto
estudar a toxicidade in vitro da fragdo de acetato de etila do extrato hidroalcoolico de
L. salviaefolia. Sendo que em tal estudo pode verificar a toxicidade do extrato em um
sistema mais sensivel, e em diferentes concentragdes e diversos tempos de contato.

No experimento da citoxicidade em cultura de queratinécitos humanos a fragao
de acetato de etila de L. salviaefolia sera colocado diretamenfe sobre os
queratinécitos. Desta maneira o teste € mais sensivel que o teste in vivo ou até
mesmo, mais sensivel que o teste anterior, desta maneira os resultados serdo
expostos com maior seguranga em relagdo ao estudos de toxicidade no composto
démico-epidermico. Salientando ainda a relacdo de diversas concentracdes e
diferentes tempo de contato da fragao de acetato de etila da L. salviaefolia em contato

com os queratinécitos humanos.
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5.9. Teste de toxicidade in vitro da fr. ac. etila de L. salviaefolia

Cdlculo da quantidade inicial de células a serem utilizadas para o teste de

viabilidade celular

Numero de células Cultura celular

2.500

“-;} “ “'\"* '-4.
B~ ( .

5.000

10.000

15.000

25.000

50.000

Figura 60 — Aspecto do crescimento da cultura de

queratindcitos em relagdo ao namero de células.

De acordo com a legislagao vigente no Brasil e orientagao mundial, os testes in

vitro para a avaliagdo da toxicidade ainda nao possam substituir completamente os
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testes in vivo, os testes in vitro, vem cada vez mais, sendo amplamente utilizados e
nos fomecendo informagdes importantes quanto aos aspectos que influenciam o
crescimento ou a sobrevivéncia celular.

Os testes de viabilidade celular fornecem informagdes quanto a respostas
imediatas ou curtas, tais como alteracbes na permeabilidade da membrana ou uma
perturbacdo de um caminho metabdlico especifico, medem a proporgao de células
viaveis ap6s um procedimento traumatico. A maioria destes testes se baseia na
ruptura da integridade da membrana que € determinada pela entrada de um corante
ao qual a célula é geralmente impermeavel (ex.: “trypan blue”) ou a liberagcdo de um
corante normalmente adquirido e retido por células vidveis (ex.: “neutral red”). Este
efeito, no entanto, é imediato e ndo prevé sobrevivéncia posterior (FRESHNEY, 2000).

Os testes de sobrevivéncia esclarecem a capacidade de renovagao celular.
Enquanto os testes de viabilidade sao convenientes e geraimente rapidos e faceis de
realizar, eles mostram apenas as células mortas, ou seja, permeéve'is, durante a
realizacao do teste (FRESHNEY, 2000).

O teste de toxicidade iniciou-se com a sele¢ao das condigbes do experimento.
A figura 60 apresenta o crescimento da cultura de queratinécitos com diferentes
concentracbes de células. Baseado nos resultados estimou-se a quantidade inicial de
células a serem utilizadas para o teste de viabilidade celular. A visualizagdo ao
microscopio invertido e posterior coloragao das células com Rodamina B mostrou que
para o teste de avaliagéo de viabilidade celular, poderiam ser usadas concentracdes
iniciais de células, variando de 15.000, onde a coloragdo poderia ser bem observada a
olho nu, até 50.000 onde no final do experimento, as culturas ainda ndao haviam

atingido a confluéncia. Entretanto, ficou estabelecido que o melhor niumero de células
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por pogo para prosseguir com os experimentos seria de 50.000 células/pogo
trabalhando com uma melhor visualizagdo e seguranga devido a intensidade da
coloragao.

De acordo com resultados obtidos no teste de citoxicidade (Figura 61) verificou-
se que a L. salviaefolia na concentragdo de 0,2 %, correspondente ao CMI, foi toxica
em quase todos os tempos de contato, exceto com meia hora de contato, em que se
observa uma viabilidade celular de cerca de 90%.

Na concentragdo de 0,1 % da fragdo de acetato de etila da L. salviaefolia,
observou-se citoxicidade nos tempos de 24 e 48 horas. Entretanto nesta mesma
concentracao (0,1 %) com 6h de contato alcangou uma viabilidade celular de 70%,
atingindo segurancga nos tempos de 2h e meia hora de contato (Figura 61).

Na concentragao de 0,05 % da fragdo de acetato de etila da L. salviaefolia, com
48 horas de contato demonstrou uma viabilidade celular de cerca de 70%. Nesta
mesma concentragao com 24 e 6 horas de contato apresentou viabilidade celutar em
tomo de 80%, atingindo a faixa de seguran¢a com meia e 2h de contato (Figura 61).

Ja nas concentragbes de 0,025 e 0,0125 % de acetato de etila de L.
salviaefolia, apenas em 48 horas de contato observou leve toxicidade em que a
viabilidade celular ficou entre 80 e 90 %. Nos demais tempos de contato testados,
mostraram-se seguras (Figura 61), sugerindo que formulagbes cosméticas de uso
externo, contendo até 0,025 % de acetato de etila de L. salviaefolia, podem ser
consideradas seguras.

Deste modo, sugere-se que a fragao de acetato de etila de L. salviaefolia na
concentragdo do CMI (2,0 mg/mL), demonstrou ser citotéxica apenas apds 6 horas de

contato, sendo que com 2 horas de contato atingiu uma viabilidade celular de pouco
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menos de 30%, atingindo seguranca e viabilidade celular apenas com meia hora de
contato com perfil semelhante ao controle.

E importante salientar que o teste de seguranga em cultura de queratindcitos
humanos é extremamente sensivel, pois a substancia teste entra diretamente em
contato com os queratinécitos, situagdo que ndo acontece na pele in vivo, pois na
epiderme, existe a camada cémea composta por células mortas, ou melhor,
queratinécitos diferenciados, os quais fomecem maior prote¢do contra penetragao e
absorcao démica. Deste modo, o trabalho apresenta como perspectiva uma avaliagéo
de absor¢ao para constatacao de qual concentragao da L. salviaefolia entra realmente
em contato com os queratindcitos viaveis. Entretanto, mesmo com a toxicidade
determinada a L. salviaefolia poderia ser utilizada como conservante em formulagdes
de enxague, como no caso do xampu, onde a legislagdo permite o uso de substancias
mais agressivas. De acordo com a RDC n°. 162 de 11 de setembro de 2001 (BRASIL
2001) € permitido o uso de tais substancias, desde que obedecidas certas restricoes.
Nesta resolucédo tém-se uma lista de substancias de agdo conservante permitidas
para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, com toxicidade
consideravel, constando maxima concentracdo autorizada, limitacbées, condicdes de
uso e adverténcia.

Outro possivel uso para a L. salviaefolia seria como antimicrobiano seletivo. De
acordo com a pesquisa desenvolvida nesse trabalho, o CMI para a fracdo de acetato
de etila apresenta valores dentro do que limite de seguranga para S. aureus, com CMI
de 0,035 - 0,005 mg/mL, para C. albicans com CMI| de 0,25-0,375 mg/mL e para E.

colicom CMI de 0,5 - 0,75 mg/mL.
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Citotoxicidade da L. salviaefolia em cultura de queratindcitos humanos

Viabilidade celular (%)
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Concentracao da fracao de acetato de etila de Lippia salviaefolia Cham. (% p/p)

%, 0,1 %, e 0,2 %) e diferentes tempos de contato (0,5h, 1 h,2 h,6 h, 24 h e 48 h).

Figura 61 - Viabilidade celular através do estudo de citoxicidade em cultura de queratindcitos

humanos da fr. ac. etila de L. salviaefolia, em diferentes concentra¢oes (0,0125 %, 0,025 %, 0,05

Considerando os resultados € os comentarios apresentados no decorrer do

trabalho, ressalta-se que:

Por meio da descricdo anatbmica, pode-se caracterizar a L. salviaefolia

confirmando que a mesma € pertencente ao grande grupo das dicotiledéneas e a
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familia das Verbenaceas, devido as caracteristicas anatdmicas frequentes desta
familia.

Ao realizar o teste de atividade antimicrobiana verificou-se que a fragdo de
acetato de etila e a fragao cloroférmica foram as fragdes mais ativas da L. salviaefolia,
apresentando CMI de 0,2% para bactérias e fungos. Portanto, revelando a L.
salviaefolia como um potente agente antimicrobiano.

Dentre as fragdes de acetato de etila e cloroférmica, a fragao de acetato de etila
foi escolhida para continuidade dos testes de eficacia de conservante e toxicicidade,
devido a facilidade de purificagdo e melhor rendimento em relagdo a fragao
cloroférmica.

De acordo com o teste de estabilidade, as formulagdes mais estaveis foram o
creme A e o0 gel B. Além dessas, escolheu-se o Xampu B, apesar de ndo apresentar
as melhores condi¢des, para os testes de eficacia de conservante natural. Uma vez
que o Xampu A nao mostrou estabilidade suficiente ao se acresoentér o extrato de L.
salviaefolia.

No teste de eficacia de conservante foi verificado que a Lippia salvaefolia tem
atividade antimicrobiana adequada para bactérias Gram -; Gram + e levedura e uma
fraca atividade para bolor.

No teste de citoxicidade, verficou-se que a fr. ac. etila de L. salviaefolia,
apresenta segurangca em concentragées a partir de 0,05% em 48 e 24 horas de
contato, em que a viabilidade celular esté entre 70 e 80 %, acima do IC 50. Ja em 6
horas de contato atinge-se a viabilidade celular de 70% na concentragcdo de 0,1 %.
Em 6 horas e 2 horas de contato apenas a concentragdo de 0,2 % esta abaixo da

faixa de seguranga. J& em meia hora de contato todas as concentragbes testadas
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estdo dentro da faixa de seguranga, semelhante ao perfil do controle. Salientando
que, o teste in vitro € um teste bastante sensivel, pois 0 extrato tem contato direto com
a célula, uma vez que no tecido in vivo tem a camada cérnea que funciona como uma

barreira de protecdo.
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6. CONCLUSOES

A Lippia salviaefolia Cham mostrou-se potente agente antimicrobiano natural
contra bacténias Gram -; Gram + e fungos.

A fragao de acetato de etila a 0,2 % quando utilizada como conservante em
formulagbes cosméticas apresentou conformidade no teste de eficacia de
conservantes, de acordo com os critérios estabelecidos pela CTFA para bactéria e

leveduras.

De acordo com o teste de citotoxicidade em queratindcitos a fragao de acetato

de etila pode ser utilizada como conservante em formulagdes de enxagie.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n° 003/2004

Sao Paulo, 20 de fevereiro de 2004.

limo(a) Sr(a).
Telma Mary Kaneko

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
redlizada em 16 de fevereiro do comente ano, APROVOU o projeto “Avaliacdo da
atividade antimicrobiana e da citoxicidade de extratos .de folhas de Rubus
rosaefolius Sm. Visando sua aplicacdo como conservante em cosméticos
{Protocolo n° 229) apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que apds a execugdo de 50% do cronograma do projeto,
deverd ser apresentado um relatério parcial, de acordo com o Arfigo 18 —item C,
da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

Profe. Dre. Dulcfﬁéia Saes Parra Abdalla
Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3677 - Fax (11) 3031-8986 - e-mail: rtrigo@usp.br



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

05508-900 - Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Sdo Paulo - Brasil.

S&o Paulo, 27 de abril de 2006

lima. Sra.
Profa. Dra. Valentina Porta
Coordenadora do CEP/FCF

Prezada Senhora,

Vimos, por meio desta, solicitar a possibilidade de alteragdo do titulo do
projeto de pesquisa intitulado Avaliagdo da atividade antimicrobiana e da citoxicidade de
extratos de folhas de Rubus rosaefolius Sm. visando sua aplicagdo como conservante em
cosméticos (CEP /FCF/USP n°229) para Avaliagdo da atividade antimicrobiana e da
citoxicidade de extratos de vegetais visando a aplicagdo como conservante.

Justificamos a solicitacdo, pois pretendemos estudar os extratos de folhas da
Lippia salviaefolia Cham. e extratos da semente de Senna occidentalis com os mesmos

métodos e grupo de pesquisadores envolvidos no referido projeto.

Informamos que estamos enviando, em anexo, o projeto com as

modificagbes pretendidas.

Agradecemos antecipadamente e colocamo-nos a disposi¢io para quaisquer
esclarecimentos que se fizerem necessarios. -
Atenciosamente,

T M S
by L

Profa. Dra. Telma Kaneko



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n°® 101/2006

S&o Paulo, 03 de agosto de 2006.

limo(a). Sr(a).
Profa. Dra. Telma Mary Kaneko
FBF

Prezado(a) Senhor(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reuni&o realizada em 31 de
julho de 2006, APROVOU as alteragbes do projeto “Avaliagdo da atividade
antimicrobiana e da citoxicidade de extratos de folhas de Rubus rosaefolius Sm.
Visando sua aplicagdo como conservante em cosméticos " (Protocolo CEP n°® 229)
apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que apds a execugio de 50% do cronograma do projeto, devera
ser apresentado um relatério parcial, de acordo com o Artigo 18 — item C, da Portaria
FCF-111/97.

Atenciosamente,

Lk

Profa. Dra. Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Etica Pesquisa
FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-300 - S3o Paulo - SP
Fone / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br
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