- ‘. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
W A ;

& FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
UNICAMP

FABIO CASSOLA

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE FORMULACOES
TOPICAS EMPREGANDO OLEOS ESSENCIAIS PARA O TRATAMENTO DA
DERMATITE SEBORREICA

CAMPINAS
2023



FABIO CASSOLA

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE FORMULACOES
TOPICAS EMPREGANDO OLEOS ESSENCIAIS PARA O TRATAMENTO DA
DERMATITE SEBORREICA

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacé€uticas da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos exigidos para
a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias, na
area de Farmacos, Medicamentos e Insumos para
Satde.

Orientadora: Dr* Marta Cristina Teixeira Duarte
Coorientadora: Dr* Marili Villa Nova Rodrigues

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A VERSAO FINAL
DA TESE DEFENDIDA PELO ALUNO FABIO
CASSOLA, ORIENTADO PELA DR* MARTA CRISTINA
TEIXEIRA DUARTE E COORIENTADO PELA DR?*
MARILI VILLA NOVA RODRIGUES.

CAMPINAS
2023



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Cassola, Fabio, 1992-

C274d Desenvolvimento e avaliacao da estabilidade de formulacées topicas
empregando 6leos essenciais para o tratamento da dermatite seborreica /
Fabio Cassola. — Campinas, SP : [s.n.], 2023.

Orientador: Marta Cristina Teixeira Duarte.

Coorientador: Marili Villa Nova Rodrigues.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas.

1. Antifingicos. 2. Conservantes naturais. 3. Plantas medicinais. 4.
Bioensaios. |. Duarte, Marta Cristina Teixeira, 1960-. Il. Rodrigues, Marili Villa
Nova, 1965-. lll. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas. IV. Titulo.

Informacdes Complementares

Titulo em outro idioma: Development and evaluation of the stability of topical formulations
using essential oils for the treatment of seborrheic dermatitis
Palavras-chave em inglés:

Antifungal

Natural preservative

Medicinal plants

Bioassays

Area de concentracdo: Farmacos, Medicamentos e Insumos para Satde
Titulacao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora:

Marta Cristina Teixeira Duarte [Orientador]

Cibele Bonacorsi

Alessandra Gambero

Ana Lucia Tasca Gois Ruiz

Paulo César Pires Rosa

Data de defesa: 27-07-2023

Programa de Pos-Graduacao: Ciéncias Farmacéuticas

Identificacé@o e informacoes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0002-6117-6355
- Curriculo Lattes do autor: http:/lattes.cnpg.br/1170053724329785


http://www.tcpdf.org

- UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Autor: Fébio Cassola

Orientadora: Dr* Marta Cristina Teixeira Duarte
Coorientadora: Dr* Marili Villa Nova Rodrigues
Tese aprovada em 27 de julho de 2023

Comissao Examinadora

Dr* Marta Cristina Teixeira Duarte (Presidente)
Prof* Dr* Cibele Bonacorsi

Prof* Dr" Alessandra Gambero

Dr* Ana Lucia Tasca Gois Ruiz

Prof. Dr. Paulo César Pires Rosa

A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no SIGA/Sistema
de Fluxo de Dissertacao/Tese e na Secretaria de Pés-Graduacao da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas.

Campinas, 27 de julho de 2023.



Dedico esse trabalho (mais uma vez) aos meus pais Jodo
(do pé de feijao) e Maria (um dom, uma certa magia) e a
todos os meus pequenos sonhadores que me ajudaram

direta ou indiretamente na construcdo deste sonho.



Agradecimentos

Agradeco a Unicamp e ao Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas pela oportunidade e por toda a sua equipe administrativa (especialmente ao
Gustavo). Ao Instituto de Biologia (IB-Unicamp) durante o periodo de estadia no Programade
Pés-Graduacdo em Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos. Ao Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA-Unicamp) pela
infraestrutura e por disponibilizar suas dependéncias para a realizacao deste trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001 (1806495;
88882.435476/2019-01). Agradeco ao Fundo de Apoio ao Ensino, a Pesquisa e Extensdo
(FAEPEX) pela concessao do auxilio financeiro (solicitacao 2047/22).

A minha orientadora Dr* Marta Cristina Teixeira Duarte por todos os
ensinamentos, apoio e amizade. Obrigado por ser como uma mae para mim durante esse periodo
e até mesmo pelos puxdes de orelha que foram dados quando necessario. Afinal de contas, é
1ss0 que as boas maes fazem.

A minha coorientadora Dr* Marili Villa Nova Rodrigues pela colaboragio no
estudo, pelos ensinamentos e companheirismo. Por mais que a drea de farmacotécnica nao seja
“a minha praia”, tudo ficou muito mais fécil na sua companhia.

A minha orientadora durante o mestrado Prof* Dr* Juliana Lischka Sampaio
Mayer, por todo o apoio, parceria e ajuda proporcionada. Obrigado pela amizade ao longo
desses anos “pds-mestrado” e por continuar me orientando indiretamente durante o periodo do
doutorado. Meus sinceros agradecimentos também a todos do Laboratério de Anatomia Vegetal
(IB-Unicamp) pela companhia e pelos prazerosos momentos.

A mi hermanita Nedy pela troca de experiéncia, pela ajuda constante no
desenvolvimento das andlises e por todos os bons momentos que tivemos juntos. Esse trabalho
nao teria sido concluido se ndo fosse todo o suporte que vocé me forneceu ao longo desses anos.
Obrigado de todo o meu coragdo pela amizade, carinho e por estar sempre por perto quando eu
mais precisava. Por todos los altibajos que hemos pasado juntos, muchas gracias querida
amiga, eres maravillosa!

A minha adordvel amiga Angela pela amizade, por todo auxilio durante a execucio
das andlises no laboratdrio e pela alegria constante durante esse periodo de convivio. Vocé

também foi parte fundamental para a conclusao deste trabalho e eu ndo podia ser mais grato por



ter alguém como vocé durante esses momentos. Por siempre, muchas gracias por todo el amor,
mi querida Yma Sumac! J

A Camila, técnica da Divisdo de Microbiologia (CPQBA-Unicamp), pelo
companheirismo, pelo suporte e auxilio técnico durante as andlises e por todo conhecimento
compartilhado a respeito da microbiologia.

Ao Z¢€ pela amizade, por toda a ajuda durante as andlises, pelas discussdes
enriquecedoras sobres os resultados obtidos e por sempre rir das minhas piadas ruins.

A todos os colaboradores que auxiliaram no desenvolvimento deste trabalho. Ao
Benicio (Divisdo de Agrotecnologia, CPQBA-Unicamp) pela ajuda na extracdo dos dleos
essenciais, a Dra. Alessandra Gambero (Centro de Ciéncias da Vida, PUC-Campinas) pelas
andlises de viabilidade celular, a Prof* Dr* Fldvia Nogueira e ao Lucas (Laboratério de
Mutagénese e Toxicidade, UNIARA-Araraquara) pelas andlises de mutagénicidade (em pleno
periodo de pandemia), ao Guilherme (a.k.a. Brotinho) (Laboratério de Imunometabolismo, I1B-
Unicamp) pelas andlises da atividade anti-inflamatéria dos 6leos, a Erica (Laboratério de
Farmacotécnica e Cuidado em Satde, FCF-Unicamp) pelo auxilio nas andlises de viscosidade
do xampu e ao Dr. Rodney Rodrigues (Divisao de Quimica de Produtos Naturais, CPQBA-
Unicamp) por disponibilizar o uso da camara climdtica para o estudo de estabilidadeacelerada
das formulacdes. Muito obrigado a vocés pela ajuda e por toda a contribui¢do prestada.

A equipe do Departamento de Quimica Orginica e Farmacéutica (CPQBA-
Unicamp), pelo constante aprendizado, pela troca de experiéncia, por todo o suporte e pela
amizade. Ao Sinésio pelas indmeras caronas, ao Adilson por toda a ajuda nas anélises
cromatograficas, a Gaby pelo apoio e por toda a diversdo que tivemos juntos e a Adriana por
sempre me socorrer no dia-a-dia no laboratdrio, por ser uma profissional incrivel e uma pessoa
magnifica.

Ao Laboratoério de Microscopia Eletronica (LME-Unicamp), em especial a Denise
e ao Breno, pelo uso dos equipamentos e por toda a assisténcia prestada durante as anélises
por MEV.

Aos professores e pesquisadores que colaboraram durante o processo de
qualificacdo e de defesa. Destaco aqui o meu eterno agradecimento a Dr* Ana Licia Ruiz, a
minha “guru” como eu costumo chama-la, pelo acompanhamento durante a minha vida na pos-
graduacdo, desde a qualificacdo do mestrado até a defesa do doutorado. Muitissimo obrigado
por todas as dicas, pelas explicagdes, por todo material disponibilizado e por ser uma

pesquisadora e uma pessoa tao fantdstica. Eu vou ser para sempre seu fa!



Aos docentes do departamento de Biologia Vegetal pela amizade, pelo aprendizado
sobre boténica e por todo o carinho ao longo desses anos. Gostaria de agradecer em especial as
professoras Dr* Maria do Carmo Estanislau do Amaral (minha 2* Maria do Carmo preferida) e
a Dr* Maria Fernanda Cali6 por todas as explicagcdes e ensinamentos a respeito de sistematicade
angiospermas. Vocés sdo docentes excepcionais que eu sempre vou ter como exemplo.
Obrigado por me mostrarem que nem todas as plantas sao Poaceae! *risos*

Aos grandes amigos que fiz no departamento de Biologia Vegetal por todos os
momentos maravilhosos e divertidos que tivemos juntos. Faltam-me palavras para agradecer o
quao fundamental foi a presenca de cada um de vocés durante o meu periodo na pos-graduagao.
Por todas as discussOes enriquecedoras, por todas as manifestacdes politicas, por todas as
celebracdes com todos os bolinhos na copa, por me mostrarem que eu posso ser amado,
respeitado e acima de tudo por me permitir ser quem eu realmente sou, do fundo do meu
coragdo, muito obrigado. Eu sou extremamente grato por ter conhecido e convivido com cada
um de voces!

A Gleicyanne (Emma), ao Rhaniel (Mel C), a Mariana (Victoria) e ao Edimar
(Geri), meus queridos amigos que eu tive o privilégio de conhecer e conviver durante 0 meu
mestrado e que, com toda certeza, eu vou levar para sempre no meu coragdo. Vocés puderam
acompanhar de camarote a cada hit de sucesso bem como todos os flops dessa carreira. Muito
obrigado por todos os momentos que tivemos juntos! Ter a amizade de cada um de voceés é,
sem sombra de ddvidas, o maior presente que eu ganhei na pds-graduacdo! Eu amo vocés
incondicionalmente! SPICE GIRLS FOREVER!!! ©

Ao Gustavo (a.k.a. Shimizu) por todo o auxilio na revisdo dos nomes cientificos
das espécies. Obrigado por ser o amigo/fotografo particular responsavel por registrar todos os
momentos que eu tive durante a pds-graduacdo ao lado dessas pessoas incriveis. Anata wa
subarashi desu!

Ao Diego, um dos mais queridos fas da Lady Gaga que eu conheco, pela ajuda na
confeccao das pranchas deste estudo. Obrigado pela companhia, pelas bobagens ditas, pelo
humor constante e por mostrar ao mundo o real significado de “A Star Is Born”.

A Giovanna, minha “irma de tatuagem”, pelo companheirismo, carinho,
autenticidade e amizade. Mais uma vez, muito obrigado pelas inimeras risadas com seus
incriveis comentdrios e, obviamente, pela companhia no 6nibus em todas as turnés.

Ao Eric e ao Paulo pela amizade e pelo auxilio na elaboracdo e revisdo do

abstract/résumé. Thanks a lot for the help, vous étes merveilleux.



Ao Guilherme (a.k.a. Guigo) por idealizar algumas das imagens deste estudo e
também pela amizade ao longo desses anos.

Ao “meu clips dourado” pelos momentos de felicidade proporcionados durante esse
meio tempo e por ser o responsdvel por juntar todas as paginas da minha vida. “Finalmente eu
encontrei alguém que poderia ser a pessoa certa. Mas, eu prometi a mim mesmo que ndo
cederia ao amor. E eu estou assustado e nervoso, ndo quero me machucar de novo, isso é ruim.
Porque eu sei que vocé é a pessoa certa...”

Aos meus pais Jodo e Maria (aqueles dos contos de fadas), ao meu irméao Felipe,
aos meus avos Milton e Judite, as pessoas mais magnificas de todo esse mundo e também aos
demais familiares por toda a compreensdo, amor, dedicacdo, confianga e incentivo
incondicional. Ao meu avd Olivio, a minha avé Maria, a minha tia Amélia e a querida Mercedes
(in memoriam) pelas extraordindrias pessoas que foram em vida terrena e que, com toda certeza,
torceriam pelo meu sucesso.

A todos os meus amigos, tanto os proximos como os distantes € a todas as outras
pessoas que nao foram mencionadas, mas que colaboraram de alguma forma para a realizagao
deste sonho, os meus mais sinceros agradecimentos. Obrigado, mais uma vez, por estarem ao
meu lado, por me verem crescer e por deixarem que os outros soubessem que vocés acreditam

no que eu ainda serei.



“Se vocé se sentir insignificante, é melhor vocé pensar novamente, é melhor acordar, porque
vocé é parte de algo muito maior. Vocé é parte de algo muito maior. Ndo apenas uma
particula no universo, ndo apenas algumas palavras em um versiculo da biblia, vocé é a
palavra viva. Ah, vocé é parte de algo muito maior. Maior que vocé, maior que nos, maior

que a imagem que eles nos moldaram para ver, mas agora nés vemos isso e ndo é segredo.”

Beyoncé - BIGGER

“Eu decidi hd muito tempo a ndo caminhar a sombra de ninguém. Se eu fracassei, se eu fui
bem-sucedido, pelo menos eu vivi como acreditava. Ndo importa o que eles tirem de mim,
eles ndo podem tirar a minha dignidade. Porque o maior amor de todos estd acontecendo em
mim. Eu encontrei o maior amor de todos dentro de mim. O maior amor de todos, é fdcil de
alcangar. Aprendendo a amar a si mesmo, esse é o maior amor de todos. [...] E se, por um
acaso, aquele lugar especial que vocé tem sonhado conduz vocé a um lugar solitdrio, procure

sua for¢ca no amor.”

Whitney Houston — Greatest love of all

“A realidade é que eu ndo estaria aqui sem o amor sobre o qual eu me apoio. A todo
momento que eu me perco no mundo, vocés sempre estardo ld para se importar e
compartilhar. Na alegria e na tristeza, nosso amor ndo mudard. O que eu compartilho com
vocés, para sempre sagrado, durard eternamente. O maior amor de todos. Eu amo vocés... E
ele é puro e resistird. O mundo ndo pode quebrar a nossa conexdo porque o nosso amor é

divino e ele inquebradvel!”

Janet Jackson — Unbreakable



Resumo

A dermatite seborreica é uma doenca cronica comum do tecido cutaneo, caracterizada por
reacdo descamativa e inflamatéria em regides tipicamente colonizadas pela levedura
Malassezia furfur. Ainda nao existe um tratamento definitivo para esta doenga, pois as opcoes
terapéuticas disponiveis atualmente objetivam a diminuicdo dos sintomas. O uso de dleos
essenciais (OEs) pode ser uma alternativa natural de tratamento, visto que estes apresentam
diversas propriedades bioldgicas e medicinais. Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi
verificar a atividade antifingica de OEs e antiftingicos tradicionais frente a M. furfur e
desenvolver formulacdes tépicas para o tratamento da dermatite seborreica. A suscetibilidade
da levedura aos OEs foi avaliada pelo método da microdilui¢do. A partir dos resultados de
concentracao inibitéria minima obtidos (CIM entre 0,5-2,0 mg/mL), foram selecionados os
OEs de Cymbopogon martini (Roxb.) Will. Watson, Mentha x piperita L. e Varronia
curassavica Jacq. (devido a sua propriedade anti-inflamatéria) para compor uma blenda
(BOEs), que foi avaliada quanto ao possivel sinergismo frente a M. furfur. De acordo com os
resultados, a BOEs promoveu efeito sinérgico e apresentou atividade fungicida contra a forma
planctonica (CIM = 2,0 mg/mL) e de biofilme (inibicdo =80%; erradicagdo =30%) da levedura.
Quando antimicrobianos sintéticos como anfotericina B, cloranfenicol, cetoconazol, fluconazol
e nistatina foram avaliados frente ao biofilme de M. furfur, os resultados obtidos mostraram que
a porcentagem de inibi¢ao/erradicacdo foi maior para o cloranfenicol (284%/50%), seguido de
cetoconazol (=83%/49%), nistatina (=60%/48%) e anfotericina B (=13%). A anfotericina B
ndo teve efeito na erradicacdo do biofilme, enquanto o fluconazol ndo causou mudancgas
significativas na inibicdo ou na erradicacdo do biofilme de M. furfur. Além da propriedade
antifingica, a BOEs apresentou atividade anti-inflamatodria frente ao fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a; ELISA) em macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs) e ndo induziu a
mutagenicidade nem afetou a viabilidade celular das linhagens HaCaT e BMDMs. Em seguida,
foram desenvolvidos um gel, uma lo¢ao e um xampu com incorpora¢cdo da BOEs. Durante o
estudo preliminar de estabilidade, a lo¢ao apresentou separagcdo de fases, ndo sendo avaliada
quanto a estabilidade acelerada. Para o gel, os parametros avaliados permaneceram inalterados
durante todo o estudo de estabilidade acelerada. Para o xampu, os resultados foram semelhantes,
contudo houve visualmente um leve escurecimento da amostra acondicionada em camara
climética apds 90 dias. A viscosidade do xampu variou de 1000 a 3800 cP, ficando um pouco
abaixo dos valores referentes a produtos comerciais. Quanto aos marcadores da BOEs, o
geraniol, o mentol e o trans-Cariofileno se mantiveram presentes e sem variagdes durante todo
o estudo, em ambas as formulagdes. Finalmente, o Challenge test demonstrou que a BOEs
conferiu propriedades conservantes ao gel e ao xampu, uma vez que foi ativa contra 0s micro-
organismos de importancia em sistemas conservantes de formulacdes avaliados. Assim, o
presente estudo mostrou que a BOEs foi eficaz contra M. furfur, principal agente etioldgico da
dermatite seborreica, agindo também como conservante nas formulagdes desenvolvidas, e que
mesmo sem a adicdo de conservantes sintéticos estas se apresentaram estaveis durante o tempo
de estudo.

Palavras-chave: Malassezia furfur. Antifungico natural. Conservante natural. Plantas
medicinais e aromadticas. Bioensaios.



Abstract

Seborrheic dermatitis is a common chronic disease of the skin tissue, characterized by a scaly
and inflammatory reaction in regions typically colonized by the yeast Malassezia furfur. There
is still no definitive treatment for this disease, as the currently available therapeutic options aim
to reduce symptoms. The use of essential oils (EOs) can be a natural alternative treatment since
they have different biological and medicinal properties. Thus, the objective of the present work
was to verify the antifungal activity of EOs and traditional antifungals against M. furfur and to
develop topical formulations for the treatment of seborrheic dermatitis. Yeast susceptibility to
EOs was evaluated by the microdilution method. Based on the minimum inhibitory
concentration results obtained (MIC between 0.5-2.0 mg/mL), EOs from Cymbopogon martini
(Roxb.) Will. Watson, Mentha x piperita L. e Varronia curassavica Jacq. (due to its anti-
inflammatory property) were selected to compose a blend (BEOs), which was evaluated for
possible synergism against M. furfur. The results showed that BEOs promoted a synergistic
effect and fungicidal activity against the planktonic (MIC = 2.0 mg/mL) and biofilm form
(inhibition =80%; eradication =30%) of the yeast. When synthetic antimicrobials such as
amphotericin B, chloramphenicol, ketoconazole, fluconazole, and nystatin were evaluated
against the M. furfur biofilm, the results obtained showed that the percentage of
inhibition/eradication was higher for chloramphenicol (=84%/50%), followed by ketoconazole
(=83%/49%), nystatin (=60%/48%) and amphotericin B (=13%). Amphotericin B did not
affect biofilm eradication, while fluconazole did not cause significant changes in M. furfur
biofilm inhibition or eradication. In addition to the antifungal property, BEOs showed anti-
inflammatory activity against tumor necrosis factor alpha (TNF-a; ELISA) in bone marrow-
derived macrophages (BMDMs) and did not induce mutagenicity or affect the cell viability of
HaCaT and BMDMs strains. Then, a gel, a lotion, and a shampoo incorporating BEOs were
developed. The lotion showed phase separation during the preliminary stability study and was
not evaluated for accelerated stability. For the gel, the evaluated parameters remained
unchanged throughout the study of accelerated stability. For the shampoo, the results were
similar, however, there was visually a slight darkening of the sample stored in the climatic
chamber after 90 days. The viscosity of the shampoo ranged from 1000 to 3800 cP, slightly
below the values for commercial products. As for the BEOs markers, geraniol, menthol, and
trans-Caryophyllene remained present, without variations throughout the study, in both
formulations. Finally, the Challenge test demonstrated that BEOs conferred preservative
properties to the gel and shampoo since it was active against microorganisms of importance in
preservative systems of evaluated formulations. Thus, the present study showed that BEOs were
effective against M. furfur, the main etiological agent of seborrheic dermatitis, also acting as a
preservative in the developed formulations, and that even without the addition of synthetic
preservatives, these were stable during the study period.

Keywords: Malassezia furfur. Natural antifungal. Natural preservative. Medicinal and aromatic
plants. Bioassays.



Resumé

La dermatite séborrhéique est une maladie cronique fréquente des tissus cutanés, caractérisée
par des réactions desquamantes et inflammatoires dans des régions généralement colonisées par
la levure Malassezia furfur. 1l n'existe pas encore de traitement définitif pour cette maladie, car
les options thérapeutiques actuellement disponibles visent a réduire les symptOmes.
L'utilisation d'huiles essentielles (HE) peut constituer une alternative de traitement naturel, car
elles possedent de nombreuses propriétés biologiques et médicinales. Ainsi, 1'objectif de cette
étude était de vérifier 1'activité antifongique des HE et antifongiques traditionnels contre M.
Sfurfur et de développer des formulations topiques pour le traitement de la dermatite
séborrhéique. La sensibilité de la levure aux HE a été évaluée par la méthode de microdilution.
Sur la base des résultats de la concentration minimale inhibitrice obtenue (CMI entre 0,5 et 2,0
mg/mL), les HE de Cymbopogon martini (Roxb.) Will. Watson, Mentha x piperita L. et
Varronia curassavica Jacq. (en raison de ses propriétés anti-inflammatoires) ont été
sélectionnées pour former un mélange (MHEs), qui a été évalué pour son éventuel effet
synergique contre M. furfur. Selon les résultats, la MHEs a présenté un effet synergique et a
montré une activité fongicide contre la forme planctonique (CMI = 2,0 mg/mL) et le biofilm
(inhibition =80%; éradication =30%) de la levure. Lorsque des agents antimicrobiens
synthétiques tels que I'amphotéricine B, le chloramphénicol, le kétoconazole, le fluconazole et
la nystatine ont été évalués contre le biofilm de M. furfur, les résultats obtenus ont montré que
le chloramphénicol avait le pourcentage d'inhibition/éradication le plus élevé (=84%/50%),
suivi du kétoconazole (=83%/49%), de la nystatine (=60%/48%) et de I'amphotéricine B
(213%). L'amphotéricine B n'a eu aucun effet sur 1'éradication du biofilm, tandis que le
fluconazole n'a pas entrainé de changements significatifs dans 1'inhibition ou I'éradication du
biofilm de M. furfur. En plus de son activité antifongique, la MHESs a présenté une activité anti-
inflammatoire vis-a-vis du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a; ELISA) dans les
macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDMs) et n'a pas induit de mutagénicité ni affecté
la viabilité cellulaire des lignées HaCaT et 1.929. Ensuite, un gel, une lotion et un shampooing
ont été développés en incorporant la MHESs. Lors de 1'étude préliminaire de stabilité, la lotion a
présenté une séparation de phases et n'a pas été évaluée en termes de stabilité accélérée. Pour
le gel, les parametres évalués sont restés inchangés pendant tout au long de 1'étude de stabilité
accélérée. Pour le shampooing, les résultats étaient similaires, cependant il y a eu visuellement
une légere coloration plus sombre de 1'échantillon stocké en chambre climatique apres 90 jours.
La viscosité du shampooing variait de 1000 a 3800 cP, 1égerement inférieure aux valeurs des
produits commerciaux. En ce qui concerne les marqueurs de 1la MHEs, le géranéol, le menthol
et le rrans-Carophylléne sont restés présents et stables tout au long de 1'étude, dans les deux
formulations. Enfin, le Challenge test a démontré que la MHEs a conféré des propriétés
conservatrices au gel et au shampooing, car elle était active contre les micro-organismes
importants dans les systemes conservateurs des formulations évaluées. Ainsi, cette étude a
montré que la MHEs était efficace contre M. furfur, principal agent étiologique de la dermatite
séborrhéique, agissant également comme conservateur dans les formulations développées, et
que méme sans l'ajout de conservateurs synthétiques, elles se sont révélées stables pendant la
durée de I'étude.

Mots-clés: Malassezia furfur. Antifongique naturel. Conservateur naturel. Plantes médicinales
et aromatiques. Essais biologiques.
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Introducao geral

Dermatite seborreica

A dermatite seborreica € uma doenga inflamatéria cronica comum do tecido cutaneo
(SAMPAIO et al., 2011). Apresenta origem multifatorial, envolvendo diversos fatores como as
alteracdes hormonais, alteragdes da microbiota da pele, estados de imunodepressdo e doengas
neuroldgicas (doenca de Parkinson), psiquidtricas (depressao) e genéticas (sindrome de Down)
(DESSINIOTI; KATSAMBAS, 2013). As lesdes apresentam aspecto vermelho, liso e vitreo
(CHEONG et al., 2016) e ocorrem em regides com grande quantidade de glandulas sebéceas
como no couro cabeludo, rosto (dobras nasolabiais, orelhas e sobrancelhas) e tronco
(DESSINIOTI; KATSAMBAS, 2013; JOHNSON; NUNLEY, 2000). Nao possui predilecao
racial (SAMPAIO et al., 2011) nem transmissdo horizontal da patologia (MIMOUNI et al.,
1995).

A sua prevaléncia gira em torno de 1 a 5% dos adultos (CHEONG et al., 2016) entre
30 e 60 anos de idade (SAMPALIO et al., 2011) podendo acometer também os recém-nascidos
(até o terceiro més de vida) (RAMOS-E-SILVA; SAMPAIO; CARNEIRO, 2014). No couro
cabeludo dos recém-nascidos, observa-se frequentemente a presenca de uma camada seborreica
amarela, as vezes com eritema de fundo. Essa condicao ¢ habitualmente chamada de “capuz de
berco” (BARRETT; LUU, 2017). Em individuos imunodeprimidos, como pacientes com
orgdos transplantados, infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou pelo virus
da hepatite C, alcoodlatras cronicos com pancreatite, entre outros, a incidéncia da doenca fica
em torno de 1 a 3%, com maior incidéncia no sexo masculino (DESSINIOTI; KATSAMBAS,
2013).

A reacdo descamativa e inflamatodria, caracteristica comum da dermatite seborreica,
ocorre em dreas oleosas tipicamente colonizadas por Malassezia (Cryptococcaceae)
(DATTNER, 2017). O género Malassezia estd presente naturalmente na microbiota da pele do
ser humano e é conhecido por apresentar, em sua maioria, leveduras lipofilicas (TRIANA et
al., 2015). Das 17 espécies presentes no género, 10 habitam a pele humana (SPARBER et al.,
2019) e dessas Malassezia furfur e Malassezia globosa sao consideradas, por alguns autores,
como os agentes etiolégicos da dermatite seborreica (GALVIS-MARIN et al., 2017;
NAKABAYASHI; SEI; GUILLOT, 2000). Entretanto, ainda € incerto se essas espécies causam
a doenca agindo isoladamente ou em conjunto com outras espécies de micro-organismos
pertencentes ou ndo ao género Malassezia (GRICE; DAWSON, 2017). Outros autores

propuseram a hipétese de que Malassezia spp. ndo conseguem desencadear a doenca por si SO,
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mas que os sintomas sao produzidos em associagdo com a predisposi¢ao genética e as condi¢des
do hospedeiro em relacdo a pele (atividade das glandulas sebdceas, integridade da barreira
epidérmica), ao sistema imunoldgico e também a sua nutricilo (WIKRAMANAYAKE et al.,
2019). Em decorréncia da presenca desses fatores predisponentes, as leveduras se multiplicam
e transformam-se na sua forma parasitiria de pseudo-hifa (FRAMIL et al., 2010). O
metabolismo de Malassezia spp. induzem a alteracdo da composi¢ao da secrecdo das glandulas
sebaceas (RO; DAWSON, 2005) uma vez que essas espécies nao sintetizam lipidios (GRICE;
DAWSON, 2017). As leveduras produzem lipases que consomem os dcidos graxos saturados,
liberando 4cido oleico e dcido araquidonico (4cidos graxos insaturados). Ambos os dcidos
graxos insaturados tém acao irritante e descamativa sobre os queratindcitos, gerando o processo

inflamatério (MOKOS et al., 2012).

Biofilmes e distiirbios cutdneos

De forma simplificada, biofilme pode ser definido como um conjunto de células
microbianas organizadas de maneira tridimensional envolta por uma matriz polimérica
extracelular constituida por polissacaridos, proteinas e acidos nucleicos (BLANKENSHIP;
MITCHELL, 2006). Essa estrutura pode ser formada unicamente por uma espécie bacteriana
ou fingica (biofilme mono-espécie) ou pela associacdo de dois tipos de micro-organismo
(biofilme misto) (COSTA et al., 2019). Os biofilmes sao alvo de estudo em diferentes setores
como na area da satide, na industria de alimentos e no tratamento de residuos, entre outros (LU;
HU; REN, 2022).

Na terapia clinica, os biofilmes sdo a causa de vérias doencas incluindo as
associadas a pele como, por exemplo, a dermatite tépica (VYAS et al., 2021). As infeccdes
cutaneas ocorrem pela presenca de micro-organismos tanto na forma planctdnica quanto na
forma de biofilme sendo essa ultima responsavel por mais de 80% das infec¢Oes microbianas
do corpo humano (SCALISE et al., 2015). Em situagdes em que a pele estd danificada e
apresenta ferimentos, a ocorréncia do biofilme pode intensificar o quadro da doenga. As feridas
fornecem condi¢des que facilitam a formagdo do biofilme devido a facilidade dos micro-
organismos se aderirem aos detritos da ferida e por conta da deficiéncia na resposta imunoldgica
do hospedeiro (RAZDAN et al., 2022). No género Malassezia, hé relatos de espécies que
promoveram a formacgao de biofilme em dermatite seborreica canina (BUMROONGTHALI et
al.,, 2016; FIGUEREDO et al., 2012) e humana (acompanhada de foliculite) (MARCON;
POWELL, 1987) e em cateteres endovenosos (ZAREEI et al., 2018).
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O processo de transicdo da forma planctonica para o biofilme ocorre devido a
presenca de diferentes fatores ambientais e fisiologicos (VLASSOVA et al., 2011) e pode ser
dividida em: (1) adesao inicial das células a superficie bidtica ou abidtica. A adesao microbiana
a uma superficie abidtica é mediada por interacdes inespecificas (hidrofobicidade, carga
superficial, tensdo superficial), enquanto que a adesdo bidtica ocorre por mecanismos
moleculares especificos de ancoragem (intera¢des entre as adesinas dos micro-organismos com
as moléculas de adesdo celular das células animais como integrinas, caderinas, imunoglobulinas
e selectinas). (2) Formacdo de micro e macro colonias que se desenvolvem e (3) comegam a
produzir uma matriz polimérica extracelular, formando biofilmes maduros. A matriz polimérica
permite que as células fiquem unidas e as protegem da acdo de antibidticos, radiacdo
ultravioleta, oxidacdo, secagem, etc. o que permite a sobrevivéncia do biofilme. (4) O biofilme
comecga a expandir provocando o (5) desprendimento das células que se dispersam para
colonizagdo de outras superficies recomecando, dessa forma, o ciclo (Figura 1) (AZEREDO;

HENRIQUES; NOVELLO, 2012; CAO et al., 2019).

Figura 1. As etapas do desenvolvimento do biofilme: (1) adesdo inicial das células planctonicas em
uma superficie abidtica ou bidtica (adesdo reversivel); (2) formag¢do de pequenas colodnias; (3)
desenvolvimento do biofilme com producdo da matriz polimérica extracelular (adesdo irreversivel); (4)
maturagdo e por fim (5) dispersdo das células. Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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Esse arranjo multicelular confere um sistema complexo que permite a formagao de
uma barreira fisica de dificil remogdo e a sinalizacdo intercelular, que regula o desenvolvimento
e o0 metabolismo microbiano (FANG; PARK; HONG, 2020). Além disso, devido as constantes
mutacdes e as trocas de material genético entre os micro-organismos (SUBRAMANIAN et al.,
2020), essa estrutura apresenta mecanismos de alta resisténcia contra o sistema imunoldgico e
aos antimicrobianos tornando-se um grave problema de saide (CAO et al., 2019). A
viscoelasticidade do biofilme também é um fator que contribui para a sua sobrevivéncia e

dissemina¢do da doenga (GLOAG et al., 2020).

Formas de tratamento

Ainda ndo existe um tratamento definitivo para a dermatite seborreica. As opcoes
terap€uticas disponiveis objetivam a diminui¢do dos sintomas e a indu¢do de novos quadros de
remissdao da doenca (DESSINIOTI; KATSAMBAS, 2013). Todavia, préticas simples como a
limpeza didria da pele e o uso de emolientes sao benéficos durante o tratamento (STEFANAKI;
KATSAMBAS, 2010).

Os medicamentos mais utilizados incluem corticosteroides, antiftingicos e
queratoliticos. Também sdo empregados anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs),
hidratantes, imunossupressores (inibidores topicos da calcineurina) e anti-histaminicos
sistémicos (PEYRf; LLEONART, 2007). O uso de plantas medicinais com atividade
antimicrobiana comprovada (GUIL-GUERRERO et al., 2016; GYAWALI; IBRAHIM, 2014)
também é uma alternativa ao tratamento com medicamentos sintéticos tradicionais (BEDI;
SHENEFELT, 2002; DATTNER, 2017). De acordo com a literatura, os estudos realizados com
formulacdes topicas fitoterdpicas para o tratamento da dermatite seborreica incluem o
desenvolvimento de tdnico (CHAISRIPIPAT; LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL,
2015), locao (KHOSRAVI et al., 2009), xampu (SHREYA; KALPANA, 2018; WUTHI-
UDOMLERT et al., 2011) e condicionador (LERTSATITTHANAKORN et al., 2017). As
formulacdes foram produzidas com o extrato ou com o 6leo essencial das plantas sendo as
espécies do género Cymbopogon Spreng. as mais utilizadas nesses estudos.

Como geralmente a dermatite seborreica ocorre no couro cabeludo, as opgdes de
veiculos utilizados para incorporag@o dos principios ativos sao geralmente na forma de xampus,
cremes, pomadas ou lo¢des (STEFANAKI; KATSAMBAS, 2010). Os xampus tem a fun¢ao de
limpar principalmente o couro cabeludo e secundariamente o cabelo (DRAELOS, 2013) e
podem ser classificados como antiftingicos, antiproliferativos (diminuem a formacdo das

escamas), ceratoliticos (removem as escamas aderentes) e anti-inflamatérios (GOLDENBERG,
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2013). J4 os géis sdo bases amplamente utilizadas em produtos farmacéuticos devido a
facilidade de manipulacao e por apresentarem caracteristicas que permitem a incorporagdo de
principios ativos com caracteristicas que variam de hidrossoldveis até lipossoliveis (MELO;
DOMINGUES; LIMA, 2018). Diversos medicamentos sido relatados na literatura como efetivos
no tratamento da dermatite seborreica (Tabela 1). A combinagdo das terapias ou dos principios
ativos em um mesmo produto auxilia numa maior eficdcia durante o tratamento, além de reduzir

arecidiva da doenca (SAMPAIO et al., 2011).

Tabela 1. Principais componentes utilizados em formulacdes de xampus e géis para o tratamento da
dermatite seborreica de acordo com os dados encontrados na literatura.

= Cetoconazol 2% Al*

= Metronidazol 1%

= Naftifina 1-2%

= Piroctona olamina**

= Bifonazol 1%

= Ciclopirox olamina 1%—1,5% [BIIC]

* Fluconazol 2%

=  (Climbazol 0,65%

= Piritionato de zinco 1%—2%
Agentes antiproliferativos = Sulfeto de selénio 1%—2,5%
» Alcatrdo de hulha (coaltar) 1%—2% P!

= Propionato de clobetasol 0,05% (Al

= Fluocinonida 0,01%

Agentes anti-inflamatoérios = Acetonido de fluocinolona 0,01%

*  Pimecrolimus 1%

=  Tacrolimus 0,03%-0,1%

= Acido lipo-hidréxido 0,1% !

= Acido salicilico 2%—5 % BIPIE!

Agentes ceratoliticos »  Acido retinéico 0,01%—0,025%

=  Ureia 5%—-10%

*  Enxofre 2%—5%

Letras iguais indicam a possibilidade de combinag¢io dos componentes em uma mesma formulacao
*Componente citado na maioria das formula¢des de acordo com os artigos selecionados

**A concentracdo ndo foi informada pelos autores

(Fonte: CHEONG et al., 2016; DATTNER, 2017; DESSINIOTI; KATSAMBAS, 2013; FORMARIZ
et al., 2005; GOLD et al., 2011; GOLDENBERG, 2013; MICALI et al., 2021; MOKOS et al., 2012;
SAMPAIO et al.,, 2011; STEFANAKI; KATSAMBAS, 2010; WIGGER-ALBERTI; KLUGE;
ELSNER, 2001; YOUNG; BRODELL; COOPER, 2015).

Agentes antifiingicos

[C]

Um estudo relatou que a terapia combinada com xampu de propionato de clobetasol
(0,05%) duas vezes por semana, alternando com xampu de cetoconazol (2%) duas vezes por
semana, durante quatro semanas, foi mais eficaz do que o uso do xampu de cetoconazol
individualmente (ORTONNE et al., 2011). A eficiacia do uso tdpico de cetoconazol foi

equivalente ao administrado por via oral, com a vantagem de ndo causar hepatotoxicidade
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(GREEN; FARR; SHUSTER, 1987). Isso provavelmente ocorreu devido a sua agdo
estritamente local (DUQUE et al., 2013). Entretanto, em situa¢des de disfunc¢do hepatica é
recomendado a substituicdo do cetoconazol por miconazol ou clotrimazol (PATEL;
SCHWARTZ; LAMBERT, 2017). Em outro estudo, a combinagao terapéutica do uso de xampu
e gel de lactamida MEA (agente hidratante) gerou uma maior diminui¢io nas lesdes capilares

quando comparado ao uso isolado do xampu (VICTOIRE et al., 2019).

Plantas medicinais e atividade antifiingica dos oleos essenciais

Entende-se como planta medicinal toda a espécie vegetal, cultivada ou nado, que é
utilizada com propésitos terapéuticos (BRASIL, 2014). Essas espécies podem ser facilmente
encontradas em quintais residenciais e sdo amplamente comercializadas em mercados e feiras
(ZANK; AVILA; HANAZAKI, 2016), revelando seu valor econdmico que desperta interesse
popular e estimula a constante busca por novas substancias terapéuticas (GARCEZ et al., 2016).

Os Oleos essenciais (OEs) sdo caracterizados quimicamente como misturas
complexas e volateis que sdo extraidos das partes ou da planta como um todo (EDRIS, 2007).
Essas moléculas sdo classificadas de acordo com a sua concentracdo na mistura, sendo os
constituintes majoritarios de 20 a 95%, os constituintes secunddrios de 1 a 20% e os
componentes tracos abaixo de 1% (HEINZMANN; SPITZER; SANTOS, 2017). Os OEs
apresentam em sua grande maioria terpenos e seus derivados, moléculas que sdao produzidas a
partir do metabolismo secundario das plantas (SINGH; SHARMA, 2015).

Os fungos filamentosos e leveduras constituem um importante alvo de tratamento,
uma vez que esses micro-organismos fazem parte do grupo de patdégenos comumente
associados a infec¢Oes graves em animais € humanos (principalmente os imunossuprimidos)
(BAUMGARDNER, 2017; KOHLER; CASADEVALL; PERFECT, 2015). As infeccdes
causadas por estes patdégenos estdo se disseminando mais rapido e, por sua vez, tornando-se
cronicas dada a capacidade destes micro-organismos desenvolverem resisténcia frente aos
tratamentos convencionais com antimicrobianos sintéticos (BLAIR et al., 2015). Infeccdes
humanas, principalmente as que ocorrem na pele e nas mucosas, constituem um sério problema
especialmente em paises tropicais sendo os fungos dermatéfitos e as leveduras os patdgenos
mais frequentes (DUARTE, 2006). A atividade de alguns OEs contra M. furfur tem sido
relatada na literatura como artemisia (Artemisia annua L.) (SANTOMAURO et al., 2018),
salsao (Apium graveolens L.) (CHEE; LEE, 2009), tomilho (Thymus vulgaris L.), canela
(Cinnamomum verum J. Presl) (FERHOUT et al., 1999), entre outros (LEE; LEE, 2010;
DONATO et al., 2020).
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Modelo de estudo

A dermatite seborreica é uma doenca cronica, recorrente e que nao tem cura. Desse
modo, as pessoas acometidas com essa doenga precisam aprender a conviver com ela e utilizar
uma forma de tratamento que seja seguro e eficaz devido a recorréncia das lesdes. Embora
ocasionalmente cause complicacdes, 0 que mais provoca incomodo nos pacientes € o fator
estético. Um estudo mostrou a correlagdo entre a qualidade de vida e a autoestima dos
individuos com dermatite seborreica. Os autores verificaram que a diminui¢ao da qualidade de
vida é proporcional ndo s6 a presenca da doenga, principalmente se ela ocorre no couro
cabeludo e na face, mas também ao grau em que ela se encontra (SZEPIETOWSKI et al., 2009).

A busca por substancias naturais vem crescendo ao longo dos anos, principalmente
em vista da resisténcia microbiana aos medicamentos sintéticos (MOLONEY, 2016). Além de
alguns OEs serem considerados seguros para a utilizacdo (EL-TARABILY et al., 2021) eles
apresentam a vantagem de possuirem baixo valor aquisitivo e de gerarem menos danos
ambientais. Em sua constituicdo apresentam diversas moléculas das quais destacam-se os
aldeidos, fendis e terpendides oxigenados como os principais compostos associados a atividade
antimicrobiana (JU et al., 2019). O mecanismo de acdo desses compostos mostra que eles
podem agir simultaneamente em diferentes regides da célula microbiana (ARRUDA et al.,
2022; TEIXEIRA; BALBINOT FILHO; BORGES, 2022). O uso dos OEs isolados ou em
conjunto com os antimicrobianos sintéticos pode ser uma alternativa para a diminui¢do na
incidéncia da resisténcia microbiana visto que, as moléculas sintéticas atuam geralmente em
apenas um alvo (YAP et al., 2014).

Atualmente, existe uma tendéncia na substituicdo dos conservantes quimicos por
substancias de origem natural que tenham propriedades antibacterianas e antiflingicas
(NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021). Os parabenos sao ésteres do acido
para-hidroxibenzoico, com um grupo alquil (metil, etil, propil, butil ou heptil) ou grupo benzilo
e sdo comumente utilizados como conservantes em alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos (HAMAN et al., 2015). Devido a ampla aplicacdo e uso dessas substancias,
problemas ambientais comecam a surgir como, por exemplo, a contaminacdo da 4gua
(BOLUJOKO et al., 2021; HAMAN et al., 2015). Assim, o desenvolvimento de produtos com
auséncia de parabenos € promissor, pois auxilia na diminui¢do da contaminacdo ambiental
causada por essas substancias. Os OEs podem ser uma alternativa na substituicao dos parabenos
devido a sua caracteristica antimicrobiana. Alguns estudos mostraram que essas substincias
tém a capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos responsdveis pela contaminagdo

e deteriorac@o de produtos cosméticos (MASYITA et al., 2022). Outra vantagem na utilizagao
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dos OEs em cosméticos provém da sua propriedade antioxidante (TIT; BUNGAU, 2023). Os
OEs auxiliam na prote¢do dos cosméticos contra o envelhecimento prematuro causado pela

oxidacdo e prolongam, desse modo, a vida ttil dos produtos (GUO et al., 2021).

Objetivo
Objetivo geral
Verificar a atividade antifingica de OEs e antifingicos tradicionais contra M.

furfur, a fim de desenvolver formulagdes topicas para o tratamento da dermatite seborreica.

Objetivos especificos

O presente estudo foi dividido em trés capitulos. O primeiro capitulo teve como
objetivo analisar a acdo dos OEs isoladamente e em combinagdes (BOEs) sobre a viabilidade
celular de M. furfur na forma planctonica e de biofilme, além do potencial anti-inflamatério e
mutagénico da BOEs mais ativa. Com base nos resultados obtidos no primeiro capitulo, o
segundo capitulo teve como objetivos desenvolver e avaliar a estabilidade de um gel, uma locao
e um xampu formulados com uma BOEs e livre de parabenos. Por fim, sabendo que as
informacdes a respeito da acdo de antimicrobianos sintéticos sobre o biofilme de M. furfur sao
restritas na literatura, o terceiro capitulo teve como objetivo avaliar a acdo de cinco

antimicrobianos na inibicdo da formacdo e na erradicac¢do do biofilme formado por M. furfur.
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Capitulo 1
Sinergismo entre 6leos essenciais e avaliacao das suas atividades com enfoque no

controle de Malassezia furfur

Resumo

Com o aumento da resisténcia microbiana a drogas, a comunidade cientifica iniciou uma
incessante busca por alternativas visando o controle das doencas infecciosas. A dermatite
seborreica € uma doenga inflamatdria cronica causada por espécies da levedura Malassezia que
afeta as regidoes do corpo onde as glandulas sebédceas estdo presentes. O tratamento busca a
melhora dos sintomas, sendo utilizados geralmente antifiingicos sintéticos, com certa
recorréncia. Dentre os produtos naturais oriundos de plantas medicinais e aromaticas, os 6leos
essenciais (OEs) se destacam pela comprovada agdo antimicrobiana atribuida a sua variada
composi¢do quimica. O uso combinado de diferentes OEs pode aumentar seu espectro de agao.
Assim, o presente estudo teve como objetivos avaliar a agdo de OEs isoladamente e combinados
sobre M. furfur, na forma planctonica e de biofilme, seu potencial anti-inflamatério (TNF-a;
IL-8) e mutagénico (teste de Ames), além dos efeitos sobre a viabilidade de células de
queratinécitos humanos (HaCaT) e macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs). Dos 40
OEs avaliados, 22 apresentaram atividade contra M. furfur nas concentragdes de 0,5-2,0
mg/mL. Dentre as espécies mais ativas, foi selecionada uma blenda de OEs (BOEs) composta
de Cymbopogon martini (Roxb.) Will. Watson (CIM = 0,5 mg/mL) e Mentha x piperita L.
(CIM = 1,0 mg/mL), que apresentou efeito sinérgico contra a levedura quando avaliada através
do ensaio de checkerboard. Com a adi¢ao do 6leo de Varronia curassavica Jacq. a BOEs, a
atividade fungicida se manteve. A BOEs apresentou atividade também na inibi¢do da formacao
de biofilme (=80%) e na erradicagdo do biofilme formado (=30%) por M. furfur, sendo
superior a a¢ao do fluconazol. Além disso, ndo apresentou potencial mutagénico e ndo interferiu
na viabilidade celular de ambas as linhagens celulares avaliadas. Os niveis de TNF-o foram
reduzidos pelos OEs individualmente, exceto por V. curassavica, entretanto essa propriedade
se manteve quando avaliada a BOEs. A BOEs ndo apresentou efeito sobre os niveis de IL-8.
De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, a BOEs de C. martini, M. x piperita
e V. curassavica mostrou ser eficaz no controle de M. furfur, apresentando também atividade
anti-biofilme e anti-inflamatoria, sem afetar a viabilidade de células HaCaT e BMDMs. Desse
modo, essa BOEs pode ser indicada para tratamentos alternativos contra a dermatite seborreica.

Palavras-chave: 6leos essenciais; dermatites; atividade antimicrobiana; Cymbopogon martini;
Mentha x piperita; Varronia curassavica.
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Introducao
A composi¢do da pele humana varia de acordo com a fisiologia da regido do corpo

e dos fatores intrinsecos a cada individuo. Essas variacdes fisiolgicas ocorrem em fun¢do dos
diferentes niveis de umidade, temperatura e concentragdo de lipidios presentes na superficie da
pele (PREDA-NAUMESCU; ELEWSKI; MAYO, 2021). Em relacdo a presenca de micro-
organismos, os fungos estdo naturalmente presentes no ambiente, bem como na microbiota da
pele. Contudo, problemas relacionados ao sistema imunoldgico podem alterar a homeostase
cutanea ocasionando o aparecimento de infec¢des (PATHAKUMARI; LIANG; LIU, 2020).

Dermatomicoses ocorrem comumente em toda a populacio mundial, sendo os
agentes etiologicos mais comuns Candida albicans e Malassezia spp. (HAU et al., 2015).
Embora algumas espécies patogénicas de Malassezia tenham sido reportadas em casos de
infeccOes sistémicas, as leveduras desse género ndo causam danos graves, mas estao associadas
a diversas doencas cutaneas como a foliculite, dermatite seborreica, dermatite atopica, psoriase,
entre outras (PEDROSA; LISBOA; RODRIGUES, 2014). Malassezia é conhecida como um
grupo de leveduras lipofilicas que proliferam em regides do corpo com actimulo de sebo, um
fator determinante para o desenvolvimento da dermatite seborreica (MONIR; SCHOCH, 2022)
e Malassezia furfur é considerada como o agente etiolégico dessa patologia (GALVIS-MARIN
et al., 2017; NAKABAYASHI; SEI; GUILLOT, 2000).

A dermatite seborreica é uma doenca inflamatéria que acomete as regides do corpo
onde as glandulas sebéceas estdo presentes como, por exemplo, a face e o couro cabeludo
(MONIR; SCHOCH, 2022). Embora seja uma doenca que dificilmente cause graves
complicacdes, as pessoas acometidas pela dermatite seborreica acabam desenvolvendo
problemas emocionais e at€é mesmo sociais devido ao fator estético (PEYRf; LLEONART,
2007). Como forma de tratamento s@o utilizados xampus e outras solucdes topicas formuladas
com agentes antifingicos (cetoconazol, miconazol, terbinafina, ciclopirox olamina, etc.) as
vezes em associagdo com anti-inflamatérios (pimecrolimo). A incorporagdo de outros farmacos
em xampus, como o 4cido salicilico, auxilia na diminuicdo da descamagdo do couro cabeludo
(DEL ROSSO, 2011).

Com o aumento da resisténcia microbiana as drogas, a busca por novos
antimicrobianos tem se mostrando cada vez mais necessdria. Esta representa um grave
problema de satude publica a nivel mundial, ndo s6 dificultando a forma de tratamento, mas
também promovendo um aumento no nimero de 6bitos causados por infec¢des (PRESTINACI;
PEZZOTTI; PANTOSTI, 2015). Especificamente sobre os antifiingicos sintéticos, a pesquisa

e o desenvolvimento de novos medicamentos nio tiveram um progresso significativo nos
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ultimos anos (CUI et al., 2022). Desse modo, os produtos naturais se mostram uma alternativa
promissora para a busca de novas terapéuticas na tentativa de evitar a resisténcia dos micro-
organismos aos antimicrobianos (YAP et al., 2014).

Os oleos essenciais (OEs) sao constituidos majoritariamente por terpenos e siao
conhecidos por suas propriedades antimicrobianas. Sao liquidos insoliveis em dgua e soliveis
em gordura, geralmente translicidos, com aroma pronunciado e que apresentam instabilidade
quando expostos a altas temperaturas (OMAR et al., 2022). Essas substincias agem rompendo
a parede celular do micro-organismo, facilitando a penetracdo dos terpenos devido a sua
caracteristica hidrofébica e ao seu baixo peso molecular (ALVAREZ-MARTINEZ;
BARRAJON-CATALAN; MICOL, 2020). A combinacdo de diferentes OEs e seus
componentes pode ser uma alternativa promissora para o desenvolvimento de um produto com
a finalidade de impedir a resisténcia microbiana (SANTANA et al., 2022). A associacdo dessas
substancias promove o aumento do seu espectro de a¢do sem ser necessdrio, eventualmente,
aumentar a sua concentracdo (EL ATKI et al., 2019). Os OEs tém a sua atividade pela atuacdo
dos compostos majoritdrios em associagdo sinérgica com 0s compostos minoritarios. Um
exemplo € o p-Cimeno que, embora ndo apresente atividade antimicrobiana isoladamente,
quando combinado com o carvacrol facilita o transporte do carvacrol para o interior do micro-
organismo (POMBO et al., 2018). Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi analisar
a acdo dos OEs isoladamente e em combinagdes (BOEs) sobre a viabilidade celular de M. furfur
na forma planctonica e de biofilme, além do potencial anti-inflamatério e mutagénico da BOEs

mais ativa.

Material e Métodos
Material vegetal e obtengdo dos OEs

A extragdo dos OEs foi realizada na Divisdo de Agrotecnologia (DAGRO) e na
Divisdao de Quimica Organica e Farmacéutica (DQOF) do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP).

As espécies selecionadas para o presente estudo encontram-se listadas na Tabela 1.
Foram utilizadas 40 espécies, sendo 18 nativas e 22 exoticas, 27 destas pertencentes a Colecao
de Plantas Medicinais e Aromaticas (CPMA) do CPQBA/UNICAMP e 13 amostras de OEs
obtidas do comércio local. Os OEs das espécies da CPMA foram obtidos por hidrodestilacao
em aparelho tipo Clevenger, usando-se aproximadamente 500 g da parte selecionada da planta
(raizes, caules, folhas ou inflorescéncias) em 4,5 L de 4gua destilada. A 4dgua foi aquecida até

atingir o ponto de ebulicdo, permanecendo em fervura por um periodo de 4 h. Apds a extragao,
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as amostras foram coletadas com o auxilio de uma pipeta, transferidas para frascos ambar e
mantidas em freezer (-6 °C) até o momento das analises.
O projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen, sob o c6digo A362580 (Anexo).



Tabela 1. Espécies medicinais e aromadticas selecionadas para este estudo (nomes populares e suas respectivas origens em relacdo ao Brasil)
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Espécie Familia Nome popular Parte utilizada Origem Voucher
Achyrocline saturejoides (Lam.) DC. Asteraceae Macela Inflorescéncia Nativa CPMA 10
Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc. Verbenaceae  Alfazema-do-Brasil  Inflorescéncia Nativa CPMA 714
Artemisia annua L. Asteraceae Artemisia Folha Exética CPMA 25
Baccharis dracunculifolia DC. Asteraceae Vassourinha Folha Nativa CPMA 787
Baccharis crispa Spreng. Asteraceae Carqueja Folha Nativa  UEC 184154
Bixa orellana L. Bixaceae Urucum Semente Nativa CPMA 252
Cinnamomum cassia (L.) J. Presl Lauraceae Canela-da-China Caule Exoética Comercial
Cinnamomum verum J. Presl Lauraceae Canela-do-Ceilao Caule Exotica Comercial
Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle. Rutaceae Lima-da-Pérsia Fruto Exética Comercial
Copaifera langsdorffii Desf. Fabaceae Copaiba-vermelha Caule Nativa Comercial
Coriandrum sativum L. Apiaceae Coentro Semente Exotica Comercial
Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson Myrtaceae Eucalipto-cidro Folha Exotica Comercial
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf Poaceae Capim-limao Folha Exética CPMA 503
Cymbopogon martini (Roxb.) Will. Watson Poaceae Palmarosa Folha Exética  UEC 127115
Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor Poaceae Citronela Folha Exética  UEC 121414
Cyperus articulatus L. Cyperaceae Priprioca Raiz Nativa  UEC 121396
Elionurus muticus (Spreng.) Kuntze Poaceae Capim-corona Folha Nativa  CPMA 1701
Eucalyptus globulus Labill. Myrtaceae Eucalipto-comum Folha Exética CPMA 315
Eucalyptus staigeriana F. Muell. ex F.M. Bailey Myrtaceae Eucalipto-cidreira Folha Exoética Comercial
Eugenia florida DC. Myrtaceae Guamirim-cereja Folha Nativa  UEC 206641
Eugenia sp. Myrtaceae - Folha Nativa ~ UEC 207435
Eugenia uniflora L. Myrtaceae Pitanga Folha Nativa  UEC 184194



Hllicium verum Hook. f.
Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson
Lippia origanoides Kunth
Litsea cubeba (Lour.) Pers.
Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel
Mentha arvensis L.
Mentha X piperita L.
Origanum vulgare L.
Pilocarpus microphyllus Wardlew.
Pimpinella anisum L.
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.
Santolina chamaecyparissus L.

Schinus terebinthifolia Raddi
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry
Thymus vulgaris L.

Varronia curassavica Jacq.

Xylopia aromatica (Lam.) Mart.

Zingiber officinale Roscoe

Illiciaceae
Verbenaceae
Verbenaceae

Lauraceae

Myrtaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Rutaceae
Apiaceae
Asteraceae
Asteraceae
Anacardiaceae

Myrtaceae

Lamiaceae
Boraginaceae

Annonaceae

Zingiberaceae

Anis-estrelado
Alecrim-do-campo
Alecrim-pimenta
Pimenta-chinesa
Arvore-do-chd
Hortela-japonesa
Hortela-pimenta
Orégano
Jaborandi
Erva-doce
Arnica-paulista
Santolina
Pimenta-rosa
Cravo-da-India
Tomilho
Erva-baleeira
Pimenta-de-macaco

Gengibre

Fruto
Folha
Folha
Fruto
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Inflorescéncia
Folha
Inflorescéncia
Folha
Folha
Folha

Caule

Exética
Nativa
Nativa

Exética

Exética

Exética

Exética
Exética
Nativa
Exética
Nativa
Exética
Nativa
Exética
Exética
Nativa
Nativa

Exoética
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Comercial
CPMA 467
UEC 184171
Comercial
Comercial
UEC 186858
Comercial
UEC 188713
CPMA 320
Comercial
CPMA 1847
CPMA 1812
CPMA 1707
UEC 111549
Comercial
UEC 184696
UEC 121302
CPMA 533

CPMA: Colecao de Plantas Medicinais e Arométicas do CPQBA/UNICAMP; UEC: Herbério da Universidade Estadual de Campinas; Comercial: amostras de

6leo essencial obtidas do comércio local
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Composi¢do quimica

A andlise cromatografica dos OEs foi realizada no Laboratério de Instrumentacao
(LINST) do CPQBA/UNICAMP.

A caracterizacdo quimica dos OEs foi realizada por cromatografia a gds acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em um cromatégrafo Agilent 6890, com detector de massas
5975, injetor automatico 7683B acoplado a uma coluna capilar HPSMS (30 m x 0,25 mm X
0,25um). As condigdes de andlise foram temperatura do injetor a 220 °C, detector a 250 °C,
coluna a 60 °C, (3 °C/min.) até 240 °C; gés de arraste (He super seco) a 1,0 mL/min, sendo as
amostras dissolvidas em acetato de etila na concentracdo aproximada de 20 mg/mL. Os
compostos foram identificados em comparacdo com os padrdes de fragmentacdo da biblioteca
NIST 2011 acoplada ao equipamento e da literatura de Adams (2007). Para o célculo do indice
de retencdo, foi realizada a co-inje¢do de um padrao de n-alcanos (Cs-Cz0) que foram injetados

nas mesmas condi¢des cromatograficas utilizadas.

Dilui¢do das amostras

Para uso nos testes biolégicos, uma solucao estoque de cada 6leo essencial (OE) foi
preparada através da diluicao de 80 mg de OE para um volume final de 10 mL. Os OEs foram
dispersados em uma mistura com aproximadamente 2,5 mL de uma solu¢do 0,1% de Tween 80
e até 0,5 mL de DMSO, podendo variar de acordo com o 6leo. Apés isso, foi adicionado o meio

RPMI-1640 suplementado (CESA et al., 2019; ROJAS et al., 2014; VELEGRAKI et al., 2004).

Determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e fungicida minima (CFM)

Em microplacas estéreis de 96 pocos foram depositados 100 uL. do meio RPMI-
1640 suplementado (g/L): extrato de malte 5; peptona 10; Tween 20 5; Tween 80 0,5; glicerol
10; bile bovina 5; glicose 18 e 100 uLL das amostras de OEs no primeiro poco de cada coluna.
Dilui¢des seriadas foram realizadas através da homogeneizag¢ao do material contido no primeiro
poco, seguido da transferéncia de 100 pL para o segundo pogo e assim sucessivamente até o
ultimo poco sendo os 100 pL finais desprezados. A faixa de concentracdo avaliada foi entre
0,03-2,0 mg/mL. Em seguida foram adicionados 100 pL do inéculo de Malassezia furfur
ATCC 14521 (Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello), cuja densidade
Otica (Abs) foi acertada entre 0,08 e 0,1 em espectrofotdmetro a 530 nm, seguido da diluicao
para uma concentracdo final de 10* células/mL (CLSI, 2018). Foram adicionados aos ensaios o
controle de esterilidade do meio de cultura, das amostras e do inéculo. As placas foram

incubadas a 37 °C por 48 h e ap6s esse periodo foi observado se houve mudanca de coloracio
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do meio que indica mudanga de pH ocasionada pelo crescimento microbiano. A CIM foi
considerada como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento visivel do micro-
organismo.

As amostras testadas foram também avaliadas quanto a CFM através do
plaqueamento em meio sélido (extrato de malte 36; peptona 36; Tween 80 10; glicerol 5 g/L)
do material contido nos pocos da CIM e das concentracdes inibitdrias acima desta. As placas
foram incubadas a 37 °C durante 48 h e avaliadas quanto ao crescimento de colonias. A menor
concentracdo na qual ndo houve crescimento da levedura foi considerada como fungicida, ou
seja, a concentracio capaz de matar 99,9% das células. No caso de haver concentracdes onde
ocorreu a inibicao parcial do crescimento fingico, estas foram consideradas como fungistéticas.

As andlises de CIM e CFM foram feitas em triplicata.

Efeito sinergistico da mistura de OEs

Para verificar o sinergismo da atividade antifiingica pela combinacdo dos OEs das
diferentes plantas medicinais, as espécies foram escolhidas de acordo com o valor da CIM
(maior atividade antifingica) e o rendimento em 6leo. Essas amostras foram analisadas através
da técnica de checkerboard para determinacdo da concentragdo inibitéria fracionada (CIF).

Foram utilizadas solu¢des dos OEs de acordo com as respectivas CIM, em
concentracoes de CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8. As amostras foram
pesadas individualmente em frascos estéreis nas respectivas concentracoes e diluidas da mesma
forma, conforme mencionado anteriormente. Em microplacas estéreis de 96 pogos, foram
depositados 100 pL das solugdes de OEs (CIM/8 até CIMx8) nos sete primeiros pocos da
primeira linha no sentido vertical, para uma das amostras de OE (A) e nos sete primeiros pocos
da primeira linha no sentido horizontal para a outra amostra de 6leo (B). Em seguida foram
adicionados, da primeira até a sétima coluna, 50 pL das solu¢des mantendo a concentracio fixa
no sentido vertical e horizontal, de tal maneira que houvesse uma mistura dos dois OEs em
todas as combinagdes possiveis. Por fim, 100 uL do inéculo de M. furfur contendo 10°
células/mL foram adicionados em cada um dos pocos e as placas incubadas por 48 h a 37 °C.
Foram incluidos nos testes controles de esterilidade do meio de cultura, das amostras e do
indculo.

A interpretacdo dos resultados foi baseada no cédlculo da CIF das amostras onde:
CIF A = (CIM de A na presenca de B) / (CIM de A) e CIF B = (CIM de B na presenca de A) /
(CIM de B). Para determinar o valor do indice de concentracdo inibitdria fracionada (ICIF) foi

considerada a soma da CIF de A + CIF de B. O ICIF permite determinar a atividade da mistura,
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e € classificado em sinergistico (ICIF < 1,0), aditivo (ICIF = 1,0), indiferente (ICIF entre 1,0 e
2,0) ou antagonico (ICIF > 2,0) (FRATINI et al., 2017).

Uma vez determinado o efeito sinérgico, o OE de V. curassavica foi adicionado a
BOE:s selecionada. Essa espécie foi selecionada devido aos relatos da literatura quanto a sua
propriedade anti-inflamatéria (MARTIM; MARANHO; COSTA-CASAGRANDE, 2021).
Para verificar se a atividade antiftingica se mantinha na BOEs com a adi¢do do OE de V.
curassavica, o 6leo foi incorporado em trés proporcdes diferentes: 90/10, 75/25 e 50/50 (BOEs
com atividade antifungica/OE de V. curassavica). Cada uma das misturas foi testada na faixa
entre 0,5-2,0 mg/mL, sendo a CIM e a CFM determinadas. Todas as andlises foram feitas em

triplicata.

Inibicdo da formagdo de biofilme

Em microplacas estéreis de 96 pocos com fundo em “U” foram testados os OEs
selecionados, individualmente e em mistura, na faixa entre 0,008-2,0 mg/mL quanto a inibi¢ao
da formacao de biofilme por M. furfur. As andlises foram realizadas de acordo com o método
de microdilui¢io, conforme descrito anteriormente, com diferenga na concentracao do inéculo
utilizado (10° células/mL). Foram incluidos controles do meio de cultura, dos OEs e do inéculo.
Como controle positivo foi utilizado o antifingico fluconazol (0,008—0,25 mg/mL). As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 h e, passado o periodo de incubagdo, o meio de cultura contido
nos pocos foi retirado, seguido de lavagem dos pocos com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%)
para remocao das células planctonicas e de secagem em estufa a 60 °C por 1 h. O biofilme
formado foi corado com solu¢@o de Cristal Violeta (0,4%) por 15 min e, apds lavagem com
dgua corrente, foi solubilizado com DMSO (200 uL/po¢o). Apéds 1 h, foi realizada leitura de
absorbancia das placas em leitor de microplaca (GloMax) a 540 nm (LIZCANO, 2015). As

andlises foram feitas em triplicata.

Erradicagdo do biofilme formado

Em microplacas estéreis de 96 pocos com fundo em “U”, foram depositados apenas
o meio de cultura, seguido do inéculo de M. furfur a 10° células/mL. As placas foram incubadas
a 37 °C por 48 h e, passado o periodo de incubagdo, o meio de cultura contido nos pogos foi
retirado, permanecendo apenas o biofilme formado. Sobre essa camada de biofilme foi realizada
a microdilui¢do das amostras, conforme descrito anteriormente, nas mesmas concentracoes
especificadas (0,008-2,0 mg/mL) seguido da re-incubacdo das placas a 37 °C por 48 h. Os

controles foram os mesmos em ambas as anélises. Passado o periodo de incubacao, foi realizado



32

0 mesmo processo utilizado no ensaio sobre a acdo na formacao do biofilme, ou seja, lavagem
com solugdo salina estéril, aplicacdo de Cristal Violeta, solubilizacdo e leitura em leitor de
microplaca. As leituras foram convertidas em porcentagens correspondentes a quantidade de
biofilme inibido ou erradicado segundo a férmula: ([absorbincia do poco com amostra —
absorbancia do controle] x 1 / absorbancia do controle do micro-organismo — absorbancia do

controle da placa) (LIZCANO, 2015). As anélises foram feitas em triplicata.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise do biofilme por MEV foi realizada no Laboratério de Microscopia
Eletronica (LME) do IB/UNICAMP.

Para a andlise do biofilme foram utilizados fragmentos de vidro (4 x 8 mm)
esterilizados previamente em autoclave (121 °C, 15 min). Esses fragmentos foram adicionados
nos compartimentos das placas de 96 pocos, tanto para os testes com os OEs quanto para os
controles. Os fragmentos foram retirados dos pocos, lavados rapidamente com solu¢do salina
estéril (NaCl 0,9%) para remocao do excesso de meio de cultura e das células planctonicas. Em
seguida, foram imersos em tubos de microcentrifuga contendo 1,0 mL de glutaraldeido a 2,5%
(v/v) em solucao tampao de cacodilato de sédio (0,1 M; pH 7,3) para fixacdo, por 24 h. Apds
este periodo, o material foi lavado com solu¢do tampao de cacodilato de sédio (0,1 M; pH 7,3)
duas vezes por 20 min e pds-fixado em tetroxido de 6smio a 1% (v/v) em solugdo tampao de
cacodilato de sodio (0,1 M; pH 7,3) por 1 h. Depois, as amostras foram lavadas com solugdo
tampdo de cacodilato de sédio (0,1 M; pH 7,3) duas vezes por 20 min e desidratadas em
gradiente de acetona (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%, sendo que na tltima concentracao
as amostras foram lavadas trés vezes), por 10 min em cada concentracdo (SILVEIRA, 2015).
Finalmente, as amostras presentes nos fragmentos de vidro foram secas pela técnica do ponto
critico de CO2 no equipamento Balzers - modelo CPD 030. Os fragmentos foram montados em
stubs de aluminio e recoberto com ouro coloidal por 200 seg no equipamento Bal-Tec - modelo
SCD 050. A anélise e o registro eletromicrografico foram realizados no microscépio eletronico
de varredura JEOL - modelo JSM-5800LV, operado a 20 kV.

A medida do diametro das células foi gerada utilizando a barra de escala das
eletromicrografias, juntamente com as ferramentas do programa ImageJ. Quando possivel,

foram selecionadas 10 células por amostra/tratamento para a realiza¢do da aferigao.
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Linhagens celulares e condi¢cdes de manutengdo

Células HaCaT, linhagem celular imortalizada de queratindcitos humanos (homem,
62 anos), foram doadas pelo Prof. Dr. Marcelo Bispo de Jesus (IB/UNICAMP). A linhagem foi
cultivada em meio DMEM (Gibco) com alta glicose, suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de anfotericina B, em frascos T-75 a 37 °C, em
estufa contendo 5% de COs.

Células 1929, linhagem celular imortalizada de fibroblastos murinos (macho),
foram doadas pelo Prof. Dr. José Carlos Alves-Filho (FMRP/USP, Ribeirdo Preto). Células
1929 foram cultivadas em placas de 15 mm, em 20 mL de meio RPMI suplementado com 1%
penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (RPMIc). O meio foi trocado a cada 2 dias
até as células adquirirem a confluéncia proxima de 100%. Nesse ponto, o meio foi trocado por
50 mL de RPMIc e as células foram cultivadas por 14 dias em estufa com 5% de CO; a 37 °C.
Ap6s esse periodo, o meio condicionado foi coletado e filtrado em membrana de 20 pm para
remover artefatos celulares. O meio condicionado foi entdo testado em diferentes concentracdes
para avaliar a eficiéncia em diferenciar células da medula em macréfagos (definidos como
células que expressam as proteinas de membrana F4/80* ¢ CD11b*). E definida a menor
concentracdo de meio condicionado por L929 para induzir a maior diferenciacio de

macréfagos, isto €, a capacidade do meio de induzir a expressdo de F4/80 e CD11b.

Avaliagdo in vitro da atividade anti-inflamatéria e influéncia sobre a viabilidade celular
HaCaT

As andlises sobre a linhagem celular HaCaT foram realizadas na Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia (DFT) do CPQBA/UNICAMP e no Laboratério de Biotecnologia
Celular da PUC-Campinas.

As andlises foram realizadas pelo método do MTT, sobre a linhagem celular de
queratindcitos humanos (HaCaT). Os OEs foram diluidos na propor¢do de 1,0 mg de OE para
10 uL de DMSO. Inicialmente, as células foram semeadas em placas de 96 pocos (2x10*
células/poco), com meio de cultivo DMEM em volume final de 200 uL. Em seguida, as placas
foram incubadas a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO: por 24 h. Apds o periodo de
incubacdo, foram adicionadas as amostras de OEs (individualmente e em mistura) na faixa de
concentracao entre 1,0-1000 ug/mL e as células foram incubadas novamente por 24 h. Apds
este periodo, as placas foram centrifugadas a 1200 rpm, a 22 °C por 10 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e ao material celular foi adicionado 90 uLL de PBS (solugdo salina

tamponada com fosfato) acrescida de 10 uL de solucdo de MTT (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich)
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em cada poco. Ap6s 3 h de incubagdo, a solucido de MTT foi removida e em cada pogo foi
adicionado 100 pL de isopropanol conforme ISO 10993-18 (THANGARAJU; VARTHYA,
2022). A placa foi agitada por 15 min e a leitura foi feita em leitor de microplaca (GloMax) a
560 nm.

Para quantificacdo de IL-8, as placas foram montadas conforme descrito
anteriormente. As células foram incubadas com a BOEs e depois de 30 min foram adicionados
0 TNF-a e INF-y (10 ng/mL cada). A BOE:s foi analisada nas concentra¢des de 0,03—1,0 pg/mL
e, apOs 24 h de incubacdo, a quantificacdo de IL-8 foi realizada empregando o sobrenadante por

ELISA conforme as recomendagdes do fabricante.

Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs)

As andlises sobre os BMDMs foram realizadas no Laboratério de
Imunometabolismo (LIM) do IB/UNICAMP.

Para obtencdo dos BMDMs, foram utilizados animais C57BL/6J, advindos do
Biotério de Camundongos do DGEMI e DBBT (IB/UNICAMP). Apds eutandsia, as células do
fémur e tibia foram isoladas e cultivadas em placas de 48 pocos, na densidade 10° células/pogo.
As células foram mantidas em estufa com 5% de CO; a 37 °C e diferenciadas por 5 dias em 500
pL de meio RPMI-1640 suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich,
Cat. #P4333-100ML), 1% de vitamina (Sigma-Aldrich, Cat. #M6895-100ML), 1% de
aminodcidos ndo essenciais (Sigma-Aldrich, Cat. #M7145-100ML), 1% piruvato (Sigma-
Aldrich, Cat. #S8636-100ML) e 10% de soro bovino fetal (Cultilab). Para diferenciacdo das
células em macréfagos foi utilizado 10% do sobrenadante da linhagem celular 1.929. No quinto
dia, o meio RPMI-1640 acrescido de 10% de L.929 foi renovado. No sexto dia, as células foram
tratadas de acordo com a finalidade do experimento. Os BMDMs foram estimulados com 100
ng/mL de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS, Sigma-Aldrich, Cat. #1.4391-1MG,) por
6 h, na presenca ou ndao dos OEs (200 ng/mL). Os OEs foram diluidos na proporcao de 1,0 mg
de OE para 10 uL de DMSO. Como controle negativo foram utilizados macréfagos tratados
apenas com PBS ou com os respectivos OEs. Ao final dos respectivos tratamentos, o
sobrenadante foi coletado.

A quantificagdo de TNF-a secretada no sobrenadante foi realizada por ELISA
(BioLegend, Cat. #430204), seguindo as recomendag¢des do fabricante. As amostras foram
diluidas na proporcdo 1:50 em diluente de ensaio. Para verificar a viabilidade celular, o
sobrenadante dos BMDMs foi removido, as células foram lavadas com 200 uL de PBS e

ressuspendidas em 100 uL. de meio Krebs. Desse volume, 10 uLL foram diluidos em 90 uL de
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Azul de Trypan (Sigma-Aldrich, Cat. T8154-100ML) diluido em PBS na propor¢do 1:1. A
contagem do numero de células mortas e do total de células foi realizada em camara de
Neubauer. A viabilidade foi calculada pela porcentagem obtida pela relacio do nimero de

células mortas sobre o nimero total de células.

Ensaios de mutagenicidade

A andlise de mutagenicidade foi realizada no Laboratério de Mutagénese e
Toxicidade da Universidade de Araraquara (LAMUT/UNIARA).

De acordo com a metodologia de pré-incubacdo desenvolvida por Maron e Ames
(1983), cinco diferentes concentracdes das amostras foram avaliadas (6,25; 12,5; 25,0; 37,5 e
50,0 pg/placa). O estudo foi realizado com as linhagens TA98, TA100, TA102 e TA97a de
Salmonella typhimurium. Com auxilio de al¢a de inoculagcdo, uma pequena quantidade da
cultura estoque congelada foi semeada em caldo nutriente (Oxoid n° 2), incubada em estufa a
37 °C, por 14-16 h, em incubadora tipo shaker (37 °C — 100 rpm), de modo a obter uma
densidade de 1-2 x 10° células/mL. As concentracdes das amostras foram adicionados 0,5 mL
de tampao fosfato 0,2 M e 0,1 mL de cultura de bactérias, seguido de incubagao a 37 °C por 20
a 30 min. As concentracdes foram determinadas a partir de testes preliminares de toxicidade
usando a linhagem TA100. Os testes foram iniciados com 8,0 mg/placa de cada amostra, no
entanto devido a toxicidade evidenciada pela auséncia total de revertentes His+ nas placas teste
de dgar minimo, foi necessdrio diminuir até encontrar o limite méximo de toxicidade. Decorrido
o tempo de incubacdo; 2,0 mL de “top agar” (dgar de superficie), suplementado com tracos de
L-histidina e D-biotina foram adicionados nos tubos. O contetido de cada tubo foi levemente
homogeneizado e vertido sobre a superficie de uma placa contendo dgar minimo glicosado.
Ap6s solidificacdo do “top dgar”, as placas foram incubadas por 48 h, a 37 °C. Ao final desse
periodo foi realizada manualmente a contagem do nimero de coldnias revertentes por placa.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Os agentes mutagénicos padrdes utilizados para confirmar as propriedades de
reversdo e especificidade de cada cepa foram 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 pg/placa) para
TA98 e TA97a, azida sddica (1,25 pg/placa) para TA100 e mitomicina C (0,5 pg/placa) para
TA102. O controle negativo foi DMSO (100 uL/placa) solvente/veiculo das amostras. Os meios
de cultura e solugdes necessdrias para os ensaios de mutacdo reversa foram preparados de
acordo com as especificacoes de Maron e Ames (1983). O indice de mutagenicidade (IM) foi
calculado para cada concentragdo testada, de acordo com a seguinte férmula: IM = ndmero de

revertentes; placa com o composto-teste (revertentes induzidas) / nimero de revertentes; placa
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com o controle (solvente) negativo. A amostra é considerada mutagénica quando houver relagcdo
dose resposta entre as concentracoes testadas e o nimero de revertentes induzidos, e/ou quando

o IM for > 2,0 em pelo menos uma das doses testadas (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Andlise estatistica

A comparagdo estatistica dos resultados quantitativos foi verificada usando o teste
ANOVA de duas vias considerando a média e o desvio padrao da média por meio do programa
GraphPad Prism 8.0. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Para a
andlise de mutagenicidade, foi utilizado o software SALANAL (Salmonella Assay Analysis;
U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV,
versdo 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA).

Resultados e Discussao
Atividade antifiingica dos OEs

Quanto a atividade antifungica das espécies, dos 40 OEs testados, 22 mostraram
atividade contra M. furfur nas concentragdes entre 0,5-2,0 mg/mL. Nao foram observadas
atividades nas concentracdes abaixo de 0,5 mg/mL. Das espécies que apresentaram atividade
contra M. furfur, quatro sdo representantes das familias Lamiaceae (M. arvensis, M. X piperita,
O. vulgare e T. vulgaris) e Poaceae (C. citratus, C. martini, C. winterianus e E. muticus). Essas
familias sdo conhecidas por apresentarem propriedades antiftingicas contra a forma planctonica
(VERMA et al., 2019; WALLER et al.,, 2017) e de biofilme (ERHABOR; ERHABOR;
MCGAW, 2019; FERRAZ DE MELO et al.,, 2022; ORTEGA-CUADROS et al., 2018;
PROSKOVCOVA et al., 2021) de diferentes micro-organismos. Também existem relatos da
atividade de algumas das espécies pertencentes a essas familias contra a forma planctonica
(NOBREGA; ANDRADE-JUNIOR; CARMO, 2019; VINCIGUERRA et al., 2018) e de
biofilme (RHIMI et al., 2022) de M. furfur.

Rendimento e composicdo quimica dos OEs estudados

Os rendimentos em OEs das espécies que apresentaram atividade, bem como os
resultados de CIM e CFM obtidos no presente trabalho estdo apresentados na Tabela 2. Os
demais rendimentos sdo mostrados no “Apéndice A”. Os menores rendimentos em OEs foram
de X. aromatica (0,06%) e E. uniflora (0,07%) enquanto os maiores foram de L. origanoides

(2,73%) e S. aromaticum (4,69%).
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Tabela 2. Rendimento e atividade antimicrobiana (CIM e CFM) dos OEs das plantas medicinais e
aromaticas estudadas

Espécie Parte utilizada Rendimento (%) * CIM (mg/mL) Atividade **
A. saturejoides Inflorescéncia 0,17 1,0 Fc
B. dracunculifolia Folha 0,80 1,0 Fc
C. cassia Caule - 0,5 Fc
C. verum Caule - 1,0 Fc
C. citratus Folha 1,12 1,0 Fc
C. martini Folha 1,05 0,5 Fc
C. winterianus Folha 1,48 0,5 Fc
C. articulatus Raiz 0,23 1,0 Fc
E. muticus Folha 1,11 2,0 Fc
Eugenia sp. Folha 0,56 1,0 Fc
E. uniflora Folha 0,07 1,0 Ft
L. origanoides Folha 2,73 1,0 Fc
L. cubeba Fruto - 2,0 Ft
M. arvensis Folha 0,35 2,0 Fc
M. x piperita Folha - 1,0 Fc
O. vulgare Folha 1,50 2,0 Fc
P. ruderale Folha 0,22 1,0 Fc
S. terebinthifolia Folha 1,90 2,0 Ft
S. aromaticum Inflorescéncia 4,69 0,5 Fc
T. vulgaris Folha 0,65 0,5 Fc
X. aromatica Folha 0,06 2,0 Fc
Z. officinale Caule 1,20 0,5 Fc

* Rela¢do massa de planta (g) / massa de dleo essencial (g)
** A concentracdo fungicida/fungistatica foi semelhante & CIM
Fc: atividade fungicida; Ft: atividade fungistatica

Os OEs que apresentaram atividade antifungica foram analisados por CG-EM. Os
respectivos cromatogramas estdo apresentados no “Apéndice B”. Como observado na Tabela
3, a maioria das espécies teve mais de 90% dos seus compostos identificados, com exce¢ao de
B. dracunculifolia (87,96%), C. articulatus (53,01%), E. uniflora (32,91%) e X. aromatica
(54,78%). Os monoterpenos ocorreram em maior propor¢ao do que os sesquiterpenos em quase
todas as espécies, menos em A. saturejoides, B. dracunculifolia, Eugenia sp., E. uniflora e X.
aromatica. Em menor propor¢do, foram identificados hemiterpenos em E. uniflora (0,28%) e
X. aromatica (0,14%) e diterpenos em Eugenia sp. (0,80%), X. aromatica (0,41%) e Z.
officinale (2,53%). Os compostos majoritarios mais frequentes entre os OE foram o a-pineno,
geranial, eugenol, mentol e timol. Embora V. curassavica ndao tenha apresentado efeito
inibitério contra M. furfur, observou-se que o OE era composto por 28,26% de monoterpenos,

60,09% de sesquiterpenos e o composto majoritario foi a-Santaleno (28,85%).
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Os monoterpenos sdo hidrocarbonetos com uma grande variedade molecular
utilizados comumente como agentes aromatizantes na inddstria cosmética, farmacéutica e
também alimentar (PAULINO et al., 2022). Além disso, diversas propriedades bioldgicas tém
sido atribuidas a esses compostos incluindo efeitos analgésico, anti-inflamatdrio,
anticonvulsivante,  antidepressivo,  anti-Alzheimer, anti-Parkinson,  antimicrobiano
(SALAKHUTDINOV; VOLCHO; YAROVAYA, 2017), dentre outras. O potencial
antimicrobiano e antioxidante dos monoterpenos pode ser determinado por certas
caracteristicas estruturais como a presenca de grupos hidroxila e a quantidade de ligacOes
duplas (monoterpenos aciclico), ligacdes duplas conjugadas e grupos fenélicos (monoterpenos
monociclicos) e grupos carbonila constituinte de aldeidos ou cetonas (monoterpeno biciclico)
(PAULINO et al., 2022). Algumas espécies como 7. vulgaris, O. vulgare, S. aromaticum e C.
citratus t€m reconhecida atividade antifiingica oriunda da presen¢a dos monoterpenos em seus

OEs (DEHSHEIKH et al., 2020).

Tabela 3. Compostos majoritarios e porcentagem relativa da drea das substancias (CG-EM) presentes
nos OEs que apresentaram atividade antifingica contra M. furfur. Hemi: hemiterpenos, mono:
monoterpenos, sesqui: sesquiterpenos e di: diterpenos

Espécie Composto Hemi Mono Sesqui Di  Total
majoritario * (%) (%) (%) (%) (%)

A. saturejoides o-Pineno - 32,89 65,20 - 98,09
B. dracunculifolia trans-Nerolidol - 7,01 80,95 - 87,96
C. cassia trans-Cinamaldeido - 99,19 0,36 - 99,55

C. verum Eugenol - 85,77 11,51 - 97,28

C. citratus Geranial - 89,21 5,00 - 94,21
C. martini Geraniol - 93,70 2,23 - 95,93
C. winterianus Citronelal - 84,31 11,37 - 95,68
C. articulatus o-Pineno - 30,52 22,49 - 53,01
E. muticus Geranial - 94,62 4,29 - 98,91
Eugenia sp. Biciclogermacreno - 2,00 90,18 0,80 92,98
E. uniflora Curzereno 0,28 1,71 30,92 - 32,91
L. origanoides Timol - 79,35 17,76 - 97,11
L. cubeba Neral - 93,07 1,07 - 94,14
M. arvensis Mentol - 96,69 0,29 - 96,98
M. X piperita Mentol - 96,17 0,87 - 97,04
O. vulgare p-Timol - 89,51 3,66 - 93,17
P. ruderale trans-B-Ocimeno - 96,86 - - 96,86
S. terebinthifolia o-Pineno - 60,41 31,12 - 91,53
S. aromaticum Eugenol - 90,94 8,18 - 99,12
T. vulgaris Timol - 95,68 - - 95,68
X. aromatica Gleenol 0,14 1,49 52,74 041 54,78
Z. officinale Geranial - 71,53 24,05 2,53 98,11

* Compostos com % relativa > a 90%
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Desenvolvimento da BOEs e atividade anti-biofilme

A partir dos resultados, foram selecionados dois OEs a fim de verificar uma possivel
acdo sinergistica contra M. furfur. Os OEs foram escolhidos de acordo com o rendimento e o
odor para eventual incorporagdo em formulagdes tOpicas para o tratamento da dermatite
seborreica. Dessa forma, espécies como S. aromaticum (GOMES et al., 2018; KHUNKITTI;
VEERAPAN; HAHNVAJANAWONG, 2012; PRASHAR; LOCKE; EVANS, 2006), C. cassia
e C. verum (BICKERS et al., 2005; COCCHIARA et al., 2005) nio foram selecionadas devido
aos relatos na literatura de citotoxicidade e alergias causadas na pele humana. Outras espécies
como C. winterianus, L. origanoides, O. vulgare, T. vulgaris e X. aromatica nao foram
escolhidas por ndao serem habitualmente incorporadas em produtos cosméticos. Desse modo,
foram selecionados os OEs de C. martini e M. X piperita. De acordo com a CIF da mistura
obtida no ensaio checkerboard foi possivel observar que nas concentragdes estabelecidas, o

sinergismo ocorreu a partir da concentracdo de 0,25 mg/mL para ambos os OEs (Figura 1).

M. x piperita (mg/mL)

8 4 2 1 0,5 0,25 0,13
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S

5 025 85 45 25 15 1 075 0,63
£

¢ 013 825 425 2,25 1,25 075 050 0,38

0,06 8,13 413 213 1,13 063 038 025

Figura 1. Valores de concentracio inibitdria minima fracionada obtidos através da mistura dos OEs de
C. martini e M. X piperita frente a levedura M. furfur, utilizados no ensaio de checkerboard. Regiao em
rosa: efeito sinergistico (ICIF < 1,0), regido em verde: efeito aditivo (ICIF = 1,0), regido em azul:
indiferente (ICIF entre 1,0 e 2,0), regido em cinza: antagénico (ICIF > 2,0).

Ap6s confirmagdo do efeito sinergistico da mistura dos OEs de C. martini e M. x
piperita sobre M. furfur, foram realizados ensaios independentes com o OE de V. curassavica
devido ao seu potencial anti-inflamatério (MARTIM; MARANHO; COSTA-CASAGRANDE,
2021). A adicdo do OE de V. curassavica ocasionou uma mudanga na CIM de 0,5-1,0 mg/mL
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para 2,0 mg/mL, na proporcao de 90% da mistura com atividade antifiingica acrescida de 10%
do OE de V. curassavica. Mesmo com essa mudang¢a na CIM, a mistura continuou apresentando
atividade fungicida. Nas demais propor¢des analisadas (75/25 e 50/50), a mistura nao
apresentou atividade.

Sobre a composi¢ao quimica da BOEs (Tabela 4), pode-se observar a presenca das
mesmas substancias que foram identificadas separadamente em C. martini, M. X piperita e V.
curassavica. Foram identificados 96,77% dos compostos, sendo que desses 87,00% sao
monoterpenos € 9,77% sao sesquiterpenos. O composto majoritario foi o geraniol (29,27%)
seguido de mentol (16,86%), mentona (12,39%), acetato de geranila (5,45%), isomentona
(5,32%), cariofileno (4,99%), a-pineno (3,87%), acetato de mentila (3,51%) e eucaliptol
(3,02%). Esses compostos majoritarios foram os mesmos identificados em outros estudos com
estas espécies (GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021; ONEM, 2022; TONIAL
et al., 2020).

Uma vez selecionados os OEs de C. martini, M. x piperita e V. curassavica, as
amostras foram testadas individualmente e em mistura quanto a sua a¢do na inibicdo da
formagdo e na erradicagdo do biofilme. Os resultados estdo apresentados na Figura 2. A
porcentagem de inibi¢do foi maior para a BOEs e, individualmente, a acdo dos OEs foi
semelhante. A BOEs apresentou atividade na faixa de concentracao de 1,0-2,0 mg/mL (=82%),
diminuiu a partir de 0,5 mg/mL (=26%) e ndo apresentou atividade abaixo desta concentracao.
Quanto a erradicacdo do biofilme (Figura 2B), a BOEs apresentou atividade na faixa de 0,5—
2,0 mg/mL. A maior porcentagem de erradicacdo ocorreu em 2,0 mg/mL (=30%), decaindo a
partir desta concentracdo. Individualmente, as amostras tiveram uma a¢do semelhante, sendo o
6leo de C. martini o que apresentou melhor atividade de erradicagcdo (=25%). O fluconazol ndao
teve acdo inibitdria sobre a formacao do biofilme nem na erradicacdo do biofilme formado.

Outras espécies que apresentaram atividade contra a forma planctonica de M. furfur
(A. saturejoides, C. articulatus, E. uniflora e S. aromaticum) também apresentaram efeito na
inibi¢do e na erradicacdo do biofilme. Esses resultados podem ser observados no “Apéndice

C”.
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Tabela 4. Composi¢do quimica da BOEs formada por C. martini, M. x piperita e V. curassavica (CG-
EM), com indice de retencdo (IR) e porcentagem de 4rea, bem como proposta de identificagdo por
comparacdo com a biblioteca NIST 2011

# (R (min) Composto Area (%) IRcal.  IRIit.
1 5,01 a-Tujeno 0,16 926 924
2 5,19 o-Pineno 3,87 933 932
3 5,53 Canfeno 0,07 947 946
4 6,25 B-Pineno 0,89 974 974
7 7,38 a-Terpineno 0,09 1016 1014
8 7,63 0-Cimeno 0,18 1024 1022
9 7,78 D-Limoneno 1,32 1028 1024
10 7,85 Eucaliptol 3,02 1030 1026
11 8,04 B-cis-Ocimeno 0,17 1036 1032
12 8,39 B-trans-Ocimeno 0,58 1046 1044
13 8,75 t-Terpineno 0,17 1057 1054
14 9,04 cis-Hidrato de sabineno 0,12 1066 1065
15 9,79 Terpinoleno 0,07 1088 1086
16 10,24 Linalol 0,86 1101 1095
17 12,38 Mentona 12,39 1155 1148
18 12,72 iso-Mentona 5,32 1164 1158
19 13,00 Mentol 16,86 1171 1167
20 13,53 neoiso-Mentol 0,30 1184 1184
22 13,81 a-Terpineol 0,24 1191 1186
23 15,73 Pulegona 0,89 1238 1233
24 15,81 Neral 0,19 1240 1235
25 16,33 Piperitona 0,37 1252 1249
26 16,37 Geraniol 29,27 1253 1249
27 17,06 Geranial 0,43 1270 1264
29 18,12 Acetato de mentila 3,51 1295 1294
32 19,82 Acetato de terpinila 0,21 1336 1346
33 21,38 a-Copaeno 0,10 1374 1374
34 21,88 Acetato de geranila 5,45 1386 1379
35 22,08 B-Elemeno 0,17 1390 1389
37 23,04 a-cis-Bergamoteno 0,15 1414 1411
38 23,20 trans-Cariofileno 4,99 1418 1417
39 24,51 o-Humuleno 0,57 1451 1452
40 24,70 trans-B-Farneceno 0,26 1455 1454
41 24,80 allo-Aromadendreno 0,85 1458 1458
42 25,62 Germacreno D 0,76 1478 1480
44 26,29 Biciclogermacreno 0,51 1495 1500
45 26,55 y-Patchouleno 0,21 1502 1502
46 26,76 B-Bisaboleno 0,32 1507 1505
47 27,31 0-Cadineno 0,26 1521 1522
50 28,79 Butanoato de geranila 0,10 1560 1562
51 29,51 Oxido de cariofileno 0,52 1579 1582

#: nimero do pico; tR (min): tempo de retencdo em minutos; IR cal.: indice de reteng¢do calculado com
base em uma série de n-alcanos; IR lit.: indice de retengdo com base na literatura (ADAMS, 2007)
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Figura 2. Porcentagem de inibi¢do da formacdo (A) e erradicacio (B) do biofilme de M. furfur pelos
OEs de C. martini, M. x piperita, V. curassavica, individualmente e na BOEs, em comparacido com o
fluconazol. Todas as concentragdes foram comparadas em relacio ao controle (C), ou seja, células sem
tratamento com as amostras de OEs/fluconazol. *: diferencas estatisticamente significativas (ANOVA

p<0,05).
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Nas imagens por MEV (Figura 3) € possivel notar que nas condi¢des controle
(Figura 3A, B) e tratamento com a BOEs na erradicacdo do biofilme (Figura 3E), as células
mantiveram o seu formato oval ou globoso original. O diametro das células parece nado ter
sofrido alteracdes notdveis em funcdo destes tratamentos, apresentando um didmetro médio de
4,9906E-04 mm (£0,07). No biofilme sem nenhum tratamento (Figura 3B) pode ser observado
um aglomerado de células recobertas e unidas umas as outras pela matriz polimérica
extracelular.

Os resultados do ensaio de inibi¢ao da formacao do biofilme na presenca da BOEs
(Figura 3C) mostram que a quantidade de células foi extremamente reduzida em relagdo ao
controle (Figura 3A, B). Sdo notadas poucas células planctonicas dispersas (Figura 3C, seta) e
artefatos oriundos do processamento das amostras (Figura 3C, D, asterisco), além de uma massa
amorfa formada, aparentemente, de células e da matriz polimérica extracelular. Apesar da
auséncia do biofilme no ensaio com fluconazol (Figura 3D), a inibicdo causada por esse
antifungico nao foi significativa (Figura 2A).

Por outro lado, através dos resultados obtidos no ensaio de erradica¢do do biofilme
pode ser visivelmente observado que houve uma reducdo no nimero de células no biofilme
exposto a presenca da BOEs (Figura 3E) em relacdo ao controle (Figura 3A). Ainda, a
quantidade de células observadas no tratamento com a BOEs (Figura 3E) foi visivelmente
menor quando comparada com o tratamento com fluconazol (Figura 3F), o que indica que
houve maior erradicag¢do do biofilme na presenca dos OEs.

Embora o fluconazol tenha reconhecida a¢do contra a forma planctonica de M.
Sfurfur (CAFARCHIA et al., 2015; IATTA et al., 2016; SHARMA; RABHA; AHMED, 2017),
a estrutura do biofilme € mais resistente a acdo de agentes quimicos e fisicos devido a
dificuldade de penetracdo e difusio através da matriz polimérica extracelular, a forte expressao
de bombas de efluxo e a producdo de enzimas capazes de degradar essas moléculas (PARRINO

et al., 2019).
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Figura 3. Eletromicrografias de varredura do biofilme de M. furfur. Biofilme sem tratamento mostrando
diversos aglomerados celulares (A, B) com células unidas e recobertas pela matriz polimérica
extracelular (B, colorido artificialmente). Ensaio de inibi¢do do biofilme tratado com a BOEs (C) e com
fluconazol (D) evidenciando células planctonicas (seta) em meio a artefatos (asterisco). Ensaio de
erradicac@o do biofilme tratado com a BOEs (E) e com fluconazol (F). Barras: A, E, F=50 um; C, D =
5pum, B=2 pm.

Os OEs, por sua vez, apresentam diversas moléculas na sua composi¢ao capazes de
agir simultaneamente em diferentes estruturas nas células microbianas (SIENKIEWICZ et al.,
2017). Isso acontece devido a caracteristica hidrofébica dos OEs, que permite a interagdo com
a membrana celular do micro-organismo, alterando sua permeabilidade e permitindo a saida de

ions e outros conteddos celulares. Além disso, esses compostos podem atuar lesando a parede



45

celular, causando alteracdes mitocondriais, disfun¢c@o nos ribossomos, danos ao DNA, dentre
outras (ARRUDA et al., 2022; TEIXEIRA; BALBINOT FILHO; BORGES, 2022). Esses
diferentes mecanismos e alvos de acdo podem incorrer definitivamente na morte celular,
diminuindo a resisténcia microbiana, sendo a a¢do dos OEs mais vantajosas do que a das drogas
sintéticas que atuam, na sua maioria, em apenas um alvo especifico nas células. Terapias que
promovam a combinacao entre antimicrobianos podem evitar o desenvolvimento da resisténcia,
além de melhorar a eficdcia do tratamento devido ao seu amplo espectro de agao (DRAGO et

al., 2007).

Efeitos na viabilidade celular, capacidade mutagénica e atividade anti-inflamatéria

Na andlise de viabilidade celular (Figura 4), observa-se que o 6leo de M. X piperita
ndo afetou a viabilidade de células HaCaT em nenhuma das concentracdes testadas (1,0-1000
pg/mL). J& para os OEs de C. martini e V. curassavica, a perda da viabilidade celular ocorreu
apenas na concentragdo mais alta (1000 pg/mL). Entretanto, quando analisada a BOEs, a
viabilidade celular ndo foi afetada. Em relacdo a avaliagdo da mutagenicidade frente a S.

typhimurium (Tabela 5), as amostras ndo foram mutagénicas nas condi¢des experimentais.
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Figura 4. Avaliacao da viabilidade celular dos OEs de C. martini, M. X piperita e V. curassavica e da
BOEs em queratindcitos humanos (HaCaT). Todas as concentragdes foram comparadas em relacdo ao
controle (C); células sem tratamento com as amostras de OEs. *: diferencas estatisticamente
significativas (ANOVA p<0,05).
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Tabela 5. Atividade mutagénica expressa através da média e do desvio padrdo do ndmero de
revertentes/placa e indice de mutagenicidade (IM; valores entre parénteses) nas linhagens TA9S,
TA100, TA97a e TA102 de S. typhimurium apds o tratamento com os OEs de C. martini, M. X piperita
e V. curassavica

Numero de revertentes (M + DP) / placa e IM

Tratamentos TA98 TA100 TA102 TA97a
C- 41 +8 119 £ 18 316 + 34 139 £ 12
C+ 827 + 66 1039 + 82" 1672 £ 101%° 1282 + 63°
C. martini (ng/placa)
6,25 43+6(1,05) 148+16(1,24) 313 +£26(0,99) 134 + 18 (0,97)
12,5 40+2(0,96) 140+13(1,18) 350+41(1,11) 154 £ 18 (1,11)
25,0 46 £ 1 (1,11)  119+£6 (1,000 347 £37 (1,10) 156 £ 16 (1,13)
37,5 41+£4(0,99) 123+14(1,03) 365+32(1,15) 133 + 13 (0,96)
50,0 36+£7(0,88) 128+8(1,07) 360 +46 (1,14) 131 £ 13 (0,95)
M. x piperita (ug/placa)
6,25 44 +9(1,07) 128 +£15(1,08) 298 +£12(0,94) 152 + 8 (1,09)
12,5 50+1(1,22) 119£12(1,00) 321 +£25(1,01) 149 + 13 (1,08)
25,0 41+£2(0,99) 121+£26(1,02) 308 £36(0,97) 136 £ 17 (0,98)
37,5 43+4(1,04) 119£16(1,00) 315+£29 (1,00) 135 +£8(0,97)
50,0 40 =7 (0,98) 99 + 8 (0,83) 255 + 26 (0,81) 124 +9 (0,89)
V. curassavica (png/placa)

6,25 37£6(0,89) 115+7(0,97) 318+18(1,01) 129 £ 12 (0,93)
12,5 38+£3(091) 98+11(0,82) 326 +25(1,03) 125 £ 18 (0,90)
25,0 43+4(1,04) 115£16(0,97) 305+46(0,97) 135 +6(0,97)
37,5 40+ 8(0,96) 105+10(0,88) 303 £20(0,96) 120 £ 11 (0,86)
50,0 36 £1(0,87) 92 +7(0,77) 259 + 34 (0,82) 109 + 9 (0,79)

*p<0,05 (ANOVA), M + DP = média e desvio padrao; Controle negativo (C-): DMSO 100 pL/placa;
Controle positivo (C +): *4-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 pg/ placa — TA98, TA97a); "Azida Sdédica
(1,25 pg/placa — TA100); ‘Mitomicina C (0,5 ug/ placa — TA102)

As andlises de viabilidade celular de células HaCaT e de mutagenicidade frente a
S. typhimurium mostraram que os OEs utilizados ndo apresentaram propriedades que reduzam
a viabilidade celular ou que promovam mutacdes. No caso dos agentes antiftiingicos recomenda-
se, idealmente, que estes apresentem certas caracteristicas como ter o minimo de efeitos
adversos, apresentar atividade de amplo espectro contra diferentes fungos, ter
preferencialmente um efeito fungicida, entre outros (CUI et al., 2022). Em geral, as doses
efetivas dos OEs apresentam uma janela terapéutica segura em humanos e agem de forma
diferente dos antifingicos convencionais (VENTUROSO et al., 2011).

A viabilidade para os BMDMs também ndo foi afetada pelos OEs (Figura 5). O OE
de C. martini diminuiu significativamente os niveis de TNF-a, contudo os OEs de M. x piperita
e V. curassavica ndo apresentaram nenhum efeito para esse modelo. Quanto a atividade da

BOEs, também foi verificada uma diminui¢do significativa dos niveis de TNF-a. Ou seja,
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mesmo com diferentes atividades, quando analisada a BOEs eles ndo apresentaram um efeito
antagdnico. Nao houve redu¢do nos niveis de IL-8 pela BOEs (Figura 6).

O TNF-a é uma das principais citocinas presente nos processos inflamatorios,
atuando na resposta imune e na manuten¢do da homeostase celular. Essa citocina também ¢é
responsavel por regular a sinalizag¢do envolvida no processo de sobrevivéncia e/ou morte celular
(BLASER et al., 2016). Durante a inflamacao, o TNF-a € liberado e estimula a resposta imune
através do recrutamento e posterior ativacdo de neutréfilos e mondcitos para o local da
inflamacdo (VITALE; RIBEIRO, 2007). No processo de apoptose celular, essa citocina pode
vir a ser uma estratégia para o tratamento do cancer devido a sua seletividade em induzir a
apoptose em células tumorais primadrias, sem afetar as células normais adjacentes (NAIMI et
al., 2018). A inflamacdo por Malassezia spp. é causada pela producio de fosfolipases pela
levedura, que provocam a liberacao de acido araquidonico pelas células epiteliais gerando uma
acdo irritante na pele (BEN SALAH et al., 2010). Além disso, as lipases t€ém a funcdo de
incorporar acidos graxos a membrana de Malassezia spp. promovendo a criacdo de uma parede
celular hidrofébica que facilita a adesdo e o desenvolvimento de biofilme (PINTAS; QUAVE,
2019). Esse processo desencadeia a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-2,
IL-4, IL-6, IFN-y ¢ TNF-a (DOLENC-VOLIJC, 2017). Especificamente sobre M. furfur, ha
relatos da indugdo da formacdo in vitro de citocinas como IL-6 (ZHANG et al., 2019), IL-8
(SUZUKI et al., 2000), IL-10 e TNF-a (HAU et al., 2015) na presenca deste micro-organismo.
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Alguns estudos relatam a atividade anti-inflamatéria do geraniol contra citocinas
proé-inflamatorias, incluindo o TNF-a (CHEN; VILJOEN, 2022). No trabalho desenvolvido por
Andrade et al. (2014) o OE de C. martini também ndo apresentou efeitos citotéxicos nos
mondcitos humanos e, embora ndo tenha apresentado efeitos sobre os niveis de TNF-a, o
geraniol teve uma agdo anti-inflamatéria, aumentando a producio de IL-10. De acordo com os
mesmos autores, o geraniol parece ser o responsavel pela atividade imunomoduladora do OE
de C. martini. A atividade anti-inflamatéria de M. x piperita sob o TNF-a ¢ relatada tanto no
extrato etandlico (LI et al., 2017) quanto no OE (MODARRESI; FARAHPOUR;
BARADARAN, 2019). Os compostos majoritdrios mentol (ROZZA et al., 2021) e mentona
(CHENG et al., 2008; SU; LIN, 2022) tém sido relacionados como moduladores da resposta
inflamatoria. Embora V. curassavica nao tenha diminuido significativamente a concentracao de
TNF-a, de acordo com a literatura a atividade anti-inflamatéria do OE provém da a¢@o conjunta
de a-Humuleno e seus isdmeros (BASTING et al., 2019; FERNANDES et al., 2007; LEITE et
al., 2021; MARTIM; MARANHO; COSTA-CASAGRANDE, 2021; PASSOS et al., 2007;
PIMENTEL et al., 2012). Provavelmente, a amostra utilizada tenha uma menor concentracao
desses compostos e, consequentemente, a atividade anti-inflamatéria ndo tenha sido
significativamente expressiva. No estudo desenvolvido por Basting et al. (2019), o teor de
trans-Cariofileno e a-Humuleno no OE de V. curassavica foi de, respectivamente, 4,03% e
1,23% comparados a 3,69% e 0,63% no presente estudo.

Embora ndo tenha sido observado efeito da BOEs nos niveis de IL-8 no modelo
empregado, a literatura também mostra o efeito do a-Humuleno (VIVEIROS et al., 2022),
geraniol (EL AZAB et al., 2022; FU et al., 2022) e mentol (MAGOUZ et al., 2021) sobre essa
citocina. Os relatos da acdo de C. martini (OLIVEIRA et al., 2021; TSAl et al., 2011) e M. x
piperita (KIM; PARK; YANG, 2020; TAFRIHI et al., 2021) na reducao de IL-8 sdo reportados

tanto para a forma de extrato quanto no OE.

Conclusoes

De um total de 40 OEs estudados, os 6leos de C. martini e M. X piperita foram
selecionados em funcdo da melhor atividade anti-M. furfur para compor a BOEs, juntamente
com o OE de V. curassavica. A inclusao do OE de V. curassavica como anti-inflamatério nao
alterou a atividade antifingica da BOEs, o que € importante frente a necessidade de tratamento
concomitante da inflamacgao causada pela M. furfur. A acdo da BOEs sobre a forma planctonica
e sobre o biofilme de M. furfur, foi superior a do fluconazol. De acordo com as andlises de

MEYV foi possivel observar que as células de M. furfur tratadas com a BOEs mantiveram sua
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morfologia, contudo, houve uma redu¢@o no nimero de células do biofilme nessas condi¢des.
As andlises de viabilidade celular frente a HaCaT e BMDMs e de mutagenicidade frente a S.
typhimurium mostraram que os OEs, tanto isoladamente quanto em mistura, ndo interferiram
na viabilidade celular dessas linhagens celulares e ndo apresentaram citotoxicidade. Embora o
OE de V. curassavica ndo tenha reduzido os niveis de TNF-0, quando analisada a BOEs foi
verificada atividade anti-inflamatéria, demonstrando que os mesmos podem ser utilizados em
conjunto. Observado os efeitos antiftingico, anti-inflamatdrio e a seguranca para as linhagens
celulares testadas, a BOEs proposta apresenta bom potencial para o desenvolvimento de

formulacdes farmacéuticas visando o tratamento da dermatite seborreica.
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Capitulo 2
Formulacdes topicas contendo 6leos essenciais: uma alternativa “verde” para o

tratamento da dermatite seborreica

Resumo

A busca por produtos livres de conservantes sintéticos vem crescendo consideravelmente nos
ultimos anos devido a demanda dos consumidores por produtos naturais que nao sejam
prejudiciais a saide e ao meio ambiente. A dermatite seborreica € uma doenga sem cura e seu
tratamento busca a diminui¢do dos sintomas. Neste contexto, este estudo teve como objetivo
desenvolver e avaliar a estabilidade de um gel, uma locdo e um xampu elaborados com uma
blenda de 6leos essenciais (BOEs) e sem a adicdo de parabenos, visando o tratamento da
dermatite seborreica. A composicdo quimica da BOEs, composta pelos 6leos essenciais de
Cymbopogon martini (Roxb.) Will. Watson, Mentha x piperita L. e Varronia curassavica Jacq.,
foi avaliada por CCD e CG-EM. Durante o estudo preliminar da estabilidade, a locdo apresentou
separagao de fases e ndo foi avaliada quanto a estabilidade acelerada. As caracteristicas
organolépticas, separacdo de fases, pH e espalhabilidade do gel permaneceram inalteradas
durante o estudo. Para o xampu os resultados foram semelhantes, contudo, houve um leve
escurecimento da amostra acondicionada em camara climética apds 90 dias. A viscosidade do
xampu variou de 1000 a 3800 cP no estudo de estabilidade, ficando um pouco abaixo dos
valores referentes a produtos comerciais. Os marcadores da BOEs (geraniol, mentol e trans-
Cariofileno) se mantiveram presentes e sem variacdes durante todo o estudo, em ambas as
formulacdes. Através do Challenge test foi observado que a BOEs conferiu propriedades
conservantes aos produtos, uma vez que apresentou atividade contra micro-organismos de
importancia em sistemas conservantes de formulacdes. Os resultados mostraram que o gel e o
xampu desenvolvidos com a BOEs apresentaram estabilidade durante todo o prazo de validade
e serdo, oportunamente, avaliadas in vivo.

Palavras-chave: fitoterdpicos, gel, xampu, Challenge test, leos essenciais
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Introducao

O desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos vem se mostrando uma
alternativa promissora para o tratamento de diversas doencas. Fatores como o valor econdmico
(HUGHES et al., 2015) e a menor incidéncia de efeitos colaterais, quando comparados aos
medicamentos sintéticos (NISAR; SULTAN; RUBAB, 2018), promovem a adesdo da
populacdo a essa prética terapéutica. No entanto, € importante ressaltar que, assim como 0s
medicamentos sintéticos, a producdo de medicamentos fitoterdpicos deve seguir rigorosos
controles de qualidade, visando garantir a eficicia e seguranca do produto final
(BALEKUNDRI; MANNUR, 2020).

O uso de plantas medicinais é uma prética sustentdvel, ja que sua produg@o nao gera
poluentes e muitas vezes pode ser feita por meio de agricultura familiar, beneficiando assim a
economia local (SINGH et al., 2022). Os 6leos essenciais (OEs) sdo uma classe de compostos
naturais extraidas de plantas aromadticas e se destacam devido as suas diversas propriedades
terapéuticas (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Além disso, essas substancias podem também ser
empregadas como conservantes em formulacdes cosméticas. Atualmente, existe um estimulo
para a adi¢do de produtos naturais em cosméticos, visto que esses produtos podem ser uma
op¢do segura para os consumidores € o meio ambiente, em comparacdo aos parabenos
(NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021). Os parabenos sio ésteres do 4cido
para-hidroxibenzdico, com um grupo alquil (metil, etil, propil, butil ou heptil) ou grupo benzilo
e sdo comumente utilizados como conservantes em alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos (HAMAN et al., 2015).

Doencas como a dermatite seborreica podem ser um alvo de estudos para os
medicamentos fitoterdpicos, uma vez que as opgodes terapéuticas disponiveis objetivam a
diminui¢do dos sintomas e de novos estados de remissdo da doenca (DESSINIOTI;
KATSAMBAS, 2013). A dermatite seborreica € caracterizada por uma doenga inflamatdria
cronica da pele ocasionada por leveduras do género Malassezia com destaque para M. furfur,
espécie considerada, em associagdo com outros fatores, o agente etioldgico dessa patologia
(CURI, 2022).

As formulacdes fitoterdpicas desenvolvidas para o tratamento da dermatite
seborreica incluem xampus (SHREYA; KALPANA, 2018; WUTHI-UDOMLERT et al., 2011),
lo¢cdes (KHOSRAVTIet al., 2009) e cremes (LERTSATITTHANAKORN et al., 2017) podendo,
eventualmente, estar em associagdo com antimicrobianos tradicionais (SIVASANKAR et al.,
2017). Atualmente, o piritionato de zinco tem sido o antifiingico mais comum para incorporagao

em formulagdes tépicas (MANGION et al., 2023). Em relagdo aos produtos fitoterapicos,
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espécies de Cymbopogon spp. (CARMO et al.,, 2013; CHAISRIPIPAT; LOURITH;
KANLAYAVATTANAKUL, 2015; LERTSATITTHANAKORN et al., 2017; WUTHI-
UDOMLERT et al., 2011) e Mentha spp. (NARDONI et al., 2014; VU et al., 2021) tém sido
relatadas como efetivas no controle da dermatite seborreica e na estimulacao do crescimento do
cabelo (OH; PARK; KIM, 2014; PRASAD et al., 2009). Assim, o presente estudo teve como
objetivos desenvolver e avaliar a estabilidade de um gel, uma locdo e um xampu formulados
com uma blenda de 6leos essenciais (BOEs) e livre de parabenos para o tratamento da dermatite

seborreica.

Material e Métodos
Desenvolvimento farmacotécnico das formulacoes
Aplicagdo da BOEs como principio ativo e conservante

A BOEs foi incorporada em formulacdes base de gel, locdo e xampu na
concentracdo minima inibitdria determinada em ensaios anteriores, ou seja, 2,0 mg/mL. A partir
desse valor foi preparada uma mistura a 1,0% m/m contendo 45% dos OEs de Cymbopogon
martini (Roxb.) Will. Watson, Mentha x piperita L. e 10% do OE de Varronia curassavica

Jacq.

Gel hidroalcodlico

O gel hidroalcoolico (Tabela 1) foi produzido por dispersdo da “Fase B” nos
componentes da “Fase A” previamente misturados com a BOEs. Apos total incorporagdo, o gel
permaneceu em repouso até a completa dispersdo do polimero (cerca de 24 h). Passado esse
periodo, o pH foi medido, corrigido para pH 6,0 com solu¢do aquosa de trietanolamina (50%)
quando necessdrio e envasado em frascos plasticos opacos. E recomendado que o pH dos géis
estejam proximos da neutralidade, na faixa de pH 5,5-6,5 (BRASIL, 2011). Em seguida, o gel

foi envasado em frascos plasticos opacos.

Tabela 1. Composicao do gel hidroalcodlico

Componente Funcao Concentracao (%)
BOEs C. martini, M. x pp erita.e V. Principio ativo 1,0
curassavica

EDTA dissédico Quelante 0,1

Fase A Glicerina Hidratante 5,0
Alcool etilico 70% Solvente gsp

Fase B Carbomero 980 Espessante 1,0
Fase C Trietanolamina 50% Ajuste de pH 0,6

gsp = para 100 g
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Lo¢do-creme

Para a producgdo da locao-creme (Tabela 2) os componentes da fase oleosa foram
aquecidos a 75 °C e os da fase aquosa a 80 °C. Ap6s completa solubilizagao, a fase aquosa foi
vertida sobre a fase oleosa, sendo a mistura homogeneizada até resfriamento (£25 °C). Apds
atingir a temperatura ambiente, a BOEs foi adicionada a formulac¢do e o pH corrigido para pH
6,0 (BRASIL, 2011) com solu¢@o aquosa de trietanolamina (50%). Em seguida, a lo¢ao foi

envasada em frascos plasticos opacos.

Tabela 2. Composicdo da lo¢ado-creme

Componente Funcao Concentracao (%)
BOEs C. martini, M. x pip erita.e V. Principio ativo 1,0
curassavica
Acido estearico Surfactante 4,8
Fase oleosa _ Alcool cc_atﬂico _ Emul§ificante 1,2
Miristato de isopropila Lubrificante 2,0
Vitamina E Antioxidante 0,16
EDTA dissédico Quelante 0,04
Fase aquosa Propilenoglicol Emoliente 0,4
Trietanolamina Ajuste do pH 0,3
Agua destilada Solvente gsp

gsp = para 100 g

Xampu

O xampu foi preparado através da mistura dos ingredientes da “Fase A” aos
componentes da “Fase B” (Tabela 3), com agitacdo lenta. A “Fase C” foi aquecida a 50 °C até
completa fusdo, e foi entdo adicionada a mistura anterior. Apds resfriamento, a BOEs foi
adicionada a mistura com homogeneizagdo até total incorpora¢do. O xampu foi deixado em
repouso por alguns minutos e o pH foi corrigido com solugdo aquosa de trietanolamina (50%)
até proximo da neutralidade (pH 5,5-6,5) (BRASIL, 2011). Em seguida, o xampu foi envasado

em frascos pldsticos opacos.

Tabela 3. Composicao do xampu

Componente Funcao Concentracao (%)
BOEs C. martini, M. piperiia e v Principio ativo 1,0
curassavica
EDTA dissédico Quelante 0,1
Fase A Agua purificada Solvente gsp
Fase B Lauril éter sulfato de sddio Tensoativo 35,0
Cocoamidopropil betaina Tensoativo 4,0
Fase C Lauril glicosideo Surfactante 5,0

gsp = para 100 g
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Avaliagdo da estabilidade preliminar

Amostras de gel, locdo e xampu foram armazenadas em estufa (40 °C) e em
geladeira (8 °C) por um periodo de 15 dias e em ciclos alternados de 24 h com aquecimento
em estufa (50 °C) e resfriamento em freezer (-6 °C) por 12 dias (6 ciclos) (BRASIL, 2008).
Como parametros, foram avaliadas as caracteristicas organolépticas, o pH e a espalhabilidade
(gel e lo¢do). Todos os testes iniciais foram realizados 24 h apds o preparo das formulacdes em

triplicata.

Avaliagdo da estabilidade acelerada

Os testes foram conduzidos em condi¢des que aceleram mudancas que podem
ocorrer na estabilidade dos produtos, afim de determinar o tempo de vida util das formulagdes.
Os parametros selecionados foram avaliados em um prazo de 90 dias em intervalos de 30 dias
(t0, t30, t60 e t90 dias). As amostras foram fracionadas em frascos transparentes (BRASIL,
2005) e armazenadas nas seguintes condicdes: em geladeira (+8 °C), sob iluminacao (Iampada
LED branca; 11W), em temperatura ambiente (£25 °C) e em camara climatica (40 °C; 75%
umidade) (BRASIL, 2008). Foram avaliadas as caracteristicas organolépticas, centrifugacao,

pH, espalhabilidade (gel), viscosidade (xampu) e o teor da BOE:s.

Parametros avaliados durante o estudo da estabilidade acelerada

Os ensaios de avaliagdo fisico-quimica foram realizados de acordo com as
recomendacdes contidas nos compéndios farmacéuticos (BRASIL, 2004, 2008, 2011, 2019a).
Todas as andlises, incluindo as que ndo foram feitas durante o estudo de estabilidade, foram
realizadas com as formulacdes e com seus respectivos controles (formula¢ido sem a adi¢do da

BOEs).

1. Caracteristicas organolépticas
Foram observados visualmente o aspecto, cor e odor das amostras, afim de verificar

se essas caracteristicas permaneciam integras ao longo de todo o estudo.

2. Centrifugagdo
Um total de 500 mg das amostras formuladas foram pesadas em tubos de
microcentrifuga e centrifugadas a 10000 rpm, durante 15 min a 25 °C (centrifuga refrigerada
Hettich® - Rotina 420R). Apds a centrifugacdo, as amostras foram observadas visualmente para

verificar se havia precipitagao e/ou separacdo de fases.
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3. pH
O pH foi determinado por método potenciométrico, apds afericdo do eletrodo de
um pHmetro digital com as solucdes tampao de referéncia. Para a andlise, as amostras foram

diluidas na proporcao 1:10 com 4gua destilada em tubos de centrifuga.

4. Espalhabilidade

Em uma folha de papel milimetrado foram tragados os lados de uma lamina de vidro
para microscopia (26 x 76 mm) e as diagonais do retangulo formado, a fim de indicar o ponto
central. Com a lamina posicionada sob esse desenho, aproximadamente 25 mg do gel formulado
com a BOEs foram colocados no centro da lamina, que foi coberta por outra lamina (= 5 g) do
mesmo tamanho e o didmetro foi anotado. Apds 1 min, foram adicionados diferentes pesos
sobre alaminade 2 g, 5 g, 10 g e 20 g que foram trocados sucessivamente a cada 1 min, sendo
anotados cada um dos didmetros da circunferéncia. A espalhabilidade do gel foi calculada a
partir da média dos raios obtidos, através da férmula de calculo de area do circulo: A =7 x 12

onde A: area, m: pi (= 3,14) e r: raio.

5. Viscosidade

As analises da viscosidade do xampu formulado com a BOEs foram realizadas no
Laboratério de Farmacotécnica e Cuidado em Saide (LAFATECS) da FCF/UNICAMP.

A viscosidade foi avaliada em viscosimetro rotativo (Brookfield, modelo LV-T),
com rotacdo de 1,5 rpm por 30 seg usando o spindle nimero 62. O spindle foi mergulhado
diagonalmente na amostra (= 15 mL em tubo de centrifuga) até a marca da haste, com auséncia
de bolhas e sem que o spindle encostasse na parede do tubo. A leitura da viscosidade foi

realizada a temperatura ambiente (25 °C) e o resultado foi expresso em centipoise (cP).

6. Andlise quantitativa dos marcadores da BOEs por cromatografia a gds acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM)

Em um tubo de centrifuga foi pesado 1,0 g das amostras do gel formulado com a
BOEs, as quais foram diluidas em uma solugdo com 2,0 mL de agua destilada e adicionados
2,0 mL de hexano para extracdo liquido-liquido. A mistura foi colocada no vortex durante 1
min. Apés a particao dos solventes, a por¢ao hexanica foi recolhida e transferida para um balao
volumétrico de 5 mL. O processo foi repetido mais uma vez e 2 mL de hexano foram

acrescentados a fase aquosa. Ao final da andlise, o baldao volumétrico foi avolumado com
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hexano e a amostra foi analisada por CG-EM. A validacio do método analitico para
quantificagc@o dos ativos da formulagao foi realizada e estd descrita no “Apéndice D”.

A quantificacao dos marcadores nos extratos foi realizada por padronizacdo externa
através das andlises de CG-EM em um cromatdgrafo Agilent 6890, com detector de massas
5975, injetor automatico 7683B acoplado a uma coluna capilar HPSMS (30 m x 0,25 mm X
0,25um). As condigdes de andlise foram temperatura do injetor a 220 °C, detector a 250 °C,

coluna a 60 °C, (3 °C/min.) até 240 °C; gés de arraste (He super seco) a 1,0 mL/min.

7. Andlise qualitativa dos marcadores da BOEs

7.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O ensaio por CCD foi escolhido como teste de identificacdo por ser um ensaio de
simples execucdo, rapido, de baixo custo e que ndo requerer instrumentagdo especial. Além
disso, essa andlise é extensivamente empregada em andlises qualitativas (identificacdo) nas
Farmacopeias vigentes (BRASIL, 2019a).

Para verificar a efetividade do processo, os extratos foram analisados previamente
por CCD, utilizando-se cromatoplacas de silica gel 60 F2s4 (Merck). Foram aplicados 20 uL de
cada extrato em banda com o auxilio de uma microseringa de 10 uL. As placas foram eluidas
com diclorometano, observadas em luz UV a 254 nm seguida de aplicacdo de solugdo de
anisaldeido (4cido acético: 4acido sulfurico: anisaldeido 100:2:1 v/v/v) com aquecimento em
estufa Orion modelo 515 a 100 °C por 5 min (WAGNER; BLADT, 1996). A Figura 1 apresenta
a cromatoplaca ja revelada contendo algumas substancias a serem avaliadas como possiveis

marcadoras, os OEs utilizados e a BOEs.
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Figura 1. Cromatoplaca contendo a BOEs (Mist.), os OEs de C. martini (Cm), M. X piperita (Mp), V.
curassavica (Vv) e os compostos trans-Cariofileno (tcar), acetato de geranila (acge), geraniol (ger) e
mentol (men). Fase mével: diclorometano; fase estaciondria: silica gel 60 F254; revelador: anisaldeido.

7.2 Headspace

Cerca de 10 mL das amostras de xampu (= 9,48 g) foram pesados em frascos de 38
mL, com 10 mL de solucdo saturada de NaCl. Os frascos foram devidamente vedados e
aquecidos em banho-maria a 80 °C, sob agitacdo, por 40 min. Apds este periodo, 1,0 mL do
headspace foi injetado no CG-EM. As condic¢des analiticas do equipamento foram as mesmas

descritas anteriormente.

Indice de formagdo da espuma do xampu

A formacdo de espuma foi determinada a partir de uma solucdo de 10 mL de dgua
destilada com 10 mL de xampu. As amostras foram colocadas em tubos de centrifuga e
centrifugadas por 1 min a 24.000 rpm. Foi realizada a medicdo da altura de espuma com uma

régua no tempo inicial e ap6s 5 e 10 min de repouso da solugao.

Densidade do xampu

Para determinacdo da densidade do xampu foi utilizado um picndémetro de vidro
que foi pesado vazio e, em seguida, pesado apds a adicdo de dgua destilada. O xampu foi
colocado no picndometro com cuidado para ndo ocorrer formacao de bolhas e, depois de seco,
foi novamente pesado. A determina¢do da densidade (d) foi calculada através da férmula: d=
M> - Mo/M; - Mo onde: Mo = massa do picndometro vazio (g); M = massa do picndmetro com

dgua purificada (g) e M2 = massa do picndmetro com a amostra (g).
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Teste de eficdcia do sistema conservante (“Challenge test”)

Os micro-organismos Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404), Candida albicans
(ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) foram cultivados e incubados conforme as
recomendacdes da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019a). Passado o periodo de incubagao,
50 g das formulagdes foram pesados em frascos estéreis e inoculados com aliquotas
correspondentes a uma concentragio final de células entre 1x10° e 1x10° UFC/mL (Unidades
Formadoras de Coldnia). Os frascos de cada uma das amostras foram homogeneizados e
incubados na temperatura adequada para cada micro-organismo. Apds a inoculacdo, aliquotas
foram retiradas em cinco momentos distintos, ou seja, nos tempos t0, t7, t14, t21 e t28 dias,
diluidas e semeadas em placas para contagem. Conforme preconiza a legislacio (BRASIL,
2010), para formulagdes topicas ¢ recomendado que as bactérias tenham reducdo > 2 logs até a
contagem do 14° dia em relagdo ao t0 e que ndo ocorra aumento na contagem de 28 dias em
relacdo 14° dia. Para as leveduras, ndo deve haver aumento na contagem com 14, 21 e 28 dias

quando comparado ao t0.

Andlise estatistica
Os resultados foram comparados usando o teste ¢ de Student e ANOVA
considerando o nivel de significancia de p<0,05. Todas as andlises foram feitas no programa

GraphPad Prism 8.0.

Resultados e Discussao
Estabilidade preliminar das formulacoes

A primeira etapa do estudo de estabilidade preliminar mostrou que as caracteristicas
organolépticas (cor, aspecto e odor) e o pH do gel (Figura 2A) e do xampu (Figura 2C)
mantiveram-se sem alteracdes. A espalhabilidade do gel (Figura 2D) também se manteve

estavel ao longo de todo o estudo, aumentando proporcionalmente a adi¢do dos pesos.
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Figura 2. Variacdo do pH (A—C) e da espalhabilidade (D) das formulacdes que foram submetidas a
aquecimento em estufa (Fe) e resfriamento em geladeira (Fg) durante o teste de estabilidade preliminar.
*: diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Quanto a logdo, esta apresentou instabilidade ao longo do estudo. Embora a
coloragcdo e o odor ndao tenham sofrido alteragdes, o aspecto foi intensamente modificado a
partir do segundo dia de estudo. A lo¢do passou a apresentar um aspecto mais liquido em relagao
a seu aspecto original, permanecendo dessa forma até o sexto dia. Foi observado a separagao
de fases (Figura 3A), caracterizada pela separacdo da BOEs na superficie da formulagdo (Figura
3B, asterisco). A separacdo de fases da logao afetou diretamente sua espalhabilidade, que ndo
pdde ser mensurada. Porém, nao houve alteracdes nas medidas de pH das amostras (Figura 2B).
Os resultados foram idénticos para todas as formulagdes na etapa realizada em ciclos de
aquecimento/congelamento (Tabela 4). Em vista desses resultados, a lo¢do ndo foi incluida nos
estudos de estabilidade acelerada. Além disso, o gel pode ser empregado com a mesma
finalidade que a loc@o. A andlise prévia da estabilidade tem como objetivo verificar possiveis
incompatibilidades dos componentes da formulacao através do emprego de variacdes extremas

de temperatura por um curto prazo (BRASIL, 2008). Essa avaliacdo € imprescindivel, visto que,
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embora ndo estime a vida util do produto, é uma anélise fundamental na triagem e eventual

correcdo das incompatibilidades que possam ocorrer na formulacdo (CASTELI et al., 2008).

Figura 3. Comportamento da lo¢ao-creme durante o estudo da estabilidade preliminar. Formulagédo ap6s
o sexto dia de estudo evidenciando separacdo de fases (A) com consequente separacdo da BOEs da
formulacao (B, asterisco).

Tabela 4. Avaliacdo das formulagdes que foram submetidas a ciclos de aquecimento/congelamento
durante o estudo da estabilidade preliminar
Caracteristicas organolépticas pH Espalhabilidade
Gel Sem alteracdo de cor, aspecto e odor 5,69 + 0,04 2,57 £0,2 cm
Sem glteragao de core qdpr, aspecto 6.62 + 0.06 B
intensamente modificado

Xampu Sem alteracdo de cor, aspecto e odor 6,23 + 0,09 —

M #£ DP: média e desvio padrao

Locao

Caracterizagdo quimica da BOEs

Em termos analiticos, o trabalho envolvendo OEs é mais complexo do que a
utilizacdo de um composto padrdo, pois o OE em si € uma mistura complexa de vdrios
constituintes quimicos entre os quais varios isomeros (LIANG et al., 2023). Neste estudo, a
complexidade atingiu patamares maiores porque envolveu ndo apenas um OE, mas sim uma
mistura de trés OEs para atingir sua eficdcia terap€utica. Portanto, para monitoramento da
estabilidade quimica das formulacdes desenvolvidas era imprescindivel o estabelecimento de
marcadores que evidenciassem a presenca dos OEs envolvidos, ou seja, C. martini, M. x
piperita e V. curassavica.

O ideal é considerar como marcadores quimicos as substancias responsaveis pela
atividade terapéutica do OE, mas isto nem sempre é possivel, considerando a complexidade
destas misturas que compdem cada OE e o possivel sinergismo destas substincias

(LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014). Neste estudo, sabe-se que os marcadores

ativos da atividade anti-inflamatoéria do OE de V. curassavica sdo o trans-Cariofileno € o a-
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Humuleno (BASTING et al., 2019; FERNANDES et al., 2007; LEITE et al., 2021; MARTIM;
MARANHO; COSTA-CASAGRANDE, 2021; PIMENTEL et al., 2012). Entretanto, para os
demais OEs, foram considerados marcadores os compostos caracteristicos presentes em maior
intensidade nos cromatogramas obtidos por CG-EM.

A andlise individual dos OEs por CG-EM (ver Capitulo 1) mostrou que os
compostos mais abundantes no 6leo essencial de C. martini foi o geraniol (79,12% em éarea) e
o acetato de geranila (10,12% em d&rea). Para a M. X piperita, o mentol foi o principal
constituinte (64,71% em area) e para V. curassavica sabe-se que seus marcadores ativos sao o
trans-Cariofileno ¢ o a-Humuleno, porém com intensidade de pico muito baixa (< 0,6% em
area). Sequencialmente a andlise em CG-EM, foi desenvolvida uma CCD com o objetivo de
verificar se os marcadores selecionados (mentol, geraniol, acetato de geranila e frans-
Cariofileno) eram detectaveis na BOEs utilizada. Os compostos presentes na BOEs podem ser

observados no Capitulo 1.

Andlise das formulagoes
Andlise por CCD

A andlise cromatografica por CCD permitiu a identificacdo de pelo menos um
marcador de cada OE, podendo ser empregado como um teste de identificagdo para avaliar a
presenca dos principais marcadores no principio ativo das formulacdes (BOEs). Como
observado anteriormente, a BOEs mostra claramente (em ordem ascendente) a presenca de uma
banda verde correspondente ao geraniol (marcador do OE de C. martini), uma banda azul
correspondente ao mentol (marcador do OE de M. X piperita) e uma mancha rosa
correspondente ao trans-Cariofileno. O trans-Cariofileno € um composto presente no OE de V.
curassavica, porém encontra-se presente também nos outros OEs. Dessa forma, sua banda na
BOEs corresponde a soma da concentracdo de frans-Cariofileno presente nos trés OEs. O a-
Humuleno ndo pode ser monitorado devido a sua baixa concentracdo (0,63% em érea) no OE
de V. curassavica e na BOEs, a qual é formulada com apenas 10% deste OE. Para C. martini,
tanto o geraniol quanto o acetato de geranila sdo compostos caracteristicos deste OE, porém
decidiu-se estabelecer apenas um marcador para cada OE. Desse modo, foi selecionado o
geraniol devido a sua maior concentragao.

O passo seguinte foi desenvolver o ensaio de CCD nas formulag¢des desenvolvidas,
utilizando um controle de cada formulagdo (sem a BOEs) e a formulacdo final. A imagem da

CCD obtida estd apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Cromatoplaca contendo o padrao da BOEs (Mist), em comparac¢io com a extracao realizada
a partir das formulagdes controle (sem a BOEs) e das formulagdes desenvolvidas (gel, locdao e xampu).
Fase mével: diclorometano; fase estaciondria: silica gel 60 F254; revelador: anisaldeido.

A Figura 4 mostra as bandas caracteristicas da BOEs (geraniol, mentol e trans-
Cariofileno) nas formulacdes de gel e locdo e sua auséncia nos respectivos controles.
Entretanto, para a andlise do xampu, a CCD nao pode ser empregada devido a alta concentra¢do
de surfactantes na formulagdo que impedem a extragdo da BOEs por extracao liquido-liquido.
Dessa forma, o ensaio por CCD pode ser utilizado como uma alternativa simples e de baixo
custo para realizacdo do ensaio qualitativo das formulacgdes de gel e locao desenvolvidas neste

estudo, detectando pelo menos um marcador de cada um dos OEs empregados.

Andlise por headspace/CG-EM

Para a andlise de voléteis presentes nas formulacdes, a cromatografia gasosa é a
técnica mais indicada. Neste estudo foi utilizada a cromatografia gasosa com detec¢ao por
massas (CG-EM), devido as vantagens do emprego do detector de massas, que pode ser
utilizado para fins quantitativos e qualitativos simultaneamente.

A andlise por headspace foi empregada na avaliacdo qualitativa do xampu,
considerando os principais marcadores dos OEs e alguns compostos abundantes dentro da
BOEs. Nesta técnica, a formulacao € adicionada juntamente com solu¢do saturada de NaCl em
um frasco, o qual € lacrado e submetido ao aquecimento sob agitacdo constante. Os voldteis

entram em equilibrio entre o “espago morto” (headspace) do frasco e a solucdo contida no
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frasco (GOBATO; LANCAS, 2001; SORIA; GARCfA—SARRIO; SANZ, 2015). A anélise
cromatogréfica € realizada com a captura dos gases presentes no headspace do frasco utilizando
uma seringa apropriada para captura de gases (gastight) e feita a inje¢do manual no CG-EM.
Esta técnica foi utilizada para andlise das formulacdes de xampu e gel. O
cromatograma obtido com a inje¢do do headspace do frasco contendo os volateis presentes no

xampu estd apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Cromatograma do headspace do xampu formulado com a BOES indicando a presenca dos
marcadores quimicos selecionados: mentol (tR = 13,00 min) e geraniol (tR = 16,37 min). Acima, a janela
expandida mostrando a elui¢cdo do trans-Cariofileno (tR = 23,20 min) e do a-Humuleno (tR = 24,51
min).

No cromatograma apresentado na Figura 5, os marcadores de C. martini (geraniol)
e de M. x piperita (mentol) foram facilmente detectados. Todavia, os marcadores ativos da V.
curassavica estdo presentes em quantidades minimas (Figura 5, destaque).

No desenvolvimento das condi¢des de andlise por headspace o objetivo era, a
principio, empregar esta técnica tanto para fins qualitativos quanto quantitativos. Entretanto, os
resultados obtidos com a precisdo para o xampu nao foram satisfatérios para quantificagdao
(auséncia de repeticdo). A esta baixa precisdo é atribuido o fato de que a técnica foi empregada
manualmente, o que requer do operador uma grande habilidade analitica, além dos marcadores
da BOEs serem encontrados em baixos teores na formulagdo. Desta forma, seu emprego s6 foi
validado para fins qualitativos, onde foi possivel a constatacdo da presenca dos marcadores

selecionados para a BOEs (Figura 5).
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Andlise quantitativa dos marcadores presentes no gel por CG-EM

As amostras de gel foram submetidas a extracdo liquido-liquido anteriormente a
andlise por CG-EM e o método foi devidamente validado (mostrando linearidade para o
intervalo de concentracdo estudado, seletividade, precisdo e exatidao). Foram determinadas
apenas as concentracdes de mentol (M. x piperita) e geraniol (C. martini). Os marcadores de
V. curassavica (trans-Cariofileno e a-Humuleno) nao puderam ser monitorados devido as suas
baixas concentragdes (Figura 5) e do trans-Cariofileno ndo ser um marcador exclusivo deste
OE. A Tabela 5 apresenta um resumo das técnicas analiticas empregadas nas andlises

qualitativas e quantitativas das formulacgoes.

Tabela 5. Resumo dos ensaios quimicos utilizados e resultados da estabilidade preliminar

Formulacoes Marcadores Ensaio qualitativo Ens.am. EStal.)lh.d ade
quantitativo preliminar
Gel Geraniol e CCD CG-EM Estavel
Locao CCD Nao realizado Instavel
Xampu mentol Headspace/CG-EM — Estavel

Estabilidade acelerada das formulagoes

Considerando a falta de estabilidade da formulacdo da locdo nos ensaios
preliminares de estabilidade, os ensaios de estabilidade seguiram com as formulagdes de gel e
xampu. Na avaliacdo da estabilidade acelerada, as caracteristicas organolépticas (cor, aspecto e
odor) do gel hidroalcodlico mantiveram-se estaveis. Em relagdo ao xampu, a amostra mantida
na camara climdtica apresentou um leve escurecimento apds 90 dias (Figura 6). O uso de
agentes antioxidantes pode ser uma solucdo para a manuten¢do da cor da formulagao (ISAAC
et al., 2008).

O pH e a andlise de centrifugacdo de ambas as formulacdes ndo apresentaram
varia¢@o ao longo dos 90 dias de estudo. O pH se manteve dentro da faixa de 5,5-6,5 (Tabela
6), valores preconizados pela legislacao brasileira (BRASIL, 2011). A pele apresenta um pH
levemente 4cido (4,6—-5,8) podendo variar, além de outros parametros, entre pessoas do género
masculino e feminino (RAHROVAN et al., 2018). A manutencao do pH da pele € necessaria
uma vez que esse cardter levemente dcido auxilia na protecdo contra micro-organismos
patogénicos. Dessa forma € necessério o desenvolvimento de produtos tépicos adequados para
que ndo haja perturbacdo do pH cutaneo, além de outros fatores (LEONARDI; GASPAR;
CAMPOS, 2002). Do ponto de vista farmacotécnico, alteragdes no pH ao longo do prazo de
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validade de um medicamento podem causar degradacdo do principio ativo com consequente

perda da atividade farmacolégica (KOUASSI; GRISEL; GORE, 2022).

(a) ®

Figura 6. Comportamento do xampu durante o estudo da estabilidade acelerada. Formulag@o controle
(A) e formulagdo com a BOEs mantida em ciAmara climatica (40 °C; 75% umidade) (B) apresentando
um leve escurecimento apds 90 dias de estudo.

Tabela 6. Variacdo média do pH das amostras de gel e xampu ao longo de 90 dias do estudo de
estabilidade acelerada

Gel Controle gel Xampu Controle xampu
Ambiente 5,70+0,11  5,60+0,23 6,30+0,14 6,32 £0,11
Camara climatica 5,71+0,07 5,58+0,03 6,30+0,10 6,12 £ 0,08
Geladeira 561+0,02 572+0,10 6,51+0,19 6,36 + 0,08
Iluminacao 565+0,09 5,68+0,08 646+0,11 6,13 £0,06

M £ DP: média e desvio padrio; *: diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)

O processo de centrifugacio gera um estresse na amostra, simulando um aumento
na forca de gravidade, o que pode auxiliar na verificacdo e correcao de possiveis instabilidades
que a formulacao pode sofrer durante o tempo de prateleira, como precipitacdo do constituintes,
separacdo de fases (geralmente emulsodes), entre outros (ISAAC et al., 2008). De acordo com
Lopes et al. (2019), amostras de xampus de cetoconazol apresentaram instabilidades apos o
processo de centrifugacdo, caracterizadas pela separacao das fases e formacgdo de sedimentos.

Sobre a espalhabilidade do gel (Tabela 7), foi observado que este parametro
também nao apresentou nenhuma variacdo ao longo do estudo. A espalhabilidade é definida
como a expansdo de uma formulacido semissélida sobre a pele, apés um determinado periodo
de tempo, quando submetida a uma determinada forca (BORGHETTI; KNORST, 2006). Essa
avaliacdo reproduz as condicdes de esforco necessdrias para aplicagao da formulagdo na pele e

estd diretamente relacionada com a viscosidade de um produto (SILVA et al., 2019). Os géis
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sdo caracterizados por apresentar boa espalhabilidade, além de serem formulagdes de facil
aplicacio (ROMANHOLE et al., 2020). Entretanto, alteracdes na espalhabilidade de um
produto podem causar rejei¢io pelo consumidor, visto que a aparéncia e a sensa¢do pelo contato
inicial com a pele sdo fatores que influenciam na escolha (MILAN et al., 2007). Emulsdes
formuladas com extrato seco de resveratrol apresentaram aumento na consisténcia da
formulacdo, com consequente diminuicdo na espalhabilidade, devido ao armazenamento em

baixas temperaturas (LANGE; HEBERLE; MILAO, 2009).

Tabela 7. Variagdo média do perfil de espalhabilidade das amostras de gel ao longo dos 90 dias do
estudo de estabilidade acelerada

Gel (cm) Controle (cm)

Ambiente 2,31 +0,08 2,43 +0,09
Camara climatica 2,84 +0,54 2,78 £ 0,34
Geladeira 2,47 +0,27 2,51+0,19
Iluminacao 2,67 +£0,42 2,56 +£0,19

M + DP: média e desvio padrdo; *: diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)

A viscosidade do xampu foi menor na formulag@o, onde variou de 1000 a 3800 cP
(Figura 7A) quando comparada com a amostra controle, que variou entre 2200 e 4600 cP
(Figura 7B). Importante salientar que a adi¢do da BOEs durante a manipulacdo do xampu
promoveu aumento da viscosidade, dispensando a adicdo de NaCl ou de outro espessante.
Entretanto, para o controle a viscosidade foi conferida pela adicdo de NaCl, o que explica a
diferencga de valores entre o controle e a formulagao final.

A viscosidade € definida como uma medida de resisténcia ao fluxo, onde quanto
maior for a viscosidade de um produto, maior serd a for¢a necessdria para produzir o fluxo
(MARRIOTT, 2016). A avaliagdo desse parametro ao longo do prazo de validade auxilia na
verificacdo de certos fatores como a estética do produto, forma de escoamento pela embalagem,
capacidade de espalhamento, entre outros (ALQUADEIB et al., 2018). Segundo Oliveira et al.
(2013), é recomendado que xampus possuam viscosidade de pelo menos 2000 cP e que
comercialmente a viscosidade varia entre 2000 e 5000 cP. Valores de viscosidade acima ou
abaixo desse valor podem interferir na escolha do consumidor (dependendo da finalidade do
uso), ou afetar a saida do produto da embalagem. Contudo, podem ser modificados com ajustes
na formulagdo. Ao longo do estudo de estabilidade, foi observada uma diminuic¢ao significativa
na viscosidade apenas na formula¢cdo mantida em camara climadtica (Figura 7A). Possivelmente,
o valor encontrado esteja abaixo do sugerido pela literatura por conta do estresse causado pelo

armazenamento em altas temperaturas, como reportado por outros autores (BOAROLLI,



68

BENDER, 2019). Desse modo, para uma melhor estabilidade do produto, é recomendado o seu

armazenamento em temperatura ambiente.

@ 4000~ 5000-
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Figura 7. Valores médios do perfil de viscosidade do xampu formulado com a BOEs (A) e o controle
(B) ao longo dos 90 dias do estudo de estabilidade. Condi¢des de armazenamento: F: formulacéo (t0);
C: controle; Fa/Ca: temperatura ambiente; Fc/Cc: cAmara climética; Fg/Cg: geladeira; Fi/Ci: iluminac3o.
*: diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle (p<0,05).

Andlise dos marcadores nas formulagoes

No ensaio de estabilidade acelerada, foi observado que a concentracdo de geraniol
e mentol se manteve estdvel ao longo do estudo (Figura 8A, B). Desse modo, a verificacdo da
presenca do trans-Cariofileno foi feita por CCD, onde foi possivel verificar a banda
correspondente a este composto durante todo o estudo de estabilidade (Figura 8C).

As andlises quantitativas do gel foram realizadas através da determinacao do teor
de mentol (M. x piperita) e geraniol (C. martini). Sobre os demais marcadores da mistura
quantificados por CG-EM, foi observado que as concentragdes de geraniol e mentol também se
mantiveram estaveis ao longo do estudo de estabilidade (Figura 8A, B). Cabe salientar que,
para o OE de V. curassavica, os resultados preliminares de validacdo para determinacio de
trans-Cariofileno nao foram satisfatérios, devido a baixa concentragdo do analito nas

formulacdes e pelo fato do mesmo ndo ser um marcador exclusivo deste OE.
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Figura 8. Quantificacdo por CG-EM das concentracdes de geraniol (A) e mentol (B) nas amostras de
gel durante o estudo de estabilidade. Cromatoplaca com aplicacdo da BOEs e formulagdo de gel
armazenada por 90 dias (C). Fase mével: diclorometano; fase estaciondria: silica gel 60 F254; revelador:
anisaldeido. Condicdes de armazenamento: F: formulagao (t0); Fa: temperatura ambiente; Fc: cAmara
climatica; Fg: geladeira; Fi: iluminacdo. *: diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao
controle (p<0,05).

As andlises qualitativas realizadas por headspace no xampu também mostraram
que, através da % de drea dos cromatogramas, 0s compostos permaneceram estaveis em todas
as condicdes estabelecidas (Figura 9). E sabido que fatores como o aumento da pressio e da
temperatura afetam diretamente a composicao quimica dos OEs (TUREK; STINTZING, 2013)
dentro da formulacdo. No estudo de estabilidade do creme desenvolvido por Baptista (2015), o
autor relata que houve uma perda na concentracio de eugenol (13,1%) na avaliagdo feita por
CG. Na legislacdo brasileira (BRASIL, 2019b) sdo consideradas mudancas significativas no
teor de medicamentos fitoterdpicos quando hd 10% de perda do principio ativo vegetal ou perda
de peso > 5% em um periodo de trés meses. O resultado verificado no presente trabalho mostrou

que as concentracdes dos compostos quantificados no gel estdo de acordo com o valor
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Figura 9. Valores médios da drea dos picos obtidos por headspace nas amostras de xampu ao longo do
estudo de estabilidade. Condi¢des de armazenamento: F: formulacao (t0); Fa: temperatura ambiente; Fc:
camara climdtica; Fg: geladeira; Fi: iluminacdo. *: diferencas estatisticamente significativas em relagdao
ao controle (p<0,05).

Densidade e indice de espuma do xampu

O xampu formulado com a BOEs apresentou uma densidade de 1,026 g/mL e indice
de espuma de 5,6 cm e ndo apresentou variagdo com o controle. A determinacdo da densidade
de um xampu € importante, pois esse parametro auxilia na verificagdo da perda de ingredientes
volateis, como os OEs, ou da incorporacdo de ar na formulacdo (PEREIRA et al., 2020). A
densidade ideal dos xampus liquidos encontra-se na faixa de 1,010-1,020 g/mL (LOURENCO;
LYRA, 2015). Entretanto, valores de densidade diferentes dessa faixa ndo influenciam
diretamente na qualidade e eficdcia dos produtos como mostrou o trabalho desenvolvido por
Silva et al. (2018) em que os valores de densidade variam de 1,030 a 1,080 g/mL. De acordo
com Pereira et al. (2020), o xampu desenvolvido com 6leo essencial de Salvia rosmarinus
Spenn., apresentou densidade entre 1,003—1,019 g/mL, indicando que a adi¢do do dleo essencial

a formulacdo ndo ocasionou altera¢des na densidade do produto final. O mesmo foi relatado
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por Scacheti et al. (2011) no desenvolvimento de xampus com extrato hidroalcodlico de
Capsicum frutescens L.

O poder espumante de um xampu € a principal caracteristica observada pelo
consumidor na hora da compra, embora a capacidade de limpeza do xampu ndo esteja
diretamente associada a quantidade e persisténcia da espuma produzida (RAJ, 2016). Embora
esse seja o fator determinante na hora da compra, um excesso na producio de espuma pode ser
um problema, pois dificulta a retirada do xampu além dos surfactantes sintéticos causarem
irritacao caso entrem em contato com os olhos (AL BADI; KHAN, 2014). Esses fatores devem
ser levados em consideracdo durante o desenvolvimento de um xampu terapéutico, pois a
viscosidade e o tempo de permanéncia da espuma no couro cabeludo, influenciam na eficicia
terapéutica. Por exemplo, para um xampu antimicrobiano, é recomendo que o tempo de
permanéncia da formulacdo seja de no minimo cinco minutos antes do enxdgue (FERREIRA,
2010). O xampu desenvolvido apresenta uma espuma densa e estavel o que, como comentado
anteriormente, é o esperado para um xampu com a finalidade terapéutica. Lima e Comarella
(2012) sugerem a utilizacdo de uma formulagdo desenvolvida com tensoativos hipoalergénicos
para o tratamento da dermatite seborreica; a qual foi adaptada no presente estudo para uma
formulacdo fitoterdpica sem conservantes. A formulagdo livre de tensoativos € descrita no

“Apéndice E”.

Avaliagdo do sistema conservante de formulagoes — Challenge test

O Challenge test consiste na contaminagdo proposital das formulacdes com
diferentes micro-organismos. As amostras sdo avaliadas em intervalos de tempo definidos afim
de verificar se a concentracdo dos conservantes estd adequada ao produto final, uma vez que
esse deve garantir a protecdo e a manuten¢do da estabilidade do produto durante todo o seu
prazo de validade (MELO; DOMINGUES; LIMA, 2018).

Os resultados obtidos através da andlise realizada pelo Challenge test para o gel e
o xampu formulados (Tabelas 8 e 9) mostraram que a BOEs também conferiu propriedade
conservante as formulagdes, visto que a mesma foi capaz de inibir o crescimento dos micro-
organismos utilizados no teste. Os valores obtidos nas andlises estdo de acordo com o

preconizado pela legislacdo (BRASIL, 2019a).
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Tabela 8. Resultados obtidos nas andlises de contagem microbiana para o gel e o xampu apds incubacgio
por tempos de contato (UFC/mL)
Micro-organismos t0 t7 t14 21 28
A. brasiliensis t0: 6,0x10° <10 <10 <10 <10
C. albicans t0: 8,0x10° <10 <10 <10 <10

E. coli t0: 1,3x10% <10 <10 <10 <10
P. aeruginosa t0: 1,8x10° <10 <10 <10 <10
S. aureus t0: 1,1x10° <10 <10 <10 <10

Tabela 9. Log de redugdo (RD) com base na contagem inicial nas amostras de gel e xampu por tempos
de contato (UFC/mL)

Micro-organismos t0 t7 t14 t21 128
A. brasiliensis RD: 5,8 RD:>4,8 RD:>4,8 RD:>4,8 RD: >4,8
C. albicans RD: 5,9 RD:>49 RD:>49 RD:>49 RD:>49

E. coli RD: 6,1 RD:>5,1 RD:>5,1 RD:>5,1 RD:>5,1
P. aeruginosa RD: 6,2 RD:>5,2 RD:>5,2 RD:>5,2 RD:>52
S. aureus RD: 6,0 RD:>5,0 RD:>5,0 RD:>5,0 RD:>5,0

Devido a ampla aplicacdo dos parabenos, problemas ambientais comegaram a surgir
como, por exemplo, a contaminacao da d4gua (BOLUJOKO et al., 2021; HAMAN et al., 2015).
Além disso, foram relatadas correlagdes entre o acimulo de parabenos em tumores metastiticos
de mama (DOWNS et al.,, 2023). O desenvolvimento de produtos livres de parabenos €
promissor, pois, além de ndo afetarem a saide dos usudrios, auxiliam na diminui¢do da
contamina¢do ambiental e colaboram com o principal objetivo da chamada “quimica verde”
(CONSTABLE, 2021). A utilizacao dos OEs como substituinte dos conservantes sintéticos em
formulacdes € promissora, visto que essas substincias sdo amplamente conhecidas por suas
propriedades antimicrobianas e, em alguns casos, sua baixa toxicidade (DREGER; WIELGUS,
2013). De acordo com Herman et al. (2013), a atividade antimicrobiana dos OEs de Lavandula
officinalis Chaix, Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel e Cinnamomum verum J.
Presl foi superior quando comparada com a¢do do metilparabeno contra 0os micro-organismos
utilizados no Challenge test. Outros estudos (GAJIC; BOSKOV; SAVIC, 2021; GONTAR;
HERMAN; OSINSKA, 2021; KACZMARCZYK et al., 2015; MUYIMA et al., 2002) também
mostraram a eficdcia de diferentes OEs em formulagdes de creme contra o grupo de micro-
organismo utilizados nessa analise. Os autores mencionam que, a partir desses resultados, as
espécies medicinais e aromdticas podem ser recomendadas como conservantes naturais em

cosméticos.
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Conclusoes

Os resultados do presente estudo mostraram que as formulacdes de gel e xampu
desenvolvidas com uma BOEs composta de C. martini e M. X piperita, ativos contra M. furfur,
e do OE anti-inflamatdério de V. curassavica permaneceram estdveis ao longo de todo o estudo
de estabilidade. Embora o xampu tenha apresentado uma leve mudancga na cor e na viscosidade,
esses fatores ndo interferiram na estabilidade final da formulacdo. Através do Challenge test,
realizado para ambos os produtos, foi possivel demonstrar que a BOEs foi apta a inibir os micro-
organismos utilizados no teste, atuando de maneira eficaz como uUnico conservante nas
formulacdes. Assim, além da atividade anti-M. furfur apresentada pela BOEs, o emprego da
mesma pode também ser sugerido como conservante natural em cosméticos, em substituicao
aos sintéticos. O uso de um ingrediente natural ativo em formulacdes de gel capilar e xampu
representa uma poderosa ferramenta no tratamento da dermatite seborreica, sem agressoes

quimicas aos usudrios e também ao meio ambiente.
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Capitulo 3
Determinacio in vitro da susceptibilidade do biofilme de Malassezia furfur a diferentes

antimicrobianos de uso comercial

Resumo

Os biofilmes sdo aglomerados celulares complexos e de dificil remog¢do, que geram problemas
em diversos setores. No ambito da sadde, essas estruturas sao conhecidas por gerar
complicac¢des nos quadros clinicos das patologias como, por exemplo, colonizando cateteres
endovenosos. Devido a sua morfologia e fisiologia diferenciada, a acdo de agentes
antimicrobianos € extremamente dificultada. Malassezia furfur € uma levedura conhecida como
o agente etioldgico da dermatite seborreica e por causar, em casos mais graves, complicacdes
em pacientes imunocomprometidos pela formacao de biofilme em cateteres endovenosos. Os
relatos na literatura quanto a acdo dos antimicrobianos sobre o biofilme de M. furfur ainda sio
escassos. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a a¢do de cinco diferentes
antimicrobianos (anfotericina B, cloranfenicol, cetoconazol, fluconazol e nistatina) sobre a
inibicao da formacdo e na erradicagdo do biofilme formado por M. furfur. De acordo com os
resultados obtidos, a porcentagem de inibi¢do foi maior para o cloranfenicol (=84%), seguido
de cetoconazol (=83%), nistatina (=60%) e anfotericina B (=13%). Quanto ao efeito na
erradicacdo do biofilme formado, a maior porcentagem de foi a do cloranfenicol (=50%),
seguido por cetoconazol (=49%) e nistatina (=48%). A anfotericina B ndo teve efeito na
erradicacdo do biofilme, enquanto o fluconazol ndo causou mudancas significativas na inibicao
ou na erradicacdo do biofilme de M. furfur. Portanto, com excecdo do fluconazol, todos os
antimicrobianos avaliados apresentaram efeitos inibitérios sobre o biofilme de M. furfur, seja
na sua formagdo e/ou erradicacdo. Embora os resultados alcancados com o cloranfenicol
tenham se destacado, ainda sdo necessarios estudos complementares in vitro € in vivo para a
inclusdo deste farmaco na terapéutica da dermatite seborreica devido a sua toxicidade, em
especial sobre a medula 6ssea.

Palavras-chave: cloranfenicol; leveduras; biofilme; suscetibilidade in vitro; antiftingicos.
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Introducao

Os biofilmes sdo aglomerados celulares complexos e estruturados como forma de
sobrevivéncia dos micro-organismos a ambientes que prejudicam o seu desenvolvimento
(TRETER; MACEDO, 2011). A formag¢ao do biofilme se d4 através da adesao das células a
uma superficie (bidtica ou abidtica) gerando, ao longo da sua maturagdo, agregados celulares
que sao visiveis a olho nu (TRUBENOVA et al., 2022). Essas comunidades podem ser
formadas por uma ou vdrias espécies de micro-organismos (WADE et al., 2023), facilitando a
transferéncia de genes que promovem a resisténcia das células as estratégias de erradicacao
microbiana (SWANSON, 2022).

Malassezia € um género composto por leveduras basidiomicetos, caracterizadas por
uma parede celular espessa, que ocorrem como comensais na pele e na mucosa de humanos e
outros animais de sangue quente (CAFARCHIA et al., 2011; PROHIC et al., 2016; THEELEN
et al., 2018) Sdo consideradas como a tnica e mais abundante espécie de leveduras a habitar a
microbiota cutinea humana de forma comensal (PROHIC et al., 2016; SPARBER et al., 2019)
e, com excecdo de M. pachydermatis, todas as espécies do género sdo lipidio-dependentes
(PEDROSA; LISBOA; RODRIGUES, 2014). Dentre os disturbios ocasionados por Malassezia
a pele destaca-se, principalmente, a caspa e a dermatite seborreica provocada por M. furfur
(SIBI; SILVANOSE; JIBIN, 2023). Além disso, € relatado na literatura a capacidade de M.
Sfurfur em formar biofilme (ANGIOLELLA et al., 2018) e que, em situagdes mais graves, esta
espécie estd associada a fungemia em pacientes imunocomprometidos em cateteres
endovenosos (BARBER et al., 1993; KANEKO et al., 2012). Assim, devido as complicacgoes a
saide humana, € fundamental a aplicac@o de praticas sanitdrias que previnam a formacao dos
biofilmes.

Os antimicrobianos sintéticos desempenham papel fundamental na eliminacdo de
diferentes micro-organismos e seus biofilmes, porém sua acdo acaba sendo dificultada pelos
mecanismos de resisténcia (JAFFAR, 2022). As caracteristicas fisiolégicas e fenotipicas do
biofilme sdo diferentes das células planctonicas, ocorrendo uma maior expressdao das bombas
de efluxo e alteracOes na composicao da membrana/matriz (RAMAKRISHNAN et al., 2022).
Em func¢do dessas particularidades, incluindo as mutagdes provocadas pela constante troca de
material genético, os antimicrobianos utilizados na clinica encontram dificuldade de agdo
mesmo em concentracdes mais altas do que as utilizadas para controle das células planctonicas
(TRUBENOVA et al., 2022). Vale ressaltar que, mesmo que um antimicrobiano apresente

efeito contra a célula planctonica de um organismo, quando o mesmo cresce em um biofilme,
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ele pode se tornar resistente ao tratamento (LIAQAT; SUMBAL; SABRI, 2009). Isso ocorre
pelo fato das drogas ndo alcancarem todas as camadas de células presentes no biofilme.

Como forma de combater a resisténcia desses micro-organismos, alguns autores
tém discutido sobre a reintrodugdo de certos antibidticos, descartados anteriormente devido aos
seus efeitos toxicos, como uma alternativa na forma de tratamento (DRAGO, 2019; LIAQAT;
SUMBAL; SABRI, 2009; THEURETZBACHER; PAUL, 2015; TIAN et al., 2022; ZAYYAD
et al., 2017). Nesse ambito, o cloranfenicol ja foi reportado como efetivo contra as células
planctonicas de M. furfur (JOSEPH et al., 2015) e o biofilme de algumas espécies (DIAS-
SOUZA; SOARES; SANTOS, 2017; DRAGO, 2019; LIAQAT; SUMBAL; SABRI, 2009;
RAY et al., 2017). Contudo, as informacdes a respeito da acdo de antimicrobianos sintéticos
sobre o biofilme de M. furfur ainda sdo restritos na literatura. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a a¢do de cinco antimicrobianos na inibi¢do da formagdo e na erradicacao

do biofilme formado por M. furfur.

Material e Métodos
Agentes antimicrobianos

Os ensaios foram realizados com os antimicrobianos anfotericina B (Sigma-
Aldrich), cloranfenicol (Acros Organics), cetoconazol (Sigma-Aldrich), fluconazol (Neon) e
nistatina (Sigma-Aldrich). As solucdes foram preparadas utilizando 10 mg dos antimicrobianos
diluidos em 10 mL de agua destilada estéril. Apds a dilui¢do, as amostras foram filtradas em
filtro 0,22 mm com o auxilio de uma seringa, transferidas para frascos de microcentrifuga e

mantidas em freezer (-6 °C) até o momento das analises.

Preparacdo das placas e do inéculo

Em microplacas estéreis de 96 pocos com fundo em “U” foram depositados 100 uL
do meio RPMI-1640 suplementado (g/L): extrato de malte 5; peptona 10; Tween 20 5; Tween
80 0,5; glicerol 10; bile bovina 5; glicose 18 e 100 uLL dos antimicrobianos no primeiro poco
de cada coluna. Dilui¢Oes seriadas foram realizadas através da homogeneiza¢do do material
contido no primeiro poco, seguido da transferéncia de 100 pL para o segundo pogo e assim
sucessivamente até o ultimo pogo sendo os 100 pL finais desprezados. As diluicdes foram
realizadas em uma faixa de concentragao de 0,002—0,25 mg/mL. Em seguida foram adicionados
100 pL do inéculo de Malassezia furfur ATCC 14521 (Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia André Tosello), cuja densidade Otica (Abs) foi acertada entre 0,08 e 0,1 em

espectrofotdmetro a 530 nm, seguido da diluicdo para uma concentragio final de 10°



77

células/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h. Foram adicionados aos ensaios o

controle de esterilidade do meio de cultura, das amostras e do indculo.

Inibicdo da formagdo de biofilme

As analises foram realizadas de acordo com o método de microdilui¢cdo, conforme
descrito anteriormente. Passado o periodo de incubagdo, o meio de cultura contido nos pogos
foi retirado, seguido de lavagem dos pocos com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%) para
remocgao das células planctonicas e de secagem em estufa a 60 °C por 1 h. O biofilme formado
foi corado com solu¢do de Cristal Violeta (0,4%) por 15 min e, apds lavagem com &agua
corrente, foi solubilizado com DMSO (200 uL/pogo). Apdés 1 h, foi realizada leitura de
absorbancia das placas em leitor de microplaca (GloMax) a 540 nm (LIZCANO, 2015). As

andlises foram feitas em triplicata.

Erradicacdo do biofilme formado

As microplacas foram montadas depositando apenas o meio de cultura, seguido do
inéculo de M. furfur a 10° células/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e, passado
o periodo de incubag¢do, o meio de cultura contido nos pogos foi retirado, permanecendo apenas
o biofilme formado. Sobre essa camada de biofilme foi realizada a microdiluicao das amostras,
conforme descrito anteriormente, nas mesmas concentracdes especificadas (0,002-0,25
mg/mL) seguido da re-incubacgdo das placas a 37 °C por 48 h. Passado o periodo de incubacgao,
foi realizado o mesmo processo utilizado no ensaio sobre a acdo na formagdo do biofilme, ou
seja, lavagem com solucdo salina estéril, aplicacdo de Cristal Violeta, solubilizacdo e leitura
em leitor de microplaca. As leituras foram convertidas em porcentagens correspondentes a
quantidade de biofilme inibido ou erradicado segundo a férmula: ([absorbancia do poco com
amostra — absorbancia do controle] x 1 / absorbancia do controle do micro-organismo —

absorbancia do controle da placa) (LIZCANO, 2015). As anélises foram feitas em triplicata.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise do biofilme por MEV foi realizada no Laboratério de Microscopia
Eletronica (LME) do IB/UNICAMP.

Para a andlise do biofilme foram utilizados fragmentos de vidro (4 x 8 mm)
esterilizados previamente em autoclave (121 °C, 15 min). Esses fragmentos foram adicionados
nos compartimentos das placas de 96 pocos. Os fragmentos foram retirados dos pogos, lavados

rapidamente com solucao salina estéril 0,9% para remog¢do do excesso de meio de cultura e das
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células planctonicas. Em seguida, foram imersos em tubos de microcentrifuga contendo 1,0 mL
de glutaraldeido a 2,5% (v/v) em solu¢do tampao de cacodilato de sédio (0,1 M; pH 7,3) para
fixacdo, por 24 h. Apés este periodo, o material foi lavado com solucdo tampao de cacodilato
de sédio (0,1 M; pH 7,3) duas vezes por 20 min e pos-fixado em tetroxido de 6smio a 1% (v/v)
em solu¢do tampao de cacodilato de sédio (0,1 M; pH 7,3) por 1 h. Em seguida, as amostras
foram lavadas com solucdo tampao de cacodilato de sédio (0,1 M; pH 7,3) duas vezes por 20
min e desidratadas em gradiente de acetona (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%, sendo que na
ultima concentragdo as amostras foram lavadas trés vezes), por 10 min em cada concentragdo
(SILVEIRA, 2015). Finalmente, as amostras presentes nos fragmentos de vidro foram secas
pela técnica do ponto critico de CO> no equipamento Balzers - modelo CPD 030. Os fragmentos
foram montados em suportes metalicos e recoberto com ouro coloidal por 200 seg no
equipamento Bal-Tec - modelo SCD 050. A andlise e o registro eletromicrografico foram

realizados no microscopio eletronico de varredura LEO - modelo VP 435, operado a 20 kV.

Andlise estatistica
Os resultados foram comparados usando o teste ANOVA considerando o nivel de

significancia de p<0,05. Todas as andlises foram feitas no programa GraphPad Prism 8.0.

Resultados e Discussao

Considerando os resultados obtidos para os antimicrobianos selecionados, a
porcentagem de inibi¢do da formagdo do biofilme foi maior para o cloranfenicol (=84%), que
apresentou atividade na faixa de 0,008-0,25 mg/mL, seguido de cetoconazol (=83%) e nistatina
(260%), que tiveram atividade na faixa de 0,06-0,25 mg/mL (Figura 1A). Abaixo desta
concentracdo, os antimicrobianos nao apresentaram atividade inibitéria. A anfotericina B
mostrou atividade apenas na concentracdo de 0,25 mg/mL (=13%) enquanto nenhum efeito foi
observado para o fluconazol. Através das imagens de MEV pode ser observado que o biofilme
de M. furfur é caracterizado pela presenca de diversos aglomerados de células ovais recobertos
pela matriz polimérica extracelular (Figura 2A). As imagens referentes ao ensaio de inibicao da
formacao de biofilme na presenca dos antimicrobianos (Figura 2B—D) mostram que houve uma
diminui¢do dos aglomerados celulares, com a presenca de algumas células planctonicas (Figura
2, setas) e de artefatos (Figura 2, asteriscos). Embora isso também possa ser observado para a
amostra submetida ao fluconazol (Figura 2C), a inibi¢do causada por esse antiftingico nao foi

significativa (Figura 1A). Nas amostras tratadas com cetoconazol (Figura 2E e 2F) e



79

anfotericina B (Figura 2G e 2H) pode ser notada a presenca de aglomerados de células
aparentemente integras, o que nao foi encontrado para os demais antimicrobianos testados.
Quanto ao efeito sobre a erradicacdo do biofilme formado (Figura 1B), os
antimicrobianos apresentaram atividade na mesma faixa de concentragdo observada no ensaio
de inibicdo de sua formacdo, com excecdo da anfotericina B. A maior porcentagem de
erradicacdo foi observada para o cloranfenicol (=50%), seguido do cetoconazol (=49%) e
nistatina (=48%). As imagens de MEV (Figura 3) mostram que as células mantiveram seu
formato oval e uma organizacdo padrdo, estando recobertas por uma matriz polimérica
extracelular. Quando comparada a amostra do biofilme sem tratamento (Figura 3A) com as
tratadas com os antimicrobianos (Figura 3B—F) foi possivel notar uma maior desorganizagdo

do biofilme tratado com cloranfenicol (Figura 3B).
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Figura 2. Eletromicrografias de varredura do ensaio de inibicao dos antimicrobianos sobre o biofilme
de M. furfur. Biofilme sem tratamento mostrando diversos aglomerados celulares com células unidas e
recobertas pela matriz polimérica extracelular (A). Biofilme apds tratamento com cloranfenicol (B),
fluconazol (C), nistatina (D), cetoconazol (E, F) e anfotericina B (G, H). Células planctdnicas (seta),
artefatos (asterisco). Barras: A, B, C, D, E, G=50 pm; F, H=5 um.
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Figura 3. Eletromicrografias de varredura do ensaio de erradicagdo dos antimicrobianos sobre o
biofilme de M. furfur. Biofilme sem tratamento mostrando diversos aglomerados celulares com células
unidas e recobertas pela matriz polimérica extracelular (A). Biofilme apds tratamento com cloranfenicol
(B), fluconazol (C), nistatina (D), cetoconazol (E) e anfotericina B (F). Barras: A—F = 50 um.

A acdo da anfotericina B, cetoconazol, fluconazol e nistatina sob a forma
planctonica de M. furfur é conhecida e relatada na literatura (GALVIS-MARIN et al., 2017;
GUPTE; GAIKWAD; NAIK, 1999; HADRICH; AYADI, 2018; ROMALD et al., 2020;
WANG et al., 2020). Entretanto, as informacdes a respeito da atividade desses antifiingicos
sobre o biofilme de M. furfur é restrita. A maioria dos estudos realizados com essa finalidade
utilizaram outras espécies de Malassezia, como Malassezia pachydermatis, agente etiologico

da dermatite seborreica em caes e gatos (BRILHANTE et al., 2018; BUMROONGTHAI et al.,
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2016; CONKOVA et al., 2022; FIGUEREDO; CAFARCHIA; OTRANTO, 2013; JERZSELE
et al., 2014). Os resultados desses estudos mostraram que os antifingicos utilizados
apresentaram efeito inibitorio sobre as células planctonicas de M. pachydermatis. Porém, em
alguns casos, nem sempre sao efetivos contra a forma de biofilme (BRILHANTE et al., 2018;
BUMROONGTHALI et al., 2016; CONKOVA et al., 2022; FIGUEREDO; CAFARCHIA;
OTRANTO, 2013; JERZSELE et al., 2014), assim como observado no presente estudo com o
fluconazol. A respeito da acdo do fluconazol sobre o biofilme de espécies de Malassezia
causadoras de pitiriase versicolor (M. furfur, M. globosa e M. sympodialis), Chebil et al. (2022)
observaram que a acdo de determinadas enzimas facilita a formacdo do biofilme, além de
reduzirem a acdo do fluconazol.

Os antifungicos estudados agem promovendo o aumento da permeabilidade da
membrana, levando a abertura de canais com consequente extravasamento de ions. Isso ocorre
devido a ligacdo dos farmacos ao ergosterol das membranas celulares dos fungos, como os
polienos (anfotericina B e nistatina) (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009;
LOMBARDI; OUANOUNOU, 2020) ou agindo na via de sintese do ergosterol, como os
imidazéis (cetoconazol e fluconazol) (BEGGS; ANDREWS; SAROSI, 1981).

Dentre todos os antimicrobianos avaliados, o cloranfenicol apresentou os melhores
resultados tanto de inibi¢do da formacao, como na erradicacdo do biofilme formado. Embora
ndo seja o farmaco de escolha para o tratamento de doengas causadas por fungos, o
cloranfenicol age inibindo a sintese proteica em células procaridticas e, em menor grau, nas
células eucaridticas (MACDOUGALL; CHAMBERS, 2011). Em fungos o mecanismo ainda
ndo é totalmente conhecido, visto que os micro-organismos eucariotos t€m ribossomos com
subunidades diferentes dos procariotos. Provavelmente, a inibi¢do seletiva da sintese proteica
seja o fator responsdvel pela atuacdo do cloranfenicol em bactérias e em fungos (FOSTEL,;
LARTEY, 2000). Nozaka et al. (2019) ainda sugerem que o cloranfenicol possa ter um alvo
molecular devido a interferéncia promovida na divisdo celular e nos fatores de diferenciacao do
fungo Magnaporthe oryzae. No estudo desenvolvido por Joseph et al. (2015), os autores
verificaram que o cloranfenicol foi efetivo na inibicdo da forma planctonica de algumas
leveduras, incluindo M. furfur, em diferentes concentracoes.

Entretanto, como também € ressaltado por Joseph et al. (2015), apesar do
cloranfenicol ser um farmaco de facil aquisicdo comercial existem relatos sobre graves efeitos
adversos ao seu uso. Os principais maleficios incluem anemia apléstica, causada por alteracdao
do funcionamento da medula com consequente reducdo da producgdo de glébulos vermelhos e

brancos e carcinogenicidade genotéxica (HANEKAMP; BAST, 2015; ROSENKRANZ, 1988).
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Sao condi¢des consideradas raras, em doses terapéuticas ou doses elevadas, e foram reportadas
quando o cloranfenicol foi administrado por via intravenosa (DRAGO, 2019). Atualmente, o
cloranfenicol € utilizado em colirios para o tratamento de infec¢des oculares (DRAGO, 2019;
CAVE, 2021). Antibidticos anteriormente descartados da terap€utica devido a sua toxicidade,
como cloranfenicol, tetraciclina, aminoglicosideos, dentre outros, estdo sendo reintroduzidos
como forma de tratamento devido a alta resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos
habitualmente utilizados (LIAQAT; SUMBAL; SABRI, 2009). Embora esses sejam fatores que
possam despertar o interesse no desenvolvimento de formulagdes contendo cloranfenicol, ainda
sd0 necessarios diversos estudos in vitro e in vivo para que seja comprovada a seguranca desse

farmaco nas concentragdes ativas observadas no presente estudo.

Conclusoes

Com excec¢ao do fluconazol, todos os antimicrobianos avaliados apresentaram acao
sobre a inibi¢do e/ou erradicacdo do biofilme de M. furfur. Através das imagens geradas por
MEV, foram observados os efeitos sobre a inibi¢do/erradicacao do biofilme, principalmente das
amostras tratadas com o cloranfenicol. Apesar desse farmaco ser utilizado restritamente em
formulacdes oftdlmicas, estudos que abordem a sua agdo anti-biofilme sdo importantes.
Estratégias de eliminacdo de biofilmes s3o necessarias devido a dificuldade dos
antimicrobianos agirem nessas estruturas em decorréncia da sua fisiologia diferenciada e,

principalmente, dos seus mecanismos de resisténcia.
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Consideracoes finais

O presente trabalho contribui com informacdes sobre a acdo de diferentes Sleos
essenciais (OEs) no tratamento da dermatite seborreica. Embora sejam relatadas as
propriedades farmacoldgicas dessas substancias no quadro clinico doenga, as informagdes a
respeito da acdo sobre Malassezia furfur (principal agente etiol6gico) ainda sdo restritas. Pela
primeira vez € relatada a acdo antifiingica dos OEs de algumas espécies nativas contra M. furfur
como Achyrocline saturejoides, Cyperus articulatus, Elionurus muticus, Eugenia sp., Eugenia
uniflora, Porophyllum ruderale e Xylopia aromatica. Dentre essas espécies A. saturejoides, C.
articulatus e E. uniflora também apresentaram efeitos na inibicdo e erradicac¢io do biofilme de
M. furfur. Esses resultados fornecem informag¢des de compostos que podem auxiliar na remog¢ao
de biofilmes uma vez que, em vista da resisténcia aos antimicrobianos utilizados atualmente,
existe uma grande dificuldade para a eliminacdo dessas estruturas.

Através da combinacdo dos OEs de trés espécies (C. martini, M. X piperita e V.
curassavica) foram observadas propriedades como o efeito antifiingico contra a forma
planctonica e de biofilme de M. furfur, anti-inflamatdria (através da reducdo dos niveis de TNF-
o), ndo-mutagénica (sobre a bactéria S. typhimurium), conservante (observado na inibicdo do
crescimento dos micro-organismos selecionados no Challenge test) e de ndo ser citotoxica (por
ndo afetar a viabilidade celular de queratindcitos humanos e dos macréfagos derivados de
medula 6ssea).

Com base nesses resultados, foram desenvolvidos um gel, uma lo¢do e um xampu
com a blenda de 6leos essenciais (BOEs) selecionada além de métodos cromatograficos capazes
de monitorar a presenca da BOEs nas formulacdes. Com excecdo da locdo, as demais
formula¢des permaneceram estdveis ao longo de todo o estudo de estabilidade acelerada. O
interesse pelo desenvolvimento de formulacdes com principios ativos naturais vém crescendo
ao longo dos anos. Especificamente no tratamento da dermatite seborreica, estudos com essa
finalidade sdo importantes devido a cronicidade da doenca. Dessa forma, o uso de produtos
naturais € vantajoso devido ao seu baixo valor aquisitivo e por serem menos danosos ao meio
ambiente e ao paciente, por apresentarem uma janela terapéutica segura em seres humanos.

Os antifingicos sintéticos também sdo amplamente utilizados no tratamento da
dermatite seborreica e, através dos resultados mostrados no presente estudo, também foi
observado o efeito do cetoconazol, nistatina e cloranfenicol sobre a inibi¢do e erradicagcdo do
biofilme de M. furfur. Investigacdes com esse objetivo também sdo importantes, visto que a

literatura mostra apenas o efeito dessas substancias sobre a forma planctonica de M. furfur. No
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entanto, embora esses resultados sejam promissores, ainda sdo necessarios mais estudos que
comprovem a seguranca clinica dessas substancias para que haja, eventualmente, a sua

incorporagdo no tratamento da dermatite seborreica.
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Apéndice A

Tabela Al. Rendimento em OEs das plantas medicinais e aromaticas estudadas que nao

apresentaram atividade antiftingica frente a levedura M. furfur

Espécie Parte utilizada Rendimento (% )*

A. gratissima Inflorescéncia 0,72

A. annua Folha 0,45

B. crispa Folha 0,58

B. orellana Semente 2,30
C. aurantiifolia Fruto -
C. langsdorffii Caule -
C. sativum Semente -
C. citriodora Folha -

E. globulus Folha 2,44
E. staigeriana Folha -

E. florida Folha 0,31
1. verum Fruto -

L. alba Folha 1,60
M. alternifolia Folha -

P. microphyllus Folha 0,40
P. anisum Folha -

S. chamaecyparissus  Inflorescéncia 0,15

V. curassavica Folha 1,03

* Relacao massa de planta (g) / massa de 6leo essencial (g)
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Apéndice B

Tabelas B1. Composicdo quimica dos OEs que apresentaram atividade inibitéria no
crescimento de M. furfur e do 6leo de V. curassavica obtido por CG-EM. #: nimero do pico;
tR (min): tempo de retencdo em minutos; IR cal.: indice de retencdo calculado com base a uma

série de n-alcanos; IR lit.: indice de reten¢ao com base na literatura (ADAMS, 2007)

A. saturejoides

# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
2 5,48 o-Pineno 29,65 936 932
3 5,78 Canfeno 0,33 947 946
4 6,50 B-Pineno 0,30 975 974
5 7,91 p-Cimeno 0,43 1022 1020
6 8,06 D-Limoneno 0,80 1026 1024
7 8,14 Eucaliptol 0,71 1029 1026
8 8,34 B-cis-Ocimeno 0,67 1034 1032
9 21,87 a-Copaeno 4,74 1374 1374
10 23,79 B-Cariofileno 26,11 1420 1417
11 24,40 B-Gurjuneno 1,37 1436 1431
12 25,11 o-Cariofileno 15,09 1453 1452
13 25,29 allo-Aromadendreno 0,89 1458 1458
14 25,94 v-Gurjuneno 2,23 1474 1475
15 26,29 B-Selineno 1,78 1483 1489
16 26,65 0-Selineno 1,96 1492 1492
17 26,87 o-Muuroleno 1,29 1497 1500
18 27,40 o0-Amorfeno 1,63 1511 1511
19 27,81 0-Cadineno 3,62 1521 1522
20 28,19 Zonareno 0,72 1531 1528
21 28,30 o-Cadineno 0,40 1534 1537
22 28,44 Selina-3,7(11)-diene 1,13 1538 1545
23 30,01 Oxido de cariofileno 2,24 1578 1582

B. dracunculifolia

# tR (min) Composto Area (%) IRcal. IRIit.
2 5,39 a-Pineno 1,34 932 932
3 6,51 -Pineno 1,81 976 974
4 6,86 B-Mirceno 0,27 989 988
5 8,07 D-Limoneno 3,59 1027 1024
6 20,74 a-Cubeno 0,74 1346 1348
7 21,82 a-Copaeno 0,81 1372 1374
8 22,51 B-Elemeno 0,67 1389 1389
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9 23,21 a-Gurjuneno 0,71 1406 1409
10 23,66 Cariofileno 8,34 1417 1417
11 23,98 B-Copaeno 0,63 1425 1430
12 24,39 Aromadendreno 2,22 1435 1439
13 24,85 cis-Muurola-3,5-diene 0,54 1447 1448
14 24,97 o-Humuleno 2,02 1450 1452
15 25,22 allo-Aromadendreno 1,35 1456 1458
16 25,33 cis-Muurola-4(14),5-diene 0,79 1459 1465
18 25,99 y-Muuroleno 2,56 1475 1478
19 26,16 Amorpha-4,7(11)-diene 8,36 1480 1479
20 26,22 m/z 204 0,88 1481 -
21 26,31 o-Amorfeno 0,68 1483 1483
22 26,51 epi-Biciclosesquifelandreno 0,66 1488 1493
24 26,89 o-Muuroleno 1,55 1498 1500
27 27,42 46-Amorfeno 2,52 1511 1511
28 27,84 0-Cadineno 7,42 1522 1522
29 28,29 o-Cadineno 0,50 1534 1537
30 28,49 o-Calacoreno 0,52 1539 1544
31 29,59 cis-Nerolidol 18,07 1567 1561
32 29,99 Espatulenol 11,15 1578 1577
34 30,80 m/z 204 0,83 1599 -
35 31,03 m/z 204 0,63 1605 -
36 31,72 epi-Cubenol 0,46 1624 1627
38 32,23 epi-a-Muurolol 0,96 1638 1640
39 32,68 a-Cadinol 0,82 1650 1652

C. cassia

# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.

2 5,38 1R-a-Pineno 0,07 933 932

3 5,76 Canfeno 0,05 947 946

4 6,02 Benzaldeido 0,73 958 952

5 8,50 Salicilaldeido 0,20 1040 1039

6 11,02 m/z 122 0,59 1115 -

8 13,08 Borneol 0,11 1165 1165

9 16,23 o-Anisaldeido 0,60 1239 1239
11 17,66 trans-Cinamaldeido 85,04 1273 1270
13 18,94 Alcool cinamilico 0,15 1300 1303
15 21,80 a-Copaeno 0,23 1372 1374
16 24,18 Cumarina 1,09 1429 1432
17 24,64 Acetato cinamilico 1,61 1441 1443
19 27,72 0-Cadinene 0,13 1516 1522
20 28,09 o-Metoxi cinamaldeido 8,95 1526 1527
21 29,31 trans-Nerolidol 0,11 1560 1561
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C. verum
# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
1 5,20 a-Tujeno 0,04 925 924
2 5,38 o-Pineno 0,52 932 932
3 5,75 Canfeno 0,18 947 946
4 6,03 Benzaldeido 0,10 958 952
5 6,48 B-Pineno 0,16 975 974
6 6,84 B-Mirceno 0,06 989 988
7 7,27 o-Feladreno 0,61 1004 1002
8 7,64 a-Terpineno 0,08 1015 1014
9 7,89 p-Cimeno 0,67 1022 1020
13 13,55 4-Terpineol 0,08 1174 1174
15 17,42 trans-Cinamaldeido 1,10 1268 1267
16 18,15 Safrol 1,11 1285 1285
17 21,06 Eugenol 81,07 1355 1356
19 21,87 a-Copaeno 0,59 1374 1374
20 23,60 B-Cariofileno 2,96 1417 1417
21 24,62 Acetato cinamilico 1,40 1442 1443
22 24,93 o-Humuleno 0,53 1450 1452
23 26,58 Viridifloreno 0,09 1491 1496
24 27,71 6-Cadineno 0,14 1520 1522
25 27,93 Acetato de eugenol 2,16 1526 1521
26 29,94 Oxido de cariofileno 0,56 1578 1582
27 36,53 Benzoato de benzila 3,08 1760 1759
C. citratus
# tR (min) Composto Area (%) IRcal. IR lit.
3 5,39 a-Pineno 0,09 932 932
4 5,76 Canfeno 0,50 947 946
6 6,86 Mirceno 0,22 989 988
7 8,05 Limoneno 0,62 1026 1024
8 8,33 B-cis-Ocimeno 0,17 1034 1032
9 8,69 B-trans-Ocimeno 0,10 1044 1044
10 9,53 m/z 142 0,56 1069 -
11 10,56 Linalol 1,82 1098 1095
13 12,62 Citronelal 0,52 1150 1148
21 15,72 Citronelol 0,34 1226 1223
22 16,18 Neral 31,32 1238 1235
23 16,87 Geraniol 7,85 1254 1249
24 17,42 Geranial 40,40 1267 1264
27 22.25 Acetato de geranila 4,51 1383 1379
28 23,60 trans-Cariofileno 2,07 1415 1417
29 24,80 trans-Isoeugenol 0,22 1446 1448
30 24,94 a-Humuleno 0,26 1449 1452
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32 27,38 d-Amorfeno 1,23 1510 1511
33 27,74 0-Cadineno 0,31 1520 1522
35 29,98 Oxido de cariofileno 1,13 1577 1582
C. martini
# tR (min) Composto Area (%) IR cal IR lit.
2 6,77 Mirceno 0,23 989 988
3 8,24 B-cis-Ocimeno 0,53 1034 1032
4 8,59 B-trans-Ocimeno 1,65 1045 1044
5 10,44 Linalol 1,71 1099 1095
6 16,72 Geraniol 79,12 1253 1249
7 17,33 Geranial 0,35 1268 1264
8 22,13 Acetato de geranila 10,12 1383 1379
9 23,44 Cariofileno 2,23 1411 1417
C. winterianus
# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
1 7,96 D-Limoneno 2,95 1027 1024
2 10,44 Linalol 0,76 1099 1095
3 12,20 Isopulegol 0,40 1143 1145
4 12,66 Citronelal 40,76 1157 1148
5 15,69 Citronelol 13,81 1229 1223
6 16,10 Neral 0,31 1239 1235
7 16,83 Geraniol 18,78 1256 1249
8 17,35 Geranial 0,45 1268 1264
9 18,31 Timol 0,22 1291 1289
10 20,82 m/z 198 2,81 1351 -
11 20,93 Eugenol 1,13 1353 1356
12 22,07 Acetato de geranila 1,94 1381 1379
13 22,36 B-Elemeno 0,43 1388 1389
14 25,91 Germacreno D 2,58 1476 1480
16 26,70 o-Muuroleno 0,38 1496 1500
19 27,60 0-Cadineno 1,71 1519 1522
20 28,60 Elemol 2,30 1545 1548
23 31,66 10-epi-y-Eudesmol 0,40 1626 1622
24 32,05 epi-a-Muurolol 1,27 1636 1640
26 32,32 B-Eudesmol 0,28 1644 1650
27 32,54 a-Cadinol 2,01 1649 1652




C. articulatus
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# tR (min) Composto Area (%) IR cal IR lit.
3 5,44 o-Pineno 12,34 932 932
5 6,57 B-Pineno 6,28 975 974
8 8,01 o0-Cimeno 1,08 1023 1022
9 8,14 D-Limoneno 1,21 1027 1024
10 10,31 p-Cimeneno 0,72 1089 1089
11 11,71 o-Canfolenal 0,59 1125 1122
15 13,16 Pinocarvona 1,01 1161 1160
17 13,64 cis-Pinocanfona 0,51 1173 1172
18 13,81 4-Terpineol 0,61 1177 1174
19 14,12 p-8-Cimenol 0,50 1184 1179
21 14,56 Mirtenal 3,17 1195 1195
22 15,11 Verbenona 1,73 1208 1204
23 15,56 trans-Carveol 0,47 1219 1215
24 16,54 D-Carvona 0,34 1242 1239
25 21,68 Ciclosativeno 0,62 1364 1369
26 22,06 a-Ylangeno 3,73 1373 1373
27 23,00 Cipereno 1,27 1395 1398
34 26,56 B-Selineno 4,60 1483 1489
35 26,90 o-Selineno 0,57 1492 1498
37 27,33 Isodauceno 0,57 1502 1500
39 28,03 trans-Calameneno 0,96 1520 1521
47 30,33 Oxido de cariofileno 4,44 1580 1582
56 33,02 m/z 204 1,36 1652 -
66 36,45 m/z 218 4,37 1747 -
E. muticus
# tR (min) Composto Area (%) 1R cal. IR lit.
2 6,60 B-Mirceno 0,87 990 988
3 8,04 B-cis-Ocimeno 1,83 1036 1032
4 8,39 B-trans-Ocimeno 1,73 1046 1044
5 10,23 Linalol 2,89 1101 1095
7 12,71 Neomentol 2,08 1164 1161
8 13,44 m/z 110 2,67 1182 -
9 15,43 Citronelol 1,00 1230 1223
10 15,98 Neral 33,12 1244 1235
11 17,30 Geranial 48,43 1275 1264
12 23,13 Cariofileno 1,88 1416 1417
13 25,73 y-Curcumeno 0,30 1481 1481
14 26,22 a-Zingibereno 0,50 1493 1493
15 29,51 Oxido de cariofileno 1,61 1578 1582
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Eugenia sp.

# tR (min) Composto Area (%) IRcal. IRIit.
2 5,17 o-Pineno 0,78 933 932
3 6,22 B-Pineno 0,18 975 974
4 7,62 o0-Cimeno 0,21 1023 1022
5 7,76 D-Limoneno 0,53 1027 1024
6 8,38 B-trans-Ocimeno 0,30 1046 1044
7 19,86 d-Elemeno 11,49 1337 1335
8 22,07 B-Elemeno 0,83 1390 1389
9 23,14 Cariofileno 5,49 1416 1417
10 23,53 B-Gurjuneno 0,59 1426 1431
11 23,91 Aromadendreno 0,76 1436 1439
12 24,11 o-Guaieno 0,37 1441 1437
13 24,32 epi-Cedreno 0,51 1446 1447
14 24,44 Amorpha-4,11-diene 1,44 1449 1449
15 24,78 allo-Aromadendreno 0,55 1457 1458
16 25,45 y-Muuroleno 3,22 1474 1478
17 25,67 Germacreno D 13,78 1479 1484
18 26,06 B-Selineno 2,75 1489 1489
19 26,30 Biciclogermacreno 14,23 1495 1500
20 26,42 o-Muuroleno 0,96 1498 1500
21 26,57 v-Patchouleno 0,98 1502 1502
22 26,67 B-trans-Guaieno 0,72 1505 1502
23 26,94 y-Cadineno 0,64 1512 1513
24 27,28 m/z 204 4,07 1520 -
25 27,32 6-Cadineno 2,10 1521 1522
26 28,53 Elemol 1,53 1553 1548
27 29,34 Espatulenol 1,03 1574 1577
28 29,59 m/z 204 2,09 1580 -
30 29,94 m/z 204 2,95 1590 -
31 30,27 m/z 204 0,55 1598 -
33 30,89 1,10-di-epi-Cubenol 1,46 1615 1618
34 31,18 10-epi-y-Eudesmol 4,71 1623 1622
35 31,33 Muurola-4,10(14)-dien-1-$-ol 6,75 1627 1630
38 31,95 o-Muurolol 1,67 1644 1644
39 32,24 m/z 204 1,95 1652 -
43 47,40 m/z 296 0,80 2110 -
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E. uniflora
# tR (min) Composto Area (%) IRcal. IRIit.
2 3,73 2-Hexenal 0,28 847 846
3 6,84 Mirceno 0,22 989 988
4 8,32 B-cis-Ocimeno 0,42 1034 1032
5 8,68 B-trans-Ocimeno 1,07 1044 1044
6 20,74 a-Cubebeno 0,97 1346 1348
7 21,80 a-Copaeno 0,59 1372 1374
8 22,40 -Cubebeno 0,24 1386 1387
9 22,49 B-Elemeno 0,86 1388 1389
10 23,19 a-Gurjuneno 0,87 1405 1409
11 23,60 B-Cariofileno 3,97 1416 1417
13 24,93 o-Humuleno 0,39 1449 1452
14 25,22 allo-Aromadendreno 0,28 1456 1458
16 26,08 y-Muuroleno 3,34 1478 1478
18 26,75 Curzereno 5,80 1494 1499
19 26,85 o-Muuroleno 0,35 1497 1500
21 27,77 6-Cadineno 2,48 1520 1522
22 28,07 D-Cadineno 0,52 1528 1533
24 29,00 Isodauceno 1,66 1552 1556
27 30,04 Germacreno D-4-ol 1,06 1579 1574
31 31,29 m/z7 216 0,66 1612 -
34 32,35 epi-o-Muurolol 2,03 1641 1640
35 32,46 m/z 204 0,64 1644 -
36 32,75 a-Cadinol 2,90 1652 1652
39 34,26 Germacrona 1,30 1693 1693
L. origanoides
# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
2 5,21 a-Tujeno 1,72 926 930
3 5,38 o-Pineno 0,57 933 932
5 6,49 B-Pineno 0,31 976 974
6 6,85 B-Mirceno 2,03 990 988
7 7,28 o-Felandreno 0,17 1005 1002
8 7,46 6-3-Careno 2,41 1010 1008
10 7,96 o0-Cimeno 13,01 1024 1022
11 8,14 Eucaliptol 2,00 1030 1026
12 8,33 B-cis-Ocimeno 0,22 1035 1032
13 8,68 B-trans-Ocimeno 0,23 1045 1044
14 9,09 t-Terpineno 6,96 1057 1054
16 10,13 Terpinoleno 0,19 1087 1086
19 12,32 Ipsdienol 1,09 1143 1140
20 13,58 4-Terpineol 0,92 1175 1174
22 15,97 Eter-metil-timol 2,61 1233 1232
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23 18,50 Timol 43,90 1294 1289
24 18,86 Carvacrol 0,21 1302 1298
26 20,94 Acetato de timol 0,79 1352 1349
27 21,81 a-Copaeno 0,99 1373 1374
28 23,65 Cariofileno 11,28 1418 1417
30 24,35 Aromadendreno 0,83 1435 1439
31 24,93 o-Humuleno 0,56 1450 1452
32 25,21 allo-Aromadendreno 0,20 1457 1458
33 25,88 y-Muuroleno 0,15 1474 1478
34 26,03 Germacreno D 0,40 1477 1480
36 26,66 Biciclogermacreno 1,97 1493 1500
37 26,82 o-Muuroleno 0,12 1497 1500
38 27,17 B-Bisaboleno 0,27 1506 1505
40 27,73 0-Cadineno 0,58 1521 1522
41 29,76 Espatulenol 0,42 1573 1577
L. cubeba
# tR (min) Composto Area (%) 1R cal. IR lit.
2 5,18 o-Pineno 1,27 932 932
4 6,16 Sabineno 0,90 971 969
5 6,25 B-Pineno 0,91 975 974
7 6,61 Mirceno 0,59 989 988
8 7,78 D-Limoneno 12,11 1027 1024
9 10,22 6-Canfenona 1,16 1099 1095
10 12,26 Citronelal 0,92 1151 1148
17 15,78 Neral 74,06 1237 1235
16 16,46  Acetato de hidrato de trans-Sabineno 1,15 1253 1253
19 23,13 Cariofileno 1,07 1414 1417
M. arvensis
# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
2 5,18 o-Pineno 0,56 932 932
3 6,25 B-Pineno 0,68 975 974
5 7,77 D-Limoneno 2,45 1026 1024
6 11,97 Isopulegol 1,82 1143 1145
7 12,33 p-Mentona 20,53 1152 1155
8 12,73 Isomentona 17,62 1162 1158
9 12,99 Mentol 42,54 1169 1167
12 15,74 Pulegona 3,43 1236 1233
13 15,92 Carvona 0,35 1240 1239
14 16,34 Piperitona 1,36 1250 1249
15 18,06 Acetato de mentila 5,36 1291 1294
16 21,74 B-Bourboneno 0,29 1380 1387




M. x piperita

116

# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
2 5,43 o-Pineno 0,70 932 932
3 6,46 Sabineno 0,31 971 969
4 6,56 B-Pineno 0,75 975 974
7 8,15 D-Limoneno 3,55 1027 1024
8 12,52 Isopulegol 1,09 1145 1145
9 12,85 Mentona 14,23 1153 1148
11 13,58 Mentol 64,71 1171 1167
14 16,37 Pulegona 1,24 1238 1233
15 16,99 Piperitona 0,52 1253 1249
16 18,72 Acetato de mentila 9,08 1293 1294
17 23,83 Cariofileno 0,37 1416 1417
18 26,33 Germacreno D 0,50 1478 1480
O. vulgare
# tR (min) Composto Area (%)  IRcal. IR lit.
2 5,18 o-Pineno 1,24 932 932
7 7,39 a-Terpineno 0,75 1015 1014
8 7,65 p-Cimeno 10,91 1023 1020
9 7,77 D-Limoneno 1,12 1027 1024
10 8,77 t-Terpineno 4,09 1056 1054
14 12,75 Borneol 0,57 1163 1165
18 18,65 p-Timol 70,84 1305 1313
19 23,14 Cariofileno 2,46 1414 1417
20 29,56 Oxido de cariofileno 1,20 1577 1582
P. ruderale
# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
2 5,18 o-Pineno 0,71 932 932
3 6,16 B-Tujeno 1,02 971 967
4 6,26 B-Pineno 8,45 976 974
6 7,79 D-Limoneno 18,99 1027 1024
7 8,06 B-cis-Ocimeno 1,28 1035 1032
8 8,49 B-trans-Ocimeno 65,04 1048 1044
9 9,91 1-Undeceno 1,36 1090 1092




S. terebinthifolia
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# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
2 5,02 a-Tujeno 0,34 925 924
3 5,21 o-Pineno 26,62 933 932
5 6,26 B-Pineno 2,19 975 974
6 6,62 Mirceno 6,91 990 988
7 7,02 o-Felandreno 1,11 1004 1002
8 7,21 6-3-Careno 10,77 1010 1008
9 7,64 p-Cimeno 5,41 1023 1020
10 7,78 D-Limoneno 7,07 1027 1024
14 21,39 a-Copaeno 1,43 1371 1374
15 21,99 -Cubebeno 0,91 1386 1387
16 23,15 B-Cariofileno 9,59 1414 1417
17 24,50 o-Humuleno 1,03 1448 1452
18 24.76 allo-Aromadendreno 0,74 1455 1458
19 25,47 y-Muuroleno 0,64 1472 1478
20 25,62 Germacreno D 3,79 1476 1480
22 26,40 o-Muuroleno 0,50 1495 1500
24 26,92 d-Amorfeno 0,60 1509 1511
25 27,31 0-Cadineno 2,03 1519 1522
26 28,54 Germacreno B 3,66 1551 1559
27 29,34 m/z 202 1,12 1572 -
28 29,53 Oxido de cariofileno 2,53 1576 1582
30 32,02 Hinesol 0,57 1643 1640
31 32,21 o-Muurolol 1,19 1648 1644
32 34,13 Amorpha-4,9-dien-2-ol 0,79 1700 1700
S. aromaticum
# tR (min) Composto Area (%) IR cal. IR lit.
1 5,43 o-Pineno 0,72 932 932
3 21,33 Eugenol 90,22 1355 1356
4 23,87 Cariofileno 2,53 1417 1417
5 25,22 o-Humuleno 0,48 1450 1452
6 28,24 Acetato de eugenila 4,54 1526 1521
7 30,30 Oxido de cariofileno 0,63 1579 1582
T. vulgaris
# tR (min) Composto Area (%)  IRcal IR lit.
2 5,19 o-Pineno 3,96 932 932
3 5,54 Canfeno 2,53 946 946
4 6,26 B-Pineno 0,54 975 974
5 6,61 B-Mirceno 1,22 989 988
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6 7,02 o-Felandreno 1,24 1004 1002
7 7,20 6-3-Careno 0,37 1010 1008
8 7,39 a-Terpineno 0,35 1015 1014
9 7,68 o0-Cimeno 20,59 1024 1022
10 7,79 D-Limoneno 2,62 1027 1024
11 8,76 t-Terpinene 0,80 1056 1054
12 9,80 Terpinoleno 0,90 1087 1086
13 10,24 m/z 136 3,71 1100 -
14 11,89 Canfora 0,59 1141 1141
16 12,76 Borneol 2,86 1163 1165
17 13,22 4-Terpineol 1,11 1175 1174
21 17,84 Acetato de bornil 1,36 1286 1284
22 18,15 Timol 50,93 1294 1289
V. curassavica
# tR (min) Composto Area (%) IRcal. IRIit.
3 5,23 a-Tujeno 0,98 926 924
4 5,46 o-Pineno 22,22 935 932
5 5,77 Canfeno 0,21 947 946
6 6,40 B-Tujeno 0,42 972 967
7 6,51 B-Pineno 0,70 976 974
8 6,86 B-Mirceno 0,33 989 988
9 7,66 a-Terpineno 0,06 1015 1014
10 7,91 0-Cimeno 0,21 1022 1022
11 8,14 Eucaliptol 1,87 1029 1026
12 9,06 t-Terpineno 0,12 1055 1054
13 10,70 Nonanal 0,16 1102 1100
15 12,24 Canfora 0,35 1141 1141
16 13,57 4-Terpineol 0,20 1174 1174
17 18,09 Bornil acetato 0,43 1283 1284
18 20,25 0-Elemeno 0,54 1335 1335
19 20,74 a-Cubebeno 0,22 1346 1345
22 21,45 Ciclosativeno 0,36 1363 1369
23 21,82 a-Copaeno 0,72 1372 1374
24 22,18 B-Bourboneno 0,25 1381 1387
25 22,52 B-Elemeno 1,05 1389 1389
26 23,20 a-cis-Bergamoteno 2,23 1406 1411
27 23,76 o-Santaleno 28,86 1420 1416
28 23,87 trans-Cariofileno 3,69 1417 1417
29 24,15 B-Gurjuneno 0,75 1429 1431
30 24,30 a-trans-Bergamoteno 0,49 1433 1432
31 24,63 B-cis-Farneseno 0,34 1441 1440
32 25,02 o-Humuleno 0,63 1451 1452
33 25,19 B-trans-Farneseno 2,01 1455 1454
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34 25,34 allo-Aromadendreno 6,83 1459 1458
36 25,92 y-Muuroleno 0,41 1474 1478
37 26,09 Germacreno D 1,52 1478 1480
38 26,26 o-Amorfeno 1,43 1482 1483
41 26,88 o-Muuroleno 0,34 1498 1500
42 27,05 Germacrene A 1,29 1502 1508
43 27,26 B-Bisaboleno 3,10 1507 1505
46 27,80 0-Cadineno 1,97 1521 1522
51 29,80 Espatulenol 0,42 1573 1577
52 30,00 Oxido de cariofileno 1,05 1578 1582
X. aromatica
# (R (min) Composto Area (%)  IRcal. IR lit.
1 3,81 cis-3-Hexenol 0,14 851 850
3 5,43 a-Pineno 0,61 932 932
4 6,56 B-Pineno 0,49 975 974
5 8,02 o-Cimeno 0,12 1023 1022
6 8,44 B-cis-Ocimeno 0,12 1035 1032
7 13,80 4-Terpineol 0,14 1176 1174
10 22,05 a-Copaeno 0,27 1372 1374
11 22,75 B-Elemeno 0,31 1389 1389
12 23,83 Cariofileno 0,34 1415 1417
13 24,62 a-Guaieno 0,37 1435 1437
15 25,49 allo-Aromadendreno 0,43 1456 1458
16 26,34 y-Muuroleno 0,75 1477 1478
18 27,03 cis-Cadina-1,4-diene 7,49 1494 1495
19 27,39 y-Patchouleno 0,27 1503 1502
20 27,66 46-Amorfeno 0,26 1511 1511
21 28,03 0-Cadineno 0,29 1520 1522
23 29,15 trans-Dauca-4(11),7-diene 0,50 1549 1556
24 29,28 Germacreno B 0,57 1553 1561
25 29,46 m/z 204 0,45 1557 -
27 29,72 B-Maalieno 2,81 1564 1566
28 30,23 Espatulenol 6,55 1577 1577
29 30,48 Gleenol 8,70 1584 1586
30 30,77 Globulol 8,23 1591 1590
32 31,40 [-Atlantol 0,43 1608 1608
34 32,06 1-epi-Cubenol 0,48 1626 1627
40 33,07 a-Cadinol 1,26 1653 1652
61 39,81 m/7 216 8,50 1845 -
63 40,37 m/z 234 3,49 1862 -
74 43,41 m/z 314 0,41 1954 -




Z. officinale
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# tR (min) Composto Area (%) IR cal IR lit.
3 5,18 o-Pineno 3,34 932 932
4 5,55 Canfeno 10,25 947 946
6 6,26 B-Pineno 0,53 975 974
7 6,47 Sulcatona 1,55 984 985
8 6,61 Mirceno 18,22 989 988
9 7,64 p-Cimeno 0,49 1023 1020
10 7,85 Eucaliptol 5,96 1029 1026
11 9,92 2-Nonanona 0,48 1090 1087
12 10,23 Linalol 1,76 1100 1095
14 12,75 Borneol 1,45 1163 1165
15 13,55 Criptona 0,75 1183 1183
16 13,76 a-Terpineol 1,04 1188 1186
17 15,35 B-Citronelol 1,49 1227 1223
18 15,86 Neral 8,60 1239 1235
19 16,43 Acetato de linalol 1,08 1252 1254
20 17,12 Geranial 13,25 1269 1264
21 18,05 2-Undecanona 1,31 1291 1293
23 21,38 a-Copaeno 0,50 1371 1374
25 25,77 ar-Curcumeno 10,49 1480 1479
26 26,09 m/z 204 1,21 1487 -
27 26,26 y-Amorfeno 2,24 1492 1495
28 26,78 B-Bisaboleno 3,64 1505 1505
30 27,35 B-Sesquifelandreno 2,88 1520 1521
33 28,50 m/z 204 0,57 1550 -
36 30,76 Khusimol 1,01 1609 1604
41 33,50 Acetato de elemol 1,52 1683 1680
44 39,68 m/z7 348 2,53 1861 -
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Tabela C1. Porcentagem de inibi¢c@o e de erradica¢do da formacdo do biofilme de M. furfur

pelos OEs de A. saturejoides, C. articulatus, E. uniflora e S. aromaticum

Espécie % Inibicao % Erradicacao
A. saturejoides 70 51
C. articulatus 55 38
E. uniflora 53 41
S. aromaticum 93 29
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Figura C1. Inibicdo (A) e erradicacdo (B) da formacao do biofilme de M. furfur pelos OEs de

A. saturejoides, C. articulatus, E. uniflora e S. aromaticum. Todas as concentragdes foram

comparadas em relacdo ao controle (C); células sem tratamento com as amostras de OEs. *:

indicam diferencgas estatisticamente significativas (ANOVA p<0,05).
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Apéndice D

A validacdo do método para quantificagdo dos marcadores geraniol e mentol em
gel foi realizada por CG-EM através da determinacdo dos parametros de linearidade, intervalo

e precisao.

1. Linearidade e intervalo do método
A linearidade do método quantitativo € realizada através da avaliacdo da curva
analitica do analito e a resposta obtida em termos do coeficiente de regressdo (r) (ANOVA) e
distribuicao dos residuos da regressao. As curvas analiticas, equacdo da reta e coeficiente de
regressdo para o geraniol e para o mentol estdo apresentadas na Figura D1 e nas Tabelas D1 e

D2, respectivamente.

Geraniol Mentol
30000000 35000000
35000000 v=32::1.32x - 401347 » 30000000 vzé;;[él;-laoﬁ ’
r=1u, o - r=0, o
20000000 25000000
td 20000000
15000000
A 15000000 -
3 ¥
100000 4 10000000 2
(=3 .
=Ua0000 5000000 e
o e o e?®
5000000 ? 1000 2000 3000 4000 5000 et D 500 1000 1500 2000
(A) (B)
30000 - 1000000 -
20000 - - 800000 .
&
10000 - 600000 -
g " g 400000 -
] = = = ; 9
= b* 1000 2000 3000 4000 2 200000 -
@ -10000 - S
o [ 0 T T T |
-20000 - -200000 (1 500 1000 15[::} 2000
-30000 - o -400000 - *
-40000 - -600000 -

(&) (D)
Figura D1. Curvas analiticas para quantificacdo de geraniol (A) e mentol (B) em formulacao
de gel por CG-EM. Griéficos de distribuicao dos residuos da regressdo para geraniol (C) e

mentol (D).
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Tabela D1. Andlise de variancia (ANOVA) para o método de quantificacdao de geraniol em gel

gl SO MQ F  F de significacdo
Regressao 1 2E+14 1,6E+14 189529  5,27619E-06
Residuo 2 2E+09 8,3E+08
Total 3 2E+14

Tabela D2. Andlise de variancia (ANOVA) para o método de quantificacdo de mentol em gel

gl SO MQ F  F de significacao
Regressao 1 5,23E+14 5,2E+14 13223 0,00075539
Residuo 2 7,92E+11 4E+11
Total 3 524E+14

As correlagdes entre os valores experimentais € o modelo matemadtico para o
geraniol e mentol foram adequadas (r>0,99). As regressdes obtidas foram significativas
estatisticamente tanto para o geraniol (Tabela D1) como para o mentol (Tabela D2). A
distribuicao dos residuos das regressdes do geraniol (Figura D1 C) e do mentol (Figura D1 D)
foram aleatorias indicando assim a boa linearidade dos métodos de quantificacdo de geraniol e

mentol nos intervalos de 41 a 4100 ug/mL e 31 a 3100 pg/mL, respectivamente.

2. Seletividade
A andlise do controle da formulagdo gel demonstrou nio haver interferentes nos

tempos de retencdo do geraniol (tR = 16,37 min) e do mentol (tR = 13,00 min) (Figura D2).
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Figura D2. Comparacio entre o cromatograma (CG-EM) da formulacao controle e dos padrdes

de geraniol e mentol (seta) mostrando a auséncia dos marcadores da BOEs na formulacao base

3. Precisdo e exatiddo

Para avaliacdo da precisdo e exatiddo dos métodos de quantificagdo de geraniol e
mentol, a formulacdo gel foi quantificada em 2 concentra¢des diferentes da BOEs. Inicialmente,
foi utilizada a formulacdo controle do gel e adicionado as diferentes quantidades da BOEs.
Porém, a alta viscosidade do gel impediu uma boa incorporagdo do ativo, resultando numa
amostra heterogénea, que quando submetida a quantificacdo apresentou valores discrepantes
(ndo repetitivos) para os dois analitos sendo necessdria modificar o procedimento de
fortificacdo. Optou-se entdo por fazer a incorporacido juntamente com a producdo do gel

hidroalcodlico, para haver boas solubilizacdo dos ativos. Dessa forma, foram produzidas novas
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formulacdes de gel com concentragdes diferentes do ativo e submetida a quantificagdo. Os

resultados estdo apresentados nas Tabelas D3 e D4.

Tabela D3. Precisdo e Exatiddo do método de quantifica¢do de geraniol no gel

Gel Valor tedrico de geraniol ((;ifr;l/l:g; Média I():réc(l;?)) (E/Z“:‘tel((:il?l()))
0,215
0,236
0,196
0,207
0,153
0,139
0,139
0,113

0,5% BOEs 0,30 0,214 7.9 71

1,0% BOEs 0,15 0,136 12 90

Tabela D4. Precisio e Exatiddo do método de quantificacdo de mentol no gel

Gel Valor tedrico de mentol (1‘\7?11111;?111) Média I(’:r\e]c(i;:j()) (E/jiteigf;)
0,647
0,5% BOEs 0,52 823(1) 0,609 5.4 117
0,9-68
1,0% BOEs 1,05 (1):882 0922 44 88

0,890
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Tabela E1. Constituintes utilizados na formulagdo do xampu

hipoalergénicos para tratamento da dermatite seborreica
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base com tensoativos

Componente Funcao Concentracio (%)
BOEs Principio ativo 1,0
Sulfato de Cocete de Zinco Tensoativo anidnico; agente de
) 35,0
(Zetesol Zn) limpeza
Lauriletersulfosuccinato de . A
2 4 Tensoativo anidnico; agente de
T limpeza suave 10,0
(Surfax SLA) p
Dietanolamida de 4cido graxo Tensoativo ndo-ionico; 3,0
sobreengordurante
. . , Tensoativo anfotérico redutor da
Cocoamidopropil betaina rritabilidade 2,0
Glicerina Umectante 0,5
EDTA Quelante 0,1
Trietanolamina (50%) Ajuste de pH gsp
Agua destilada Solvente qsp

Adaptado de: Lima e Comarella (2012); gsp = para 100 g
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