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Nota-se a diferenca entre o tamanho dos glébulos dispersos
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Resumo: Os 6leos essenciais (OE) sdo produtos do metabolismo secundério da planta e séo
conhecidos pelas suas propriedades antimicrobianas. O principal componente do OE da
palmarosa é o geraniol (70-80%). A incorporacdo de compostos da biodiversidade agrega
valor as formulacdes dermocosmeéticas. OEs sdo uma boa opc¢do devido a semelhanca
estrutural com o equilibrio hidro-lipidico da pele. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a
atividade antibacteriana desses compostos e o0 desenvolvimento de protétipos de
dermocosméticos com nanoparticulas para o tratamento da acne vulgar. Nanoemulsdes com
OE e geraniol foram preparadas de acordo com os valores do equilibrio hidrofilico-lipofilico
(EHL) e a caracterizacdo das nanoemulsdes seguiram os parametros da ANVISA (2004) para
testes preliminares de estabilidade. Foram preparadas dez formulagdes. Nanoemulsdes
especiais contendo nanoparticulas de prata (AgNP) foram preparadas e testadas contra C.
acnes. Os ensaios de microtitulagdo com resazurina (REMA) foram realizados para
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) para o OE de palmarosa e geraniol contra cepas American Type Culture Collection
(ATCC) de Cutibacterium acnes 11827, 11828 e 6919. A curva de sobrevivéncia (CS) foi
realizada para analisar o sinergismo entre 0os compostos e a clindamicina contra C. acnes,
cepa 6919. As formulacGes foram estaveis ao pH, condutividade elétrica, densidade,
centrifugacdo e analise de stress térmico. Analises de tamanho, potencial zeta (ZP) e indice de
polidispersdo (PDI) ficaram entre 60 e 165 d.nm; -16,6 e -34,8 mv e 0,043 até 0,253,
respectivamente. A conclusdo foi que a formulacdo de numero 3 foi a melhor, porque
permaneceu transllcida e apresentou valores de -25,6 mv para ZP; o menor tamanho (63,3
d.nm) e PDI de 0,253, valores ideais segundo a literatura. Andlises de espectroscopia (ATR-
FTIR) e microscopia (Microscopio Eletrénico de Varredura) foram realizadas. Os valores de
CIM e CBM diminuiram para as cepas 11827 (de 1250 para 39,06 ug/mL) e para a cepa
11828 (de 5000 para 312,5 ug/mL) quando os compostos foram incluidos em nanoemulsdes e
quando o AgNP foi adicionado a formulacdo. Tamanhos menores de gota facilitam a
penetracdo do composto ativo. A CS apresentou acdo bactericida para OE e geraniol e
sinergismo bacteriostatico para os diferentes tratamentos. Assim, pode-se concluir que as
nanoemulsdes foram bem sucedidas em sua preparacdo e possuem potencial antimicrobiano.

Palavra-Chave: 6leos essenciais, nanoemulsées, Cympobogon martinii, Cutibacterium
acnes, nanoparticulas de prata, estabilidade preliminar, Propionibacterium acnes



NANOEMULSION FROM GERANIOL AND ESSENTIAL OIL OF PALMAROSA
(Cymbopogon martinii) AND ITS INHIBITORY ACTION AGAINST Cutibacterium
acnes STRAINS.

Essential oils (EO) are secondary metabolism products of plant and they are known for
antimicrobial properties.The major component of palmarosa EO is geraniol (70-80%).
Incorporation of compounds of biodiversity guarantee value to dermocosmetic formulations.
EOs are good option due to structural similarity with skin hydro-lipid balance. Thus, the
desire was to evaluate the antibacterial activity to these compounds and the development of
dermocosmetic prototypes with nanoparticles to treat acne vulgaris. Nanoemulsion with EO
and geraniol were prepared according to values of lipophilic-hydrophilic balance (LHB) and
nanoemulsions characterization followed the ANVISA (2004) parameters for preliminary
stability tests. Ten formulations were prepared. Special nanoemulsion containing silver
nanoparticles (AgNP) was prepared and tested against C. acnes. Resazurin Microtiter Assays
(REMA) was performed to determine the Minimum inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) for palmarosa EO and geraniol against
American Type Culture Collection (ATCC) strains of Cutibacterium acnes 11827, 11828 and
6919. The target of Time Kill Curve (TKC) test was determinate the synergism between
compounds and clindamycin to C. acnes strain 6919. The formulations were stable to pH,
electrical conductivity, density, centrifugation and thermal stress analysis. Analysis of size,
zeta potential (ZP) and polydispersity index (PDI) were between 60 and 165 d.nm; -16.6 and
-34.8 mv and 0.043 until 0.253, respectively. The conclusion was formulation number 3 was
the best, because remained translucid and had values of -25.6 mv for ZP; the lowest size (63.3
d.m) and PDI of 0.253, ideal values according to literature. Analysis of spectroscopy (ATR-
FTIR) and microscope (Scanning Electron Microscopy) were done. MIC and MBC values
decreased for 11827 strain (from 1250 to 39,06 pg /mL) and for 11828 strain (from 5000 to
312,5 pug /mL) when the compounds was included in nanoemulsions and when AgNP was
added in the formulation. Smaller droplet sizes facilitate penetration of the active compound.
The TKC had bactericidal action for OE and geraniol and bacteriostatic synergism for
different treatments. Thus, we can conclude that the nanoemulsions were successful in their
preparation and have antimicrobial potential.

Key words: essential oils, nanoemulsions, Cympobogon martinii, Cutibacterium acnes, silver
nanoparticles, preliminary stability, Propionibacterium acnes
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1. INTRODUCAO:

Os oOleos essenciais sdo compostos liquidos, volateis, limpidos, raramente coloridos,
lipossollveis ou sollveis em solventes organicos. Podem ser sintetizados por todos os 6rgaos
da planta e sdo resultantes do seu metabolismo secundario, sendo caracterizados por um odor
forte e marcante. Sdo constituidos de monoterpenos e sesquiterpenos e de fenilpropanoides,
substancias quimicas que lhes conferem suas caracteristicas organolépticas. Sdo conhecidos
pelas suas propriedades bactericida e fungicida, por suas propriedades medicinais e podem ser
utilizados ainda no acondicionamento e preservacdo de alimentos na forma de embalagens
bioativas (BAKKALI et al., 2007).

O nome popular do Cymbopogon martinii (Familia Poaceae) é Palmarosa. O o0leo
essencial da Palmarosa € geralmente utilizado como matéria-prima de perfumaria em sabdes e
perfumes (BURDOCK, 2010, RAO, 2001) e em produtos cosméticos e de higiene (DUBEY
et al., 2000). O odor de seu 6leo essencial é um suave cheiro de rosa floral com nota herbal,
extraido de folhas e floragbes da planta. Seu composto majoritario € o geraniol (70-80%)
(MALLAVARAPU et al., 1998).

Segundo a RDC N°211 da ANVISA de julho de 2005 produtos de higiene pessoal,
cosmeticos e perfumes sdo preparagdes de uso externo, com o objetivo exclusivo ou principal
de limpa-los, perfuméa-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais € ou protegé-
los. Os produtos classificados como de grau Il possuem indicacdes especificas, cujas
caracteristicas exigem comprovacgédo de seguranca e/ou eficacia. Aqui se encaixam produtos
para tratamento de acne, rugas, protetor solar, maquiagem com fotoprotetor, entre outros. Os
produtos de grau Il podem ser chamados de dermocosméticos ou cosmecéuticos e atuam em
camadas mais profundas da pele sendo capazes de mudar fisiologicamente algumas
condigbes, melhorando o aspecto fisico da mesma (GONZALEZ E BAMIO, 2002).

A utilizagdo de sistemas de distribuicdo a base de nanoemulsdes tem surgido como uma
potencial ferramenta para conceber novos produtos cosméticos e alimentares. Segundo a
Farmacopéia Brasileira de 2012, emulsdo € um sistema termodinamicamente instavel
constituido de duas fases com pelo menos dois liquidos imisciveis dispersos. Sendo essas
fases estabilizadas por meio de um ou mais agentes surfactantes. O que difere uma emulsao
de uma nanoemulsdo € que as nanoemulsGes sdo compostas por goticulas de tamanhos
compreendidos entre 10 e 200 nandmetros (escala nanométrica) (ODRIOZOLA-SERRANO
et al.,2014).
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O interesse comercial de Oleos essenciais naturais como substancias bioativas com
propriedade antimicrobiana torna-se expressiva devido a demanda de produtos isentos de
aditivos sintéticos (BURT, 2004).

Varias pesquisas recentes relataram a formacdo de nanoemulsbes contendo 0leos
essenciais como uma estratégia para melhorar sua funcionalidade. Oleos essenciais
incorporados em nanoemulsdes levaram a um aumento da permeabilidade na membrana da
bactéria (ZIANI et al.,2011), (DONSI et al.,2011), reduzindo a concentracao para se obter um
efeito antimicrobiano (LIANG et al.,2012), (SALVIA-TRUJILLO et al.,2014).

Neste contexto, o uso de produtos naturais tem agregado incrementos tecnolégicos na area
de dermocosmeticos, especialmente para o tratamento de processos e afec¢Bes cutaneas, tais
como a acne vulgar — doenca cutdnea manifestada pela presenca do agente infeccioso
Cutibacterium acnes, antes chamado de Propionibacterium acnes, que é uma bactéria
anaerdbia Gram-positiva presente na pele da maioria das pessoas saudaveis, que em contato
com o0s poros epiteliais promove a inflamagdo dos foliculos pilosos (BHATIA et al.,2004).

Assim o0 estudo destaca as propriedades antibacterianas da espécie vegetal
Cymbopogon martinii. As incorporacdes do 6leo essencial de palmarosa, geraniol e particula
de prata em nanoemulsdes foram avaliadas quanto ao potencial antimicrobiano in vitro, bem
como controle da estabilidade fisico-quimica em diferentes formulacbes farmacéuticas e
condigdes de processamento experimental. Portanto, objetivou-se desenvolver sistemas

promissores aplicados para o uso tépico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1 Oleos Essenciais:

Desde tempos remotos, os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade como
importantes ferramentas nos procedimentos das terapias naturais (MUKHERJEE et al., 2010),
objetivando o alivio e cura de doencas através do uso de ervas, sendo, possivelmente, uma das
primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais (MACHADO E FERNANDES JUNIOR,
2011).

A historia do desenvolvimento das civilizagdes oriental e ocidental é rica em exemplos
da utilizagdo de recursos naturais, tanto na medicina como no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, com destaque para a civilizagdo Egipcia, Greco-romana e Chinesa.
Nos tempos atuais, muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados visando o
entendimento de seu mecanismo de acdo e isolamento dos principios ativos. (VIEGAS
JUNIOR; BOLZANI, 2006). E crescente a utilizacdo e a demanda de produtos naturais, em
todo o mundo, especialmente devido aos problemas que sdo atribuidos a inimeros produtos
sintéticos para a salde humana e para 0 meio ambiente. (BANDONI; CZEPAK, 2008). Além
disso, houve um surgimento global de doencas causadas por micro-organismos
multirresistentes devido ao uso inadequado de antimicrobianos (ROCA et al., 2015).

Muitos micro-organismos, incluindo bactérias, fungos, virus, parasitas e protozoarios,
desenvolveram resisténcia aos farmacos antimicrobianos, sendo reconhecidos como um
desafio global emergente (ROCA et al., 2015). A ocorréncia onipresente de bactérias
multirresistentes reduziu a eficacia da antibidtico-terapia atual, resultando em milhares de
mortes por ano. Portanto, novas alternativas de antimicrobianos sdo urgentemente necessarias
para amenizar o problema de resisténcia a varias drogas (ALLAHVERDIYEV et al., 2011).
Neste contexto, extratos vegetais e 0leos essenciais sdo capazes de exercerem atividade
antimicrobiana ou realizam sinergismo com farmacos referéncia, levando ao desenvolvimento
de uma nova abordagem terapéutica para tratamentos (RAIA et al., 2017). Eles podem agir
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de leveduras e fungos filamentosos
(PRASHAR et al.,2003).

Desde a ldade Média, os Oleos essenciais tém sido amplamente utilizados para
aplicacOes bactericidas, virucidas, fungicidas, antiparasitarias, inseticidas, medicinais e
cosméticas e atualmente nas industrias farmacéutica, sanitaria, cosmética, agricola e

alimenticia. Na natureza, desempenham um papel importante na protecdo das plantas contra
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herbivoros, reduzindo seu apetite por tais plantas. Eles também podem atrair alguns insetos
para favorecer a dispersdo de pélens e sementes ou repelir insetos indesejaveis (BAKKALI et
al.,2007).

Acredita-se que o termo "6leo essencial” derive do nome cunhado no seculo XV1 pelo
reformador suico da medicina, Paracelsus von Hohenheim; ele nomeou o componente eficaz
de uma droga como Quinta essentia (BURT, 2004). Estima-se que 3000 OEs sejam
conhecidos, dos quais cerca de 300 sdo comercialmente importantes - destinados
principalmente ao mercado de sabores e fragrancias (VAN DE BRAAK e LEIJTEN, 1999).

Nas plantas, diferentes compostos organicos com estruturas de baixo peso molecular
parecem ndo ter funcdo nos processos basicos de crescimento e desenvolvimento dos vegetais
sendo chamados de metabdlitos secundarios (GERSHENZON E DUDAREVA, 2007). Os
metabdlitos secundarios provém de precursores comuns do metabolismo primario, sendo este
0 metabolismo ligado com as funcdes de crescimento e desenvolvimento da planta, enquanto
que as funcdes do metabolismo secundario dizem respeito as fungdes adaptativas das plantas e
todos os aspectos de interacBes quimicas com o meio ambiente sendo indispensaveis para a
sobrevivéncia de uma populacdo, porém dispensaveis para o crescimento do individuo
(HARTMANN, 1996).

Os 0leos essenciais sdo compostos complexos que podem conter aldeidos, compostos
fenolicos e terpenos considerados seus principais constituintes divididos em hemiterpenos
(C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (BAKKALI et al., 2007). Sdo extraidos de varias plantas aromaticas
geralmente localizadas em paises de clima quente como os paises mediterrénicos e de clima
tropicais, onde representam uma parte importante da farmacopéia tradicional. Eles s&o
liquidos, volateis, lipossollveis e solGveis em solventes organicos com densidade geralmente
menor que a da agua. Podem ser sintetizados em botGes, flores, folhas, caules, ramos,
sementes, frutos, raizes, madeira ou casca e sdo armazenados em células secretoras,
cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares. Os 6leos essenciais sao
caracterizados por conter dois ou trés principais componentes em concentracdes elevadas
guando comparados a outros componentes presentes em quantidades vestigiais (BAKKALI et
al.,2007).Em particular, a acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais tem sido atribuida aos
seus compostos fendlicos, que interagem com as proteinas das membranas celulares

microbianas por meio de ligacGes de hidrogénio e interacdes idnicas ou hidrofdébicas causando
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uma deformacao estrutural e funcional. Outro mecanismo pode ser evidenciado pela alteracéo
da permeabilidade da membrana celular e mitocondrial ocasionando a perda de
macromoléculas (glicideos, lipideos e proteinas) e micronutrientes, e consequentemente, a
viabilidade celular (GRIFFIN et al.,1999). Além disso, a inibicdo da sintese de acidos
nucleicos e da atividade enzimatica promovidas pelos 6leos essenciais causam a inativacao
celular microbiana (BAJPAI et al.,2011).

Existem varios métodos para a extracdo de Oleos essenciais como a expressao,
enfleurage (BURT, 2004), uso de didxido de carbono liquido ou micro-ondas, destilacdo de
baixa ou alta pressdo empregando agua fervente ou destilagdo & vapor, conforme mostrado na
Figura 1 (BAKKALLI et al., 2007) e também pela prensagem do pericarpo de frutos citricos
(B1ZZ0,2009). A extracdo do Oleo essencial pode variar em qualidade, quantidade e
composicdo de acordo com o clima, composicdo do solo, 6rgdo, idade e fase do ciclo
vegetativo da planta (BAKKALI et al.,2007).

Essential olls

v

Plant materials

o]

Mixture of
essential oils
and hydrosols

Cooling

water inlet
Hydrosols ﬂ

Essential olls
and water

Oil separator

Steam generator -

Figura 1. Destilacdo & vapor para obtencdo de 6leos essenciais. Neste processo somente 0
vapor passa através do material vegetal carreando o 6leo essencial, esta mistura do Oleo
volatilizado e vapor é condensada entdo 6leo essencial e agua sdo captados e separados pela
diferenca de densidade. Fonte: Tongnuanchan e Benjakul, 2014.
O Brasil tem lugar de destaque na producdo de 6leos essenciais, ao lado da india,
China e Indonésia, que sdo considerados os quatro grandes produtores mundiais. A posicao
do Brasil deve-se aos 6leos essenciais de citricos, que sdo subprodutos da inddstria de sucos.
No passado, o pais teve destaque como exportador de 6leo essencial de pau-rosa, sassafras e
menta. Nos dois ultimos casos, passou a condi¢ao de importador (BIZZO, 2009).
Segundo BURT (2004), ja ha alguns anos a sociedade ocidental vem passando por uma

tendéncia de consumismo "verde", desejando menos aditivos alimentares sintéticos e produtos
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com menor impacto sobre 0 meio ambiente. Alem disso, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
solicitou também uma reducdo mundial do consumo de sal, a fim de reduzir a incidéncia de
doenca cardiovascular (WHO, 2002b). Se o nivel de sal nos alimentos processados for
reduzido, é possivel que outros aditivos sejam necessarios para manter a seguranca dos
alimentos. Ha assim, portanto, o escopo para novos métodos de tornar os alimentos seguros
gue tenham uma imagem natural ou "verde". Uma possibilidade, j& mencionada, é exatamente

0 uso de 6leos essenciais como aditivos antibacterianos (BURT, 2004).

2.2 Palmarosa (Cymbopogon martinii):

Os oleos essenciais extraidos das ervas arométicas como o Cymbopogon martinii
(palmarosa), Cymbopogon winterianus e Cymbopogon citratus tem um enorme valor
comercial para aplicacGes tanto ambientais como agricolas, alimentares e medicas, alem de
perfumaria e aromaterapia (SINHA et al,2014)

Oleo essencial de importancia comercial, o 6leo de palmarosa tem agéo antibacteriana e
antiflngica atribuida principalmente ao seu componente majoritario, o geraniol. Este 6leo €
altamente valorizado na industria de perfumaria como fonte de geraniol de alta qualidade
(PRASHAR et al.,2003). Ele também é muito valorizado pelas industrias de cosméticos por
seu odor doce de rosas (THAKKER et al.,2016)

A Palmarosa é uma planta alta, aspera, perene e aromatica, da familia dos capins
(Poaceae) (SMITH E RANA, 2015). O odor de seu 06leo essencial traz um cheiro suave de
rosa floral com nota herbal. E extraido de folhas e floragbes da planta. Seu composto
majoritario e responsavel por todas suas caracteristicas antimicrobianas e organolépticas é o
geraniol (70-80%). Abaixo do geraniol, o segundo composto mais abundante é o acetato de
geranil. Em menores quantidades o 6leo é constituido também pelo linalol, (E)-B-ocimeno e
B-cariofileno (MALLAVARAPU et al., 1998). O 6leo essencial da Palmarosa € geralmente
utilizado como matéria-prima de perfumaria em sabdes e perfumes de odor de rosa
(BURDOCK, 2010 e RAO, 2001) e preparacdo de produtos cosméticos e de higiene (DUBEY
et al., 2000). Além disso, também é usado para aromatizar produtos de tabaco, alimentos e
bebidas nédo alcodlicas (RAO et al., 1985). Na medicina popular é usado para os tratamentos
de lombalgia, articulagdes rigidas, doengas de pele e para irritacdes cutaneas (RAO, 1999).
Além de seu uso cosmeético, € um anti-helmintico eficaz (KUMARAN et al., 2003) e repelente
de insetos a base de plantas (KUMAR et al., 2007; BARNARD e XUE, 2004). O 6leo
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comprovou sua eficécia contra as larvas do Aedes aegypti, vetor responsdvel pela dengue
(TENNYSON et al., 2013). Além disso, o 0leo essencial extraido do Cymbopogon martinii é
tradicionalmente utilizado para o tratamento de epilepsia em criangas e em casos de febre na
india (BHATT et al.,2012).

Frente as inUmeras propriedades promissoras, a Palmarosa pode se inserir dentro das
novas tendéncias de mercado, incluindo o de cosmético e alimenticio, que buscam minimizar
a concentracdo de aditivos sintéticos ou substitui-los por substancias naturais e na industria
farmacéutica com o objetivo de ajudar a resolver questdes de resisténcia bacteriana.
(ODRIOZOLA-SERRANO et al.,2014).

2.3 A pele:

O sistema tegumentar j& foi considerado o maior 6rgdo do corpo humano, com
atribuicbes importantes para o funcionamento geral do organismo, pois constitui uma barreira
entre o0 meio interno e o meio externo (GOMES E DAMAZIO, 2009).

A pele é uma fronteira ativa que se interpde entre o organismo e 0 ambiente,
constituindo cerca de 16% do peso corporal. E responsavel por funcdes de defesa e
regulatérias como a protecdo contra agressdes mecanicas, que € medida pela deformacao
reversivel de sua estrutura; a limitagdo da absor¢do de substancias (funcdo barreira); é
responsavel pela absorcéo da radiacdo ultravioleta (UV) e sintese de vitamina D; controle da
temperatura e estabilizacdo da pressdo sanguinea. No aspecto sensorial, é responsavel pelas
sensac0es de frio, calor e dor (RIBEIRO, 2010).

A andlise histologica mostra que a pele é dividida em duas camadas bésicas: a epiderme e
derme; sendo encontrada logo abaixo da derme uma camada formada por tecido adiposo, a
hipoderme, considerada uma camada subcutanea (Figura 2) (PAILLER-MATTEI et al., 2007,
RIBEIRO, 2010).
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Figura 2. Representacdo histolégica das camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme
(camada subcutanea). Fonte: Pereira, 2011

A epiderme é uma camada de epitélio pavimentoso estratificado e avascular, isto é,
ndo possui circulacdo sanguinea e linfatica. A espessura e a estrutura da epiderme variam de
acordo com a area estudada, sendo mais espessa na palma das maos, na planta dos pés e em
algumas articulacdes, como joelhos e cotovelos, que podem atingir até 1,5 mm. J4, na face de
espessura € em torno de 0,06 mm (LEONARDI, 2008; GOMES E DAMAZIO, 2009). A
epiderme € constituida por varias camadas que podem ser denominadas também de estratos.
Sdo elas (da regido mais externa para a mais interna): camada cornea, camada granulosa,
camada espinhosa e camada basal. Suas células principais sdo os queratindcitos que sdo
células epiteliais estratificadas, que sofrem diferenciacdo a medida que migram da camada
basal até a camada mais superficial da pele, quando descamam em varias camadas de células
queratinizadas, anucleadas e sem organelas, chamadas de cornedcitos. Para que todo esse
evento ocorra sao necessarios aproximadamente 30 dias (PEREIRA, 2011).

A derme consiste em um tecido resistente e elastico que proporciona resisténcia fisica
ao corpo frente as agressdes mecanicas, fornece nutrientes a epiderme e abriga os apéndices
cuténeos, vasos sanguineos e linfaticos. Entendem-se como apéndices cutaneos glandulas
sudoriparas, sebaceas e foliculos pilosos. A derme, constituida por fibras de colageno e
elastina, € dividida em duas partes: a derme papilar que se encontra em contato direto com a
epiderme e a derme reticular, localizada abaixo da derme papilar. As fibras colagenas

conferem maior resisténcia a pele, formando uma rede que sustenta outras estruturas como
25



pelos, unhas, glandulas sudoriparas e sebaceas. As fibras elasticas permitem a deformacédo da
pele, que retorna ao estado original quando suspensa a tensao aplicada. Os vasos sanguineos
nutrem e regulam a temperatura corporal através da alternacdo continua de mecanismos de
vasodilatacdo e vasoconstricdo dos capilares em fungéo da situacdo ambiental. As sensacdes
tais como alteracdo na temperatura e pressdo, tato e dor sdo detectados por nervos especificos
presentes na derme, que recebem a todo instante, diversos tipos de estimulos do ambiente
transmitindo- os ao cérebro, onde serdo traduzidos em sensagdes. A espessura da derme é
maior que 800 um e menor que 1500 um (RIBEIRO, 2010).

A hipoderme, camada subepidérmica, ¢ formada por tecido conjuntivo frouxo,
altamente vascularizado e células de gordura denominadas adipdcitos, tendo espessura
bastante variavel (LEONARDI, 2008). Esta camada apoia e une a epiderme e a derme ao
restante do corpo e permite que as duas primeiras camadas deslizem livremente sobre as
outras estruturas do organismo. Além disso, a hipoderme mantém a temperatura corporal,
acumula energia para o desempenho das funcBes bioldgicas, protege o organismo contra
agressdes mecanicas e facilita a mobilidade da pele em relacdo as estruturas subjacentes
(PEREIRA, 2011).

O chamado pH fisioldgico da pele varia entre 4,5 e 6,0, dependendo da regido do
corpo ou da idade, e contribui para que ocorra protecdo bactericida e fungicida na superficie
do corpo (RASCHE, 2014).

2.3.1 Microbiota da pele:

A pele ndo é apenas wuma barreira eficaz entre 0 organismo
e o ambiente, mas é também um ecossistema composto de diferentes habitats ricos em
invaginacdes, cavidades e nichos. Os micro-oganismos que habitam as camadas superficiais
da pele formam a chamada "microbiota da pele", incluindo bactérias, virus, archaea e fungos
(BAVIERA et al,2014). Cada centimetro quadrado de pele contém até 1 bilhdo de bactérias,
incluindo foliculos capilares e glandulas sebaceas (GRICE et al, 2008). Nas areas mais
pobres, pode se encontrar em torno de 10* bactérias por cm?. Estas comunidades microbianas
estdo intimamente envolvidas no bem-estar humano e no desenvolvimento de doengas
(CHILLER et al,2001; FREDRICKS,2001).

Grupos especificos de micro-organismos colonizam nichos anatdbmicos distintos do
corpo humano como pele, nariz, boca e vagina. Eles estdo constantemente presentes nas

superficies corporais e podem impedir a colonizacdo por patdgenos e o possivel
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desenvolvimento de doengas, restaurando os nichos ecoldgicos da pele. Os micro-organismos
comensais estdo em simbiose: eles contribuem para a saide humana e bem-estar, através da
producdo de moléculas de defesa ou antibidticos naturais. A microbiota transitoria da pele
pode colonizar temporariamente a superficie, mas estes micro-organismos sao incapazes de
permanecer no corpo durante um longo periodo de tempo devido a concorréncia com 0s
micrébios residentes. Eles persistem sobre a pele por algumas horas ou dias e ndo sdo
patogénicos em condi¢cdes normais (respostas imunes normais, funcdo de barreira da pele
intacta) (BAVIERA et al, 2014).

A microbiota da pele humana é composta principalmente por bactérias pertencentes
aos (Qéneros Staphylococcus, Cutibacterium (ou Propionibacterium), Micrococcus e
Corynebacterium (ANDRADE et al.,2018), mas de forma geral, hd grandes comunidades
microbianas que residem em diferentes locais do corpo, sendo concentrados especialmente
nas areas mais Umidas e quentes como axilas e perineo. S&o eles: Firmicutes, Actinobacteria,
Bacteroidetes e Proteobacteria. A composi¢do das comunidades microbianas cutaneas evolui
ao longo da vida, mostrando uma crescente diversidade com idade. A microbiota da pele do
bebé é diferente do adulto. Embora a colonizacdo precoce seja dominada pelos estafilococos
(o estrato corneo de uma crianga € relativamente melhor hidratada do que a de um adulto), seu
declinio significativo contribui para o aumento da uniformidade da populacéo até o primeiro
ano de vida. Em contraste com os adultos, o filo Firmicutes predomina na pele infantil
(BAVIERA et al, 2014; CAPONE et al., 2011).

Areas com alta densidade de glandulas sebéaceas, como o rosto, 0 peito e as costas,
permitem o crescimento de micro-organismos lipofilicos. Na verdade, as glandulas sebaceas
estdo proximas do topo dos foliculos pilosos e produzem uma substéncia oleosa e cerosa
chamada de sebo, que promove a crescimento de anaerobios facultativos como o
Cutibacterium acnes que, pela hidrolise dos triglicerideos presentes no sebo, libera acidos
graxos livres, contribuindo para a manutencdo do pH epidérmico &cido foliculos capilares e
glandulas sebéaceas representam um ambiente andxico que hospeda micro-organismos
anaerdbicos (BAVIERA et al, 2014).

O Staphylococcus epidermidis também é uma bactéria da microbiota da pele e
representa mais de 90% das bactérias residentes da microbiota aerdbica da pele. E uma

bactéria Gram-positiva, mas também € um patégeno oportunista que explora
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imunodeficiéncias nas defesas inatas do hospedeiro e causa infec¢gdes nosocomiais associadas
a cateteres e outros corpos estranhos (SHEIKHOLESLAMI et al., 2016)

Anteriormente S. epidermidis era considerado apenas um micro-organismo comensal
inécuo da pele humana. Atualmente é visto como um importante patégeno oportunista,
responsavel por infecgdes com taxas tdo altas quanto aquelas mostradas para S. aureus. Em
particular, S. epidermidis representa a fonte mais comum de infeccdes em dispositivos
médicos internos. Isso provavelmente decorre do fato de S. epidermidis ser um colonizador
permanente e onipresente da pele humana o que leva & alta probabilidade resultante de
contaminagdo em dispositivo durante a inser¢do. Embora as infecgdes por S. epidermidis
raramente se desenvolvam em doengas potencialmente fatais, sua freqiiéncia e o fato de serem
dificeis de tratar representam problemas para os sistemas de satde (OTTO, 2009).

Muitas cepas de S. epidermidis produzem lantibiéticos ou os chamados peptideos
antibacterianos contendo lantionina, também conhecida como bacteriocina, que dessa forma
faz com que a colonizacdo de superficies corporais (especialmente no nariz) por S.
epidermidis atrapalhe o estabelecimento de outras bactérias como o S. aureus. A epiderme
hospedeira que permite o crescimento de S. epidermidis pode possuir um nivel adicional de
protecdo contra certos patdgenos comuns, tornando a relacdo hospedeiro-bactéria uma relacédo
de mutualismo (BAVIERA et al, 2014).

2.3.2 Cutibacterium acnes:

A acne vulgar é uma doenca inflamatoria crbénica da unidade pilossebacea. A
patogénese da acne é multifatorial e inclui o aumento da seborreia, hiperqueratinizacdo ductal
epidérmica, hipercolonizagdo por Cutibacterium acnes (C. acnes) e inflamacdo (DESSINIOTI
e KATSAMBAS, 2017).

Sua antiga denominacdo, Propionibacterium acnes, foi dada por fazer parte do género
Propionibacterium descrito por Orla-Jensen em 1909 e constituido por espécies amplamente
conhecidas por produzirem acido propidnico como produto final da fermentacdo. As mais
notaveis sdo as espécies Propionibacterium freudenreichii, pela sua valiosa contribuicdo para
a producdo dos queijos suicos, P. acidipropionici por sua a¢do no metabolismo do rimen
bovino e finalmente, o P. acne, notorio por suas implicacGes na acne vulgar e capacidade de
contaminar amostras humanas (SHOLZ e KILIAN, 2016). C. acnes também é considerado

um patégeno oportunista em infecgdes relacionadas a procedimentos cirlrgicos, pela
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introducdo de corpos estranhos, septicemia e em infecgOes associadas aos implantes
(articulacbes protéticas, fibrose mamaria, infeccbes relacionadas a dispositivos
cardiovasculares ou osteomielite espinhal) (CEBRIAN et al., 2018).

Porém, em 2016 Sholz e Kilian, propuseram uma nova classificacdo para o género
Propionibacterium da familia Propionibacteriaceae. Tradicionalmente, as espécies desse
género eram agrupadas como propionibactérias classicas ou cutaneas, baseadas em
caracteristicas fenotipicas e do local de isolamento. Eles reavaliaram a taxonomia da familia e
elucidaram o parentesco interespécies através da comparacao de 162 sequéncias publicas de
genomas completos que representavam espécies da familia Propionibacteriaceae.
Discrepancias substanciais foram notadas quando analises de alta resolucéo para o genoma do
core foram realizadas e isso entdo, fez com que 0s autores propusessem trés novos géneros:
Acidipropionibacterium, Cutibacterium e Pseudopropionibacterium. Além disso, analises
filogenéticas, contedo de DNA G + C, composicdo de peptideoglicanos e padrdes de perdas
genéticas e aquisi¢cBes nas propionibactérias cutaneas durante sua adaptacdo ao hospedeiro
humano corroboraram com essa nova classificagéo.

A bactéria da pele humana C. acnes é um bacilo anaerébico Gram-positivo, nédo
formador de esporos, que reside principalmente nas por¢Ges micro-aerofilicas profundas dos
foliculos sebaceos saudaveis em contato com queratinécitos foliculares e em células na regido
proximal do ducto sebaceo (DESSINIOTI e KATSAMBAS, 2017). Possui crescimento
relativamente lento, sendo um comensal sobre a pele que em contato com os poros epiteliais
promove a inflamacao dos foliculos pilosos provocando lesbes vulgarmente conhecidas como
"espinhas" (BHATIA et al., 2004). Além disso, C. acnes é um dos principais habitantes da
pele humana adulta saudavel, e geralmente é considerado um comensal inofensivo
(BRUGGERMANN et al., 2004). Na pele do rosto e nas costas, aproximadamente 50% da
microbiota total é representado por essa bactéria (ANDRADE et al,.2018).

C. acnes pode modular a diferenciagdo de queratindcitos causando uma
hiperqueratinizacdo do foliculo, bem como sua reduzida descamagdo e aumento da
inflamacdo local. Tem papel fundamental no desenvolvimento de lesdes inflamatorias da
acne, assim como a formacdo do microcomeddes nos estagios iniciais da acne, que podem
evoluir para comedbes fechados ou abertos e lesbes inflamatdrias, tais como papulas,
pustulas, nddulos e cistos, (KIM, 2005). No entanto, tem sido relacionada a lipogénese e
producéo de sebo. C. acnes interage com marcadores de imunidade inata, como receptores
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toll-like, peptideos antimicrobianos, receptores ativos de proteases, de metaloproteinases e
regulacdo positiva da secrecdo de diferentes citocinas pré-inflamat6rias como interleucina
[IL] -la, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, fator de necrose tumoral o ou macrofagos
granulociticos com fator estimulante de colbnias. Interage também com queratinécitos
humanos, sebdcitos, ou células mononucleares do sangue periférico. Além disso, C. acnes
pode promover a formagdo de comeddes através da producdo de IL-la e possivelmente
induzir comedogénese por via do receptor (IGF-1R) de insulina para fator de crescimento 1
(IGF-1) (DESSINIOTI e KATSAMBAS, 2017).

A contradicdo entre o papel como comensal da pele e o comportamento mais
patogénico pode ser parcialmente explicada pelas propriedades especificas da linhagem onde
diferentes cepas de C. acnes contribuem de forma diferente para a saude e a doenca. As cepas
de C. acnes podem ser divididas principalmente em trés tipos filogenéticos: 1A, 1B, Il e I,
de acordo com a comparacao de sequéncias dos genes recA e tly. Mais recentemente, outras
discriminagdes foram auxiliadas por varios esquemas de tipagem de sequéncia multilocus
(MLST) e protocolos de PCR baseados em sequéncias repetitivas. O subtipo | de C. acnes,
mais especificamente denominado I-1a, esta predominantemente associado a ache moderada a
grave. Em contraste, C. acnes tipo Il é relatada como o tipo mais prevalente em estudos
anteriores de espécimes prostaticos obtidos de pacientes com céncer de prdstata
(DAVIDSSON et al.,2016). P. acnes tipo Il é considerada a cepa mais virulenta entre os trés
tipos e esta relacionada a hipomelanose macular progressiva (HMP) que é uma doenca da pele
caracterizada por maéculas hipopigmentadas que atingem jovens adultos (PETERSON et
al.,2016). E uma dermatose comum, clinicamente, caracteriza-se por maculas numulares mal
definidas, hipopigmentadas, confluentes, de localizacdo simétrica, em areas seborreicas,
geralmente no tronco posterior e anterior e, mais raramente, no pescoco e partes proximais
das extremidades. As lesbes sdo assintomaticas e nao ha precedentes de leséo inflamatoria
(DUARTE et al.,2010).

A acne é uma doenca de pele comum, que afeta até 80% de todos os adolescentes nos
Estados Unidos e que embora ndo seja mortal, € uma doenca com um profundo impacto sobre
a qualidade de vida dos jovens. A acne pode persistir por anos e é conhecida por ter serios
efeitos psicossociais, como diminuicdo da auto-estima, depressao, frustracdo e retraimento
social. Estima-se que quase 20% de todas as visitas aos dermatologistas estdo relacionadas ao

tratamento da acne. A acne frequentemente comeca durante mudangas nos niveis hormonais
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em pré-adolescentes; no entanto, também é muito comum em condicdo de inicio da idade
adulta, geralmente associada a flutuacdo hormonal durante o ciclo menstrual e na gravidez.
(BRUGGERMANN et al.,2004; BHATIA et al.,2004).

Essa bactéria também é encontrada em todo o trato gastrintestinal em humanos e de
muitos outros animais. C. acnes esta cada vez mais associada a endocardite, infeccoes
intravasculares e do sistema nervoso central, endoftalmite, infec¢cbes associadas aos
dispositivos protéticos, patologias da prostata como o cancer, sarcoidose; calculos biliares de
colesterol; alveolite alérgica; angite pulmonar; sinovite pustulose, hiperostose e osteite
(BRUGGERMANN et al.,2004; PERRY e LAMBERT, 2011).

2.4 Resisténcia Bacteriana e Produtos Naturais:

Doencas infecciosas representam um importante problema de satde publica e tém sido
alvo de muitas pesquisas. Apesar do desenvolvimento de diferentes antimicrobianos, o
problema da resisténcia microbiana evidencia a necessidade pela busca por novas opgoes
terapéuticas (GHOLAM-REZA et al.,2017).

Antimicrobianos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento
ou causar a morte de micro-organismos, como as bactérias, sendo classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a
inibicdo do crescimento microbiano (WALSH, 2003).

A existéncia dos micro-organismos comecou a ser evidenciada apds experimentos
realizados por Louis Pasteur, um quimico francés, que demonstrou que algumas linhagens
microbianas eram importantes para processos fermentativos e também, que eram de ampla
distribuicdo no ambiente. Entretanto, somente muito tempo depois desta descoberta é que o
microbiologista Alexander Fleming observou, pela primeira vez, que algumas substancias
produzidas por um fungo eram capazes de inibir o crescimento bacteriano, descrevendo o
primeiro antibidtico da historia: a penicilina (PATRICK, 2005).

A partir dai, Paul Ehrlich, conhecido como o pai da quimioterapia, foi responsavel
pelos conceitos primarios de que uma substancia quimica poderia interferir com a proliferacédo
de micro-organismos em concentracdes toleraveis pelo hospedeiro. Porém casos de resisténcia
surgiram em poucos anos (PATRICK, 2005).

Entre os anos 1940-1960 vérios antibidticos foram descobertos através de triagens de
produtos naturais microbianos. E no periodo de 1980-2000, as principais ferramentas
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utilizadas para a busca de novos antibi6ticos foram a gendmica e as triagens de colecdes de
compostos. Porém, houve uma reducdo dramaética na identificacdo de novos prototipos de
antibioticos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento na incidéncia de resisténcia.
(GUIMARAES et al.,2010).

O termo resistente se refere aqueles micro-organismos que ndo sdo inibidos pelas
concentragOes de antimicrobianos habitualmente alcancados no sangue e tecidos ou que
apresentam mecanismos de resisténcia especificos para o agente quimico utilizado e que ndo
geram uma adequada resposta clinica quando usado como tratamento (RODRIGUEZ et
al.,2000). Uma ampla variedade de micro-organismos é listada como resistente a varios
medicamentos antibacterianos tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade, uma
vez que estes tém respondido aos tratamentos antimicrobianos com o aumento da
complexidade de seus mecanismos de resisténcia. (TENOVER, 2006)

O surgimento de cepas resistentes € multifatorial, podendo ocorrer devido ao uso
incorreto de antimicrobianos, o que gera a chamada pressdo pela selecdo (TOHIDPOUR et
al.,2010), ou seja, cepas resistentes sobrevivem ao tratamento quando sdo utilizados
antimicrobianos de amplo espectro no lugar de drogas de espectro restrito (BARBOSA e
LEVY, 2000). A resisténcia bacteriana também pode ser natural, pois ha bactérias
naturalmente resistentes a certos antimicrobianos, como por exemplo, os Enterococcus que
sdo naturalmente resistentes a qualquer cefalosporina, o que é conhecido como resisténcia
intrinseca (ANTONIO et al.,2009).

A resisténcia bacteriana pode ser transferida por mecanismos diversos, podendo
estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de diferentes populacdes,
como da microbiota animal para humana e vice-versa (MOTA et al., 2005)..

O uso de drogas antimicrobianas tanto em animais quanto no homem determina
aumento da resisténcia antimicrobiana das bactérias. Somente 50% dos antimicrobianos
produzidos sdo utilizados na terapia humana, a outra metade é empregada na profilaxia,
tratamento ou como promotores de crescimento animal e no exterminio de pragas na
agricultura. A alimentacdo animal € incrementada com suplementos e antimicrobianos para
reduzir os riscos de epidemias em criagfes animais. Esta pratica também exerce uma pressao
seletiva para genes resistentes a antimicrobianos, os quais levam a emergéncia de bactérias

resistentes associadas com animais de producéo e alimentos (MOTA et al., 2005).
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Bactérias multirresistentes podem ser consequéncia ainda da prescricdo e
administracdo inadequada de antimicrobianos o que compromete a resposta clinica do
paciente e aumenta o tempo e 0s custos com internagdo. Em alguns paises, antimicrobianos
sdo utilizados sem receita médica em até dois tercos das ocasifes. Mesmo quando
formalmente prescritos, sua indicacdo pode ser desnecessaria em até 50% dos casos. Diversos
fatores contribuem nesse consumo desmedido, como a expectativa do paciente em receber
tratamento eficaz, o tempo cada vez mais exiguo das consultas médicas e pressdes da
industria farmacéutica. Além disso, talvez por falta de informacdo, muitos profissionais
encaram 0 risco de inducdo de resisténcia como algo essencialmente tedrico ou pouco
provavel. O emprego ambulatorial de antimicrobianos se concentra em 80% do consumo
humano (ZIMERMAN, 2010).

A RDC 44/2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou
que os estabelecimentos que comercializam o produto devem "manter a disposicao das autoridades
sanitarias a documentagdo fiscal referente a compra, venda, transferéncia ou devolugdo das
substancias antimicrobianas bem como dos medicamentos que as contenham”. A resolucdo diz
ainda que "toda documentacdo relativa & movimentacdo de entradas, saidas ou perdas de
antimicrobianos devera permanecer arquivada no estabelecimento e a disposicao das autoridades
sanitarias” por no minimo cinco anos. Essa é uma forma de tentar controlar a venda indiscriminada
de antimicrobianos (ZIMERMAN, 2010).

A resisténcia bacteriana surge porque o genoma é extremamente versatil, embora
pequeno. As atividades essenciais de uma bactéria sdo codificadas pelo cromossomo e as ndo-
essenciais, como a defesa contra drogas e a transferéncia génica, que levam a recombinacéo,
sdo codificadas por elementos mdveis, que ndo fazem parte do cromossomo (exemplos sdo
plasmideos e transposons). A resisténcia cromossdmica pode surgir por mutacao espontanea
dentro da prépria bactéria, que pode ser a simples troca de um nucleotideo, desde que nédo
torne a bactéria inviavel. A bactéria pode adquirir, ap6s a mutacao, resisténcia cromossdémica
pela alteracdo ou superproducdo do alvo, mas também, por mudancas na sintese de proteinas
ligadas a permeabilidade do seu envoltorio, alterando a entrada e o acumulo da droga dentro
da célula, dificultando o encontro droga-alvo (MOTA, 2005).

Os genes de resisténcia quase sempre fazem parte do DNA de plasmideos extra-
cromossomicos, que podem ser transferidos entre micro-organismos. Alguns genes de

resisténcia fazem parte de unidades de DNA denominadas transposons que se movem entre
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cromossomos e plasmideos transmissiveis. O DNA externo pode ser adquirido mediante
transformacao, resultando em trocas de DNA cromossémico entre espécies, com subsequente
recombinacdo interespécies. Os principais mecanismos de resisténcia sdo: alteracdo da
permeabilidade, do sitio de acdo do antimicrobiano, bomba de efluxo e mecanismos
enzimaticos (ANVISA, 2018).

Compostos naturais obtidos de plantas podem representar terapias alternativas, pois
muitos possuem propriedades terapéuticas excelentes e ndo causam resisténcia bacteriana
(MITIC-CULAFIC et al.,2005). O uso de compostos a base de plantas aumentou nos ultimos
anos e efeitos antimicrobianos foram confirmados para muitos compostos naturais.
(TAHERIKALANI et al.,2016)

2.4.1 C. acnes e Resistencia Bacteriana:

A prevaléncia mundial de C. acnes resistente a antimicrobianos esta aumentando com
taxas que variam em diferentes partes do mundo. A razdo para a diferenca nos padrdes de
resisténcia mundiais ndo é clara, embora possa ser atribuida a prescricdo de diferentes
antimicrobianos de uso oral junto de agentes topicos para acne (como retingicos ou perdxido
de benzoila) ou mesmo a presenca de diferentes populacdes de C. acnes. O uso de
antimicrobianos topicos e sistémicos a longo prazo para a acne e a disponibilidade de compra
de certos farmacos sem receita médica, aqueles chamados over-the-conter, também
contribuem para o surgimento de cepas resistentes. A resisténcia cruzada de C. acnes a
clindamicina e eritromicina foi relatada pela primeira vez em 1979, e a resisténcia as
tetraciclinas foi documentada pela primeira vez em 1983 nos Estados Unidos, quando
pacientes passaram a responder mal ao tratamento com antimicrobianos orais (DESSINIOTTI
e KATSAMBAS, 2017).

A resisténcia de C. acnes aos antimicrobianos é predominantemente mediada por
mutacOes cromossomicas (MENDOZA et al., 2013) A resisténcia cruzada entre eritromicina e
clindamicina tem sido associada a mutagdes pontuais nos genes que codificam a subunidade
23S do ribossomo. RNA, que da resisténcia aos antimicrobianos macrolideo-lincosamida
(clindamicina) -streptogramina B (MLS) (ROSS et al.,1997; GONZALEZ et al.,2010). A
resisténcia a tetraciclinas é frequentemente associada a uma mutacdo na subunidade
ribossdmica RNAr 16S da subunidade menor do ribossomo (ROSS et al.,1998), esta
relacionada a acne filotipo 1A-2 (McDOWELL et al.,2012). Cepas do filotipo 1A-2 e algumas
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de IA-1 representam quase todas as cepas resistentes a tetraciclina, eritromicina e
clindamicina (McDOWELL et al.,2012). A resisténcia a antimicrobianos MLS em C. acnes é
também mediada por um transposon adquirido de Corynebacterium, portador do gene de
resisténcia erm (X). O transposon contendo o gene de resisténcia erm (X) € responsavel por
8,9% das cepas MLS resistentes observadas em todos 0s seis paises da unido Europeia (ROSS
et al.,2002).

Um estudo de 115 pacientes com acne no Egito relatou que cepas de C. acnes foram
isoladas em 98 pacientes, detectando-se resisténcia a clindamicina em 65 isolados e para a
eritromicina, 48 isolados. N&o houve associacdo da resisténcia a C. acnes com acne adulta ou
a duracdo da acne; no entanto, houve um pequeno nimero de pacientes com acne com 20 anos
ou mais (n = 48) incluidos neste estudo (FATTAH e DARWISH,2012).

A presenca de biofilme bacteriano pode ter um papel fundamental na resisténcia
antimicrobiana. Este complexo protetor chamado substancia polimérica extracelular (EPS) é
produzido pela bactéria e as protege dos sistemas de defesas do hospedeiro e terapias com
antimicrobianos topicos ou sistémicos limitando as concentracdes antimicrobianas eficazes
dentro do microambiente do biofilme (DESSINIOTTI e KATSAMBAS, 2017). Biofilme de
C. acnes foi mostrado um estudo caso-controle de 38 pacientes com acne, mostrando um
maior nimero de bactérias em macro-coldnias/biofilmes nos foliculos sebaceos de pacientes

com acne em comparagdo com amostras controle (JAHNS et al.,2012)

2.5 Cosméticos, Dermocosméticos e Emulsdes:

A palavra “’cosmético”” vem do grego kosmeéticos, relativo a adorno, prética ou
habilidade em adornar (RIBEIRO, 2010). Pode-se dizer que o uso de cosméticos remonta ha
pelo menos 30.000 anos, haja vista que os homens da pré-historia ja faziam gravacfes em
rochas e cavernas e pintavam o préprio corpo. A decoracdo do corpo estava presente também
nos rituais tribais praticados pelos aborigines, assim como a pintura de guerra. A
religido era, também, uma razdo para o uso desses produtos: cerimdnias religiosas
frequentemente empregavam resinas e unguentos de perfumes agradaveis. A queima de
incenso deu origem a palavra perfume, que no latim quer dizer "através da fumaca”. Por
outro lado os egipcios, através dos relatos da historia, foram os primeiros usuarios de
cosmeticos e produtos de toucador, em larga escala. Um exemplo disso foi o verde de
malaquita usado como sombra para os olhos e 0 extrato vegetal de henna para pintar os
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cabelos. Ja na era romana, por volta do ano 180 d.C., um médico grego chamado Claudius
Galen realizou sua propria pesquisa cientifica na manipulacdo de produtos cosméticos,
iniciando a era galénica dos produtos quimico-farmacéuticos (LEONARDI et al,2008).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA) cosméticos sdo produtos que quando
aplicados no corpo humano, limpam, embelezam, promovem atratividade ou modificam a
aparéncia da pele e cabelos ou do corpo, sem afetar sua estrutura ou funcdo. Segundo a RDC
N°211 de 14 de julho de 2005, da ANVISA produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes sdo preparacdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo
nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou
principal de limpa-los, perfumé-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e ou
protegé-los ou manté-los em bom estado. Esses produtos podem ser classificados em grau |
ou grau Il. Os produtos de grau | sdo aqueles que se caracterizam por possuirem propriedades
bésicas ou elementares, cuja comprovacao ndo seja inicialmente necessaria e ndo requerem
informacdes detalhadas quanto ao seu modo de usar e suas restricbes de uso, devido as
caracteristicas intrinsecas do produto. Ja os produtos de grau Il possuem indicacGes
especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacao de seguranca e/ou eficacia, bem como
informacdes e cuidados, modo e restricdes de uso. Aqui se encaixam produtos para tratamento
de acne, rugas, protetor solar, maquiagem com fotoprotetor, clareador de pele, esfoliante,
“peeling’” quimico, entre outros. Os produtos de grau II podem ser chamados de
dermocosméticos ou cosmecéuticos (ANVISA, 2005).

No Brasil e em outros paises é comum quando um produto cosmético afeta de maneira
consideravel a funcionalidade da pele, sdo os chamados cosmecéuticos, termo criado por
Kligman ha cerca de 30 anos e que consiste na mistura das palavras cosmético e farmacéutico.
Todavia, o produto final é primariamente um cosmético, mas com promessa de beneficios
como um produto farmacéutico. Os cosmecéuticos tem mecanismo de agdo conhecido e
eficicia comprovada. Apesar da palavra ser frequentemente empregada, nos Estados Unidos,
por exemplo, onde o FDA enquadra os produtos tépicos em medicamentos cosméticos ou
Over the Counter (RIBEIRO,2008). Sdo produtos que atuam em camadas mais profundas da
pele e sdo capazes de mudar fisiologicamente algumas ac¢des, melhorando o aspecto fisico da
mesma (GONZALEZ E BAMIO, 2002). No Brasil, os cosmecéuticos sdo regulamentados
dentro de portarias da ANVISA que falam sobre cosméticos.
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No dia a dia de uma farmécia magistral, as emulsfes topicas sdo as mais comumente
preparadas, sendo que os cremes (cosméticos de uso externo) sdo muito utilizados como bases
para a incorporacdo de diversos farmacos, produtos naturais e com as mais variadas
aplicabilidades (ZANON, 2010).

Segundo a Farmacopéia Brasileira de 2012, uma emulsdo é constituida de um sistema
de duas fases com pelo menos dois liquidos imisciveis e no qual um dos liquidos é disperso
na forma de pequenas gotas (fase interna ou dispersa) no outro liquido (fase externa, continua
ou dispersante). De acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante, esses sistemas
classificam-se em 6leo em &gua (O/A) ou &gua em Gleo (A/O). Essas fases sdo estabilizadas
por meio de um ou mais agentes emulsificantes ou surfactantes. Estes sdo substancias capazes
de minimizar a energia livre no limite entre as fases, diminuindo tensao interfacial do sistema
e formar um filme, ao redor dos globulos da fase dispersa, com propriedades estéricas e
eletrostaticas, estabilizando o sistema. Para SALAGER (2000), as moléculas de surfactante
apresentam um comportamento bastante peculiar, que é inerente a sua estrutura. Primeiro
porque elas tendem a se adsorver nas interfaces, onde podem realizar sua dupla afinidade
colocando a parte polar em contato com a fase aquosa e a parte apolar com a fase oleosa ou o
ar. E segundo porque elas reduzem a incompatibilidade com o solvente através de um tipo
especifico de agregados: as chamadas micelas. Micelas sdo agregados coloidais que se
formam acima de uma concentracdo especifica de surfactante, a concentragdo micelar critica
(CMC). Numa micela normal os grupos hidrofilicos estdo voltados para a fase continua
aquosa e as caudas hidrofobicas estdo voltadas para a regido interna da micela, onde se
localiza a parte oleosa (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2012).

As moléculas de surfactante adsorvidas nas novas interfaces geradas impedem a
coalescéncia de duas maneiras. Primeiramente, a presenca de surfactante d& origem a forcas
repulsivas - que podem ser de origem eletrostatica, estérica ou de oscilacdo estrutural - entre
as gotas, provocando uma estabilidade ao sistema. Além disso, a camada de surfactante
adsorvida, diminui (ou até mesmo remove completamente) a mobilidade tangencial das
superficies das gotas, o que desacelera as colisdes entre elas; processo esse conhecido como
estabilizacdo cinética. Este ultimo esta relacionado ao efeito de Marangoni, ou seja, ao
aparecimento de gradientes de adsorcao e tenséo interfacial ao longo das superficies de duas

gotas em colisdo. Tais gradientes permitem que as gotas sofram deformacdo sem se
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romperem, o que nos leva a concluir que as monocamadas de surfactante formadas aumentam
a elasticidade das novas interfaces (ALMEIDA, 2014).

Os tensoativos possuem dupla funcédo que sdo reduzir a tensdo interfacial e estabilizar
o sistema prevenindo fendmenos de instabilidade que poderdo causar a separacao das fases do
sistema. Os principais fendmenos de instabilidade observados em emulsfes sdo floculagéo,
cremeacao e coalescéncia (SCHULLER, ROMANOWSKI, 1998).

Na Figura 3 sdo representados esses fendmenos. A floculacdo é um fendmeno que
pode ser definido como uma adesdo mutua dos globulos da fase dispersa, formando uma rede
tridimensional, porém, os globulos permanecem com a estrutura do filme interfacial
inalterado, e uma simples agitagdo pode reverter o processo. O processo de cremeagdo ocorre
quando ha diferenca entre as densidades da fase dispersa e dispersante da emulséo,
provocando a separacdo das fases. Quando a fase dispersa é menos densa do que a fase
dispersante, os globulos da emulsdo formardo um creme na regido superior da amostra, 0
inverso ocorre quando a fase dispersante € menos densa que a fase dispersa, este processo de
instabilidade é reversivel, por simples agitacdo do sistema. A coalescéncia € um processo
irreversivel e, ocorre quando dois glébulos alcangam proximidade suficiente, tém a estrutura
de suas interfaces comprometidas e, perdem a individualidade tornando-se um unico globulo
(SCHULLER; ROMANOWSKI, 1998; MORRISON; ROSS, 2002). Dependendo do tamanho
do gl6bulo, emulsdes podem ser classificadas em microemulsées, mini (nanoemulsées) e
macroemulsdes (ZANIN et al., 2002; JAFARI et al., 2008). A producdo de nanocosméticos,
especificamente falando, estd mundialmente inserida na industria de cosméticos
convencionais, constituindo se em uma linha de produtos diferenciados de base
nanotecnoldgica, sendo geralmente classificado como um setor especifico da industria

guimica juntamente com os produtos de higiene pessoal e perfumaria (BARIL et al, 2012).
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Figura 3. Mecanismos de desestabilizagdo de emulsdes. Note que processos diferentes podem
ocorrer simultaneamente. Fonte: Almeida, 2014

Para se adequar aos novos contextos, a Cosmetologia tem extrapolado sua proposta
inicial de forma a assimilar tecnologias conquistadas por diferentes areas do
conhecimento humano, como a Bioquimica no seu aspecto molecular-metabdlico, a
Quimica Organica aplicada a descoberta e purificacdo de isémeros fito-ativos
possuidores de performances especiais, a Biologia Molecular no que diz respeito aos
efeitos de determinados compostos na sinalizagdo celular e, para possibilitar estudos
genémicos verdadeiramente inferenciais, quanto a atividade cutanea de compostos naturais
(LEONARDI et al.,2008). Durante as ultimas décadas, ocorreu uma exploséo de informacoes
e avangos cientificos relacionados a pesquisa cutanea, que tem beneficiado tanto os médicos
dermatologistas como os profissionais que trabalham com o desenvolvimento de produtos
cosméticos (LEONARDI et al., 2002).

2.6 Sistemas Nanoestruturados e Nanoemulsoes:
A nanotecnologia ¢é focada na caracterizacdo, fabricacdo, manipulacéo e aplicagdo de
estruturas bioldgicas e ndo bioldgicas (SAHOO et al., 2007) na escala nanométrica. O prefixo

“nano” esta relacionado a uma escala de medida em que um nandOmetro representa um
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bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro. Estruturas nessa escala apresentam
propriedades funcionais Unicas ndo encontradas na escala macro (CHAU et al., 2007). Os
nanocompositos ou sistemas nanoestruturados sdo materiais hibridos, nos quais pelo menos
um de seus componentes tem dimensdes manomeétricas ASSIS et al., 2012).

A principal razéo para as diferencas no comportamento entre materiais compostos e
nanocompositos esta relacionada com a elevada area superficial destes ultimos, resultando em
intensa interacdo entre a matriz na qual estdo inseridos e as nanoparticulas (ASSIS et al.,
2012) . Trata-se de um campo cientifico multidisciplinar que se aplica a praticamente todos o0s
setores da pesquisa, da engenharia de materiais e processos e de mercado. Essas particulas sdo
extensivamente investigadas por promoverem muitas vantagens em relacdo as formulacGes
tradicionais. A nanotecnologia aplicada a cosmética refere-se a utilizacdo de pequenas
particulas contendo principios ativos que sdo capazes de penetrar nas camadas mais profundas
da pele, potencializando os efeitos do produto (BARIL et al.,2012).

A aplicacdo da nanotecnologia em alimentos é nova em comparacdo a area biomédica
e as industrias de tecnologia de informacdo, nas quais a nanotecnologia ja € utilizada na
fabricacdo de materiais. No entanto, ja existem indmeras oportunidades que podem ser
exploradas, como a elaboracédo de produtos com caracteristicas funcionais e nutracéuticas, o
desenvolvimento de processos e embalagens inteligentes (ASSIS et al., 2012).

Varias aplicacbes da nanotecnologia ganharam destaque, incluindo o uso de
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), nanoemulsdes (Figura 4), nanocapsulas, nanoesferas e
0 uso de nanocompositos. Nanoparticulas lipidicas sélidas sao sistemas de transporte coloidal,
foram desenvolvidos para encapsular, proteger e distribuir componentes lipofilicos funcionais,
tais como lipidios bioativos e drogas. A fase liquida lipidica e uma solugdo de surfactante
aquoso sdo homogeneizados em uma temperatura acima da de fusdo dos lipidios, para
produzir uma fina dispersdo de uma emulsao de 6leo em agua (HELGASON et al., 2009). A
particula é estabilizada por surfactantes, que podem ser compostos de uma Unica camada, mas
normalmente ha uma mistura de surfactantes (WEISS et al., 2008). Nanoparticulas lipidicas
tém uma estrutura semelhante a nanoemulsdes, com um tamanho que varia normalmente de
50 a 1000 nm. O nucleo lipidico em nanoemulsdes € liquido, mas, em nanoparticulas, o
nucleo lipidico esta no estado solido (FARHANG, 2007). O uso de lipidios solidos, em vez de
lipidios liquidos, aumenta o controle sobre a cinética de liberacdo de compostos encapsulados
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e melhora a estabilidade de ingredientes lipofilicos sensiveis quimicamente (HELGASON et
al., 2009).

As nanoparticulas lipidicas sdo usadas como uma transportadora e os ingredientes
ativos sao finamente dispersos na matriz lipidica. Os lipidios mais utilizados na obtencao das
NLS sdo triglicerideos (triestearina), glicidios parciais (monoestearato de gliceril), acidos
graxos (acido estearico), esterdis (colesterol) e ceras (cetilpalmitato) (MEHNERT e MADER,
2001). Podem ser produzidas por: homogeneizacdo sob alta pressdo a quente ou a frio;
diluicdo de microemulsdo; preparo de emulsdo multipla; emulsificacdo/evaporacdo de
solvente, ou difusdo de solvente (ASSIS et at.,2012).

Lipideo Lipideo

em estado - em estado
liquico sélido

Figura 4. Esquema representativo de nanoemulséo (a) e nanoparticula lipidica solida
(b). Fonte: Mueller et al.,2000.

Nanoemulsdes sdo definidas como sistemas contendo goticulas de 6leo, com tamanhos
compreendidos entre 10 e 100 nm dispersos em meio aquoso (ASSIS et al., 2012). Alguns
estudos relatam variagdes diferentes para o tamanho das nanoemulsdes, como por exemplo,
em torno de 20 a 500nm, sendo porém translicidas quando o tamanho dos glébulos é inferior
a 200nm ou leitosa quando o tamanho estd entre 200 e 500nm. Também sdo referidas na
literatura como miniemulsdes, emulsdes ultrafinas, microemulsdes instaveis e
submicroemulsGes (OLIVEIRA, 2008). Acredita-se que estes sistemas tenham varias
vantagens em relacdo as emulsdes convencionais por se tratarem de sistemas de distribuigdo
coloidal devido ao seu menor tamanho de particula. As nanoemulsdes parecem apresentar
transparéncia dptica, funcionalidade aprimorada e estabilidade fisica, 0 que as tornaria muito
atraentes para a industria farmacéutica, cosmética e alimenticia. (ASSIS et al., 2012).

Diferentes das microemulsdes que sdo sistemas termodinamicamente estaveis, as
nanoemulsdes sdo sistemas metaestaveis, ou seja, estaveis por um longo periodo de tempo. A
inerente estabilidade das nanoemulsdes esta diretamente relacionada ao processo de preparo
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que confere estabilizagdo estérica, quando se emprega tensoativos ndo-idnicos e/ou polimeros;
e ao diminuto tamanho dos glébulos, cujo movimento browniano diminui a atuacdo das forcas
gravitacionais prevenindo assim fendémenos de instabilidade (OLIVEIRA, 2008).

As nanoemulsdes ndo podem ser formadas espontaneamente, sendo necessaria energia,
geralmente a partir de dispositivos mecanicos ou a partir do potencial quimico dos
componentes. Os metodos utilizados para formagdo de nanoemulsdo compreendem a
utilizacdo de homogeneizadores de alta pressdo e geradores de ultrassom (KENTISH et al.,
2008).

Os homogeneizadores de alta pressdo sdo muito utilizados para formar nanoemulsoes e
geralmente trabalham com pressdes entre 50 e 100 MPa. O procedimento do uso de ultrassom
para a preparacdo de nanoemuls6es geralmente consiste em primeiramente conduzir o fluido
através de um orificio de diametro reduzido com pressdo moderada e orientado em direcdo a
uma lamina vibratoria, na qual sofre impacto. Quando o sistema atinge uma fase estacionaria,
entra em cavitacdo, proximo da extremidade da lamina, e a vibragdo desta produz ondas
ultrassdnicas que sdo capazes de exercer um efeito cortante, produzindo goticulas de tamanho
reduzido (ASSIS et al., 2012). Existem dois mecanismos principais que operam durante o
ultrassom emulsificacdo. Primeiro, um campo acustico produz ondas interfaceadas para
quebrar a fase dispersa contida na fase dispersante (ou externa). Em segundo lugar, a
formacdo de cavitacdo acustica é usada para quebrar microbolhas em goticulas de tamanho
nanometrico atraves de alteracGes de pressdo. O processador ultrassonico aplica excelente
forca de cisalhamento para a quebra da goticula, e a taxa de coalescéncia é determinada pelo
uso de mais de um surfactante e a concentracdo utilizada para cada um deles (CHIEN-WEN et
al.,2018).

A emulsificacdo através de ultrassom também é muito eficiente na reducdo do tamanho
das gotas, mas soO € adequada para pequenos lotes. Os estudos realizados por Landfester et al.
(2004) sobre a preparagdo de nanoemulsdes polimerizaveis mostram que a eficiéncia do
processo de dispersdo é fortemente dependente do tempo de ultrassom em diferentes
amplitudes; note-se que quanto mais hidrofébico o monémero, maior o tempo de sonicagdo
necessario (ASSIS et al., 2012).

Para a formulacdo de uma nanoemulsdo € necessario misturar pelo menos trés
componentes, sendo uma fase oleosa, uma fase aquosa e um estabilizador. A fase oleosa das

nanoemulsdes Oleo-em-agua geralmente atua como um portador de compostos ativos
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lipofilicos e € a fase dispersa (ou interna) na fase dispersante ou continua (também chamada
de fase externa). Normalmente, os ingredientes ativos lipofilicos sdo solubilizados na fase
oleosa antes da formacdo da emulsdo. A fase oleosa pode ser formulada por diferentes
compostos ndo polares, tais como triglicéridos, 6leos minerais ou dleos essenciais. Por outro
lado, a fase aquosa das emulsdes pode conter uma grande variedade de constituintes sollveis
em &gua, incluindo minerais, acidos, bases, flavorizantes, conservantes, vitaminas, aglcares,
surfactantes, proteinas ou polissacarideos (ODRIOZOLA-SERRANO et al.,2014).

Além das fases lipidica e aquosa, a formulacdo de nanoemulsdes requer o uso de
estabilizadores chamados de emulsificantes ou surfactantes, que previnem a quebra da
estrutura da nanoemulsédo, apds sua formacdo. Surfactantes sdo moléculas anfifilicas, ou seja,
que possuem uma parte lipofilica que tem afinidade com 0s meios ndo-polares e uma parte
hidrofilica que tem afinidade com as partes polares da formulacdo. Eles sdo capazes de
realizar uma “’ponte’ na interface Oleo-agua na superficie da goticula durante a
emulsificacdo, protegendo assim as goticulas contra coalescéncia ou agregacao
(ODRIOZOLA-SERRANO et al.,2014).

Ostwald ripening € o principal mecanismo de desestabilizacdo de nanoemulsdes uma
vez que a cremeacdo € prevenida pelo efeito Browniano que é capaz de superar a forca de
separacdo gravitacional e a floculagdo, pela estabilizacdo estérica proporcionada pelas
moléculas do tensoativo. Ostwald ripening é o transporte de Oleo a partir de pequenos
globulos para grandes glébulos atraves da fase continua. Ocorre primariamente, via tendéncia
a dissolucdo molecular do o6leo na fase continua sendo direcionado pela dependéncia da
solubilidade dos glébulos da emulsdo com seu tamanho. Este efeito surge a partir da diferenca
no potencial quimico entre pequenos e grandes globulos da emulsdo como resultado da
diferenca da pressdo de Laplace. Somente uma pequena diferenca no tamanho dos glébulos é
necessaria para criar um gradiente de potencial quimico suficientemente grande para iniciar
Ostwald ripening. Portanto, uma inicial diferengca no tamanho, torna-se cada vez mais
acentuada com o progresso de Ostwald ripening. Higuchi, Misra (1962) foram os primeiros a
propor que Ostwald ripening de emulsbes poderia ser retardado pela incorporacdo de um
segundo 6leo com uma menor solubilidade na fase continua. Este conceito esta baseado na
premissa de que a entropia da mistura fornece um potencial quimico oposto ao Ostwald
ripening. Quando uma mistura de 6leos esta sob a acdo de Ostwald ripening, o 6leo soltvel
tem maior mobilidade entre os glébulos. Ao longo do tempo, os glébulos grandes tornam-se
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enriquecidos com o 6leo soltvel e os glébulos pequenos tornam-se enriquecidos com o dleo
insollvel. Isto cria um desequilibro composicional, que € de entropia maior que um sistema
igualmente misturado, e desta forma, Ostwald ripening pode ser retardado (WOOSTER,;
GOLDING; SANGUANSRI, 2008).

A utilizacdo de sistemas de distribuicdo a base de nanoemulsGes, como um método para
encapsular ingredientes ativos lipofilicos dispersos em meio aquoso, tem surgido como uma
potencial ferramenta para conceber novos produtos cosméticos e alimentares. Um dos
principais desafios farmacotécnicos em industrias de alimentos e cosméticos, quanto a
aplicabilidade dos Oleos essenciais, deve-se ao controle de parametros de solubilidade em
meio aquoso, bem como seus aspectos toxicoldgicos, organolépticos e econdmicos quando
incorporados em doses elevadas (BURT, 2004). Vérias pesquisas recentes relatam a formacéo
de nanoemulsdes contendo Oleos essenciais como uma estratégia para melhorar sua
funcionalidade. Oleos essenciais incorporados em nanoemulsdes promovem um aumento da
permeabilidade nas membranas microbianas devido ao aumento da area por unidade de peso
(ZIANI et al.,2011; DONSI et al.,2011). Isto permitiria reduzir a concentracdo para obter um
efeitos, como acdo antimicrobiano, equivalente ou mesmo maior do que em emulsdes
convencionais (LIANG et al.,2012; SALVIA-TRUJILLO et al.,2014).

As nanoemulsBes sdo usadas em agroquimicos, em formulas de entrega de medicamentos
e pesticidas, em cosméticos, como transportadores de medicamentos para cuidados pessoais
ou produtos para a pele, e em produtos farmacéuticos como matrizes para encapsulamento dos
compostos bioativos, que sdo desejaveis para formulagdes sem alcool, por exemplo (CHIEN-
WEN et al.,2018). As vantagens das nanoemulsdes para produtos cosméticos sdo varias.
Devido ao tamanho das particulas, podem cobrir extensa &rea cutdnea sendo indicados como
sistemas para liberacdo de ativos na pele; podem penetrar através da superficie aspera de peles
ressecadas (THADROS et al., 2004); seu didmetro muito pequeno das particulas permite a
deposicdo uniforme nos substratos. A molhabilidade, espalhabilidade e penetracdo podem ser
aumentadas como resultado da baixa tensdo superficial do sistema e da baixa tensdo
interfacial das goticulas O/A. Os aspectos fisicos (transparéncia e fluidez) e auséncia de
espessantes podem garantir excelente aspecto estético e sensorial na pele. Ao contrario de
microemulsdes, exigem quantidades ndo excessivas de tensoativos, na faixa de 5 a 10%

Podem ser substitutas de lipossomas e vesiculas que s80 menos estaveis, permitindo em
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alguns casos a formacéo de fases cristalinas lamelares ao redor das goticulas da nanoemulséo
(THADROS et al.,2004).

As melhores micelas dentro de uma nanoemulsdo sdo preparadas baseando-se em um
6timo equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) e na concentracdo ideal de surfactante
(IZQUIERDO et al.,2005). O valor apropriado de EHL dos surfactantes é importante para a
formagdo da emulsdo. As nanoemulsdes sdo geralmente formuladas com o objetivo de
aumentar a estabilidade de uma formulacdo, e isso ocorre pelo uso de um ou mais
surfactantes, devido a ampla distribuicdo do comprimento de cada cadeia. Os surfactantes do
tipo Span e Brij s&o comumente usados como surfactantes em emulsdo em uma ampla
variedade de produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos. Surfactantes do tipo Brij
possuem uma regido hidrofilica ramificada com trés cadeias de polioxietileno substituido por
um anel de sorbitano, e surfactantes tipo Span tem um grupo de cabeca grande que pode
potencialmente se ligar na interface éleo / &gua e formam uma regido hidrofébica. Sistemas de
distribuicdo baseados em nanoemulsdo com constituintes incorporados aumentando
significativamente a atividade antimicrobiana em comparagdo com sistemas néo
encapsulados. Os sistemas podem aumentar a concentracdo do composto bioativo em areas
onde os micro-organismos estéo preferencialmente localizados (CHIEN-WEN et al.,2018).

Nanocépsulas sdo compostas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um
nucleo no qual se encontra o composto ativo dissolvido ou adsorvido a parede polimérica.
Envolve a incorporacdo, absorcédo ou dispersdo de combinacdes de bioativos solidos, liquidos
ou gasosos dentro ou em vesiculas pequenas, com didmetro na escala nanométrica. As
combinagGes de bioativos incorporados podem ser protegidas contra degradacdo e melhorar a
estabilidade e a solubilidade (por exemplo, solubilizacdo de componentes hidrofilicos em
matrizes hidrofobicas e vice-versa). A retencdo desses nucleos é regida por sua funcionalidade
quimica, solubilidade, polaridade e volatilidade (GHARSALLAOUI et al., 2007). O material
de parede consiste na barreira externa e geralmente é feito de compostos que formam uma
rede com a estrutura. Esses compostos sdo normalmente polimeros (amidos, gomas,
gelatinas).

O principal objetivo da encapsulacdo é proteger uma substancia sensivel na capsula ou
na parede, isolando fisicamente o ingrediente do meio ambiente. Atualmente, os interesses
essenciais sdo atribuidos ao encapsulamento de flavors, lipideos e carotenoides, entre outros

ingredientes; ressalta-se que, em funcdo de um Unico agente encapsulante ndo possuir todas as
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propriedades do material de parede ideal, pesquisas recentes tém focado em misturas de
carboidratos, gomas e proteinas (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Os lipidios estdo entre os compostos com interesse de encapsulacdo. Matsuno e Adachi
(1993) enumeraram cinco vantagens do uso de lipidio como material de encapsulamento:
retardar a auto-oxidacdo; melhorar a estabilidade; controlar a liberacdo de sabor de
substancias lipossoluveis; mascarar 0 gosto amargo de substancias lipossoluveis, e proteger as
substancias dissolvidas contra a hidrdlise enzimatica. Lipidios, especialmente aqueles que
contém alto teor de &cidos graxos insaturados, tém sido encapsulados visando diminuir a
susceptibilidade a oxidacdo (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

As nanocapsulas sdo constituidas por uma parede polimérica disposta ao redor de um
nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica, como foi dito anteriormente. Por outro lado, as chamadas nanoesferas, ndo
apresentam 6leo em sua composicao, portanto ndo apresenta um nucleo diferenciado. Elas sdo
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido,
conforme mostra a figura 5 (MICHELS, 2016).

Nanocapsula
Nanoesfera
o
e 9 ]
o o
0
o
T o]
i i co dissolvi
Parege Niicleo Farmaco dissolvido Farmaco adsorvido
polimérica oleoso no micleo oleeso das

Matriz polimérica ou disperso na

nanocapsulas X : ]
alh matrz ]_Jﬂ]]l‘.llE'l'J ca

Figura 5. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas. Fonte:
Michels, 2016.
Os sistemas nanoestruturados tém a capacidade de melhorar caracteristicas

importantes dos farmacos tais como a biodisponibilidade e a solubilidade. Além disso,
oferecem uma abundancia de possiveis solugdes para problemas de liberacdo e ainda para
superar obstaculos importantes, como barreiras intestinais e a barreira sangue-cérebro. Além
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disso, esses sistemas apresentam a capacidade de modificar propriedades fisico-quimicas de
compostos, protegendo-os de processos de degradacdo ou de interacdes indesejadas,
diminuindo assim reacfOes adversas quanto se trata de um farmaco, por exemplo
(MICHELS,20186).

2.6.1 Nanoparticulas de Prata (AgNP)

Particulas inorganicas nanométricas, de natureza simples ou complexa, exibem
propriedades fisicas e quimicas Unicas e representam um material cada vez mais importante
para o0 desenvolvimento de novos nanodispositivos que podem ser usados em numerosos
produtos para aplicacdes nas areas fisica, biolégica, biomédica e farmacéutica (SONDI e
SALOPEK-SONDI, 2004). Varios tipos de metais como magnésio, ferro, ouro, cobre, zinco,
prata e alginato podem ser utilizados na sintese de nanoparticulas (RAJESHKUMAR e
BHARATH, 2017). Apenas no século 21 a ciéncia moderna comecou a explorar a
nanociéncia (PRASAD e ELUMALALI, 2011).

As nanoparticulas de metais tém uma grande area superficial e alta fracdo de atomos em
sua superficie, garantindo suas caracteristicas fisico-quimicas Unicas, como atividade
catalitica, as propriedades oOpticas, eletrénicas, antibacterianas e magneticas (PRASAD e
ELUMALAI, 2011).

A sintese de nanoparticulas nobres pode ocorrer via sintese quimica, fisica ou bioldgica.
Geralmente nanoparticulas de metal sdo sintetizadas e estabilizadas pelo uso de métodos
quimicos como a reducao quimica, técnicas eletroquimicas, via micro-ondas e atualmente via
sintese verde. O uso de plantas na sintese de nanoparticulas é bastante recente e lidera
verdadeiramente a quimica verde fornecendo avangos sobre métodos quimicos e fisicos, pois
é mais rentavel e eco-friendly, é facilmente utilizado para sinteses em larga escala e neste
método ndo ha necessidade de usar alta pressdo, energia, temperatura e produtos quimicos
toxicos. Bactérias e fungos podem ser usados também para a sintese biologica de
nanoparticulas, mas o uso de extratos de folhas é mais vantajoso, pois reduz custos e nao
exige de nenhuma preparacdo especial de cultura e técnicas de isolamento (PRASAD e
ELUMALALI, 2011).

Quase 5000 anos atras, romanos, gregos, egipcios e indianos usavam prata de varias
formas para preservar produtos alimenticios. Na antiguidade, utensilios de prata para comer e
beber e usados para preservar itens comestiveis e bebidas eram usados, talvez devido a
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consciéncia de possivel acdo antimicrobiana. Atualmente, as AgNPs receberam grande
atencdo dos cientistas devido a sua notavel defesa contra varios micro-organismos
patogénicos (RAJESHKUMAR e BHARATH, 2017).

AgNPs e compostos baseados em prata sdo extremamente citotoxicos para varios micro-
organismos, exibindo efeitos biocidas robustos em varias espécies de bactérias, incluindo
Escherichia coli, Staphylococcus e Streptococcus mutans. Assim, as AgNPs tém sido
amplamente utilizadas contra doencas bacterianas, incorporadas em materiais odontologicos,
tratamento de queimaduras graves na pele e purificagdo de &gua, entre outras
(RAJESHKUMAR e BHARATH, 2017). Klabunde e colaboradores demonstraram que
nanoparticulas de Oxido de metal sdo altamente reativas e exibem agdo biocida excelente
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (KLABUNDE et al.,2002). Ha diversas
propostas na literatura para a agdo bactericida de ions e nanoparticulas de prata sendo a mais
citada a reacdo destas estruturas com proteinas dos micro-organismos devido a forte interacao
da prata com os grupos sulfidrilas (SH) das proteinas levando a inativacdo das mesmas
(ZHENG E HUANG, 2004). As AgNPs sdo usadas em varios campos, incluindo o médico,
alimenticio, de saude, de consumo e industrial devido as suas propriedades fisicas e quimicas
Unicas. Estas incluem propriedades oOticas, bioldgicas, elétricas, térmicas e alta condutividade
elétrica. Devido as suas propriedades peculiares, elas tém sido usadas para diversas
aplicaces, inclusive como agentes antibacterianos, em produtos industriais, domesticos e
relacionados a saude, em produtos de consumo, revestimentos de dispositivos médicos,
sensores Opticos e cosmeticos, na industria farmacéutica, na inddstria alimenticia, em
diagndsticos, ortopedia, administracdo de drogas como agentes anticancerigenos, e finalmente
por aumentarem a capacidade de eliminar tumor dos farmacos contra o cancer. Recentemente,
tem sido usadas em muitos tecidos, teclados, curativos e dispositivos biomédicos (ZHANG et
al.,2016). As nanoparticulas de prata podem ser associadas a outras substancias como
antimicrobianos como gentamicina e amoxicilina (RAI et al., 2009). Esta associagdo direciona
estes farmacos para alvos especificos, além de potencializar o seu efeito e diminuir a
resisténcia a antimicrobianos (GIMENEZ et al., 2005).

Avancos recentes em nanociéncia e nanotecnologia mudaram radicalmente a forma de
diagnosticos, tratamentos e prevencdo de varias doencas em todos os aspectos da vida
humana. As AgNPs sdo um dos nanomateriais mais vitais e fascinantes entre as varias

nanoparticulas metéalicas que estdo relacionadas com aplicacbes biomédicas pois
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desempenham um papel importante na nanociéncia e na nanotecnologia, particularmente na
nanomedicina (ZHANG et al.,2016)

2.7 Nanotecnologia e Cosméticos:

Muitos ativos naturais pesquisados ultimamente sdo compostos instaveis, podendo
sofrer reacdes que levam a diminuicdo ou perda de eficacia e até mesmo a degradacdo do
produto. Por isso, novas tecnologias vém sendo propostas para melhorar o desempenho dos
produtos cosméticos e sua aceitacdo pelo consumidor. Uma alternativa para aumentar a
estabilidade e, ainda, permitir a liberacdo controlada é o encapsulamento das substancias
ativas através de técnicas que envolvem a nanotecnologia (DAUDT el tal.,2013).

Na escala nanométrica, as propriedades dos materiais podem mudar de forma drastica,
denominando-se “efeitos quanticos” a essas mudangas. Os atomos passam a revelar
caracteristicas peculiares, podendo apresentar condutividade elétrica, elasticidade, maior
reatividade quimica, maior resisténcia, cores diferentes, entre outras caracteristicas, apenas
reduzindo o tamanho, sem mudar a substancia (BARIL et al.,2010).

Uma classe de ativos que podem ser encapsulados sdo os compostos extraidos de
vegetais. Os extratos vegetais sdo fontes promissoras de substancias bioativas, porém em seu
estado bruto podem ter as atividades comprometidas em razdo de sua instabilidade fisico-
quimica (DAUDT el tal.,2013).

As nanoparticulas, em geral, s@o caracterizadas por possuirem uma alta superficie de
contato e um grande numero de particulas por unidade de peso. Para a formacdo de
nanoparticulas, a area de superficie por unidade de peso da particula aumenta 102 vezes
quando a particula é reduzida de 1 um para 10 nm e o nimero de particulas por peso aumenta
10° vezes. Com isso, as propriedades originais do material bruto, como, por exemplo, a
temperatura de fusdo e a solubilidade, também se modificam. Com base nas caracteristicas
decorrentes do tamanho diminuto, as nanoparticulas contendo substancias ativas sdo utilizadas
com a intencdo de melhorar sua funcionalidade, como, por exemplo, melhorar a
disponibilidade ou estabilidade quando comparada com 0 mesmo material na forma molecular
(MIHRANYAN et al.,2012).

A producdo de nanocosméticos, especificamente falando, esta mundialmente inserida

na industria de cosméticos convencionais, constituindo-se em uma linha de produtos
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diferenciados de base nanotecnoldgica e sendo geralmente classificado como um setor
especifico da inddstria quimica juntamente com os produtos de higiene pessoal e perfumaria.
Os produtos cosméticos formulados utilizando a nanotecnologia séo utilizados, por exemplo,
para conferir uma melhor protecdo aos raios UV, uma penetragdo mais profunda na pele
potencializando os efeitos prometidos. A diminui¢do do tamanho de sua estrutura permite um
aumento na estabilidade e prazo de validade do produto (GONCALVES e MEJIA, 2014).

Os sistemas nanoestruturados mais utilizados em cosméticos podem ser classificados
em nanocapsulas, nanoesferas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoemulsdes,
microemuls@es e lipossomas. As nanoemulsdes apresentam elevada estabilidade cinética, em
decorréncia do seu reduzido tamanho de gota. Uma das vantagens apresentadas ao se utilizar
nanoemulsdes é o aumento da hidratacdo da pele e de sua elasticidade, uma vez que o ativo
tem maior possibilidade de atingir o extrato corneo (DAUDT et al., 2013). Devido ao seu
pequeno e uniforme tamanho de gota, as nanoemulsdes sdo transparentes, fluidas e agradaveis
ao toque (SARKER, 2005; GUGLIELMINI, 2008).

A nanotecnologia tem sido utilizada no desenvolvimento de formulagdes cosméticas
mais estaveis, mais eficazes e com sensorial cosmético diferenciado (DAUDT et al., 2013).
Ela oferece uma perspectiva de grandes avancos que permitem melhorar a qualidade de vida
nas diferentes areas de saude e ajudar a preservar o meio ambiente. Assim, este tipo de
tecnologia permite investigar novas oportunidades que podem ser aplicadas positivamente em
diferentes campos da ciéncia (GONCALVES e MEJIA, 2014).
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3 OBJETIVOS:

3.3 Objetivos Gerais:

Desenvolver uma nanoemulsdo utilizando o 6leo essencial do Cymbopogon
martinii (palmarosa) e seu composto majoritario com estabilidade em suas
propriedades fisico-quimicas e com potencial antimicrobiano sobre o agente

infeccioso responsavel por causar a acne vulgar chamado de Cutibacterium acnes .

3.4 Objetivos Especificos:

e Desenvolver nanoemulsdo para o 6leo essencial de palmarosa e para geraniol;

e Testar a estabilidade das nanoemulsdes desenvolvidas;

e Verificar a atividade antimicrobiana do geraniol, do Oleo essencial, e das

respectivas namoemulsdes sobre linhagens ATCC da bactéria Cutibacterium
acnes e em alguns casos para Staphylococcus epidermidis;

e Adicionar as nanoparticulas de prata (AgNP) as nanoemulsdes e testar seu
potencial antimicrobiano;
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1 Obtenc&o dos compostos testados (Oleo Essencial de Cymbopogon martinii e
Geraniol)
O oleo essencial da palmarosa (Lote: 1216043BS; validade: dezembro de 2019) foi
obtido da empresa BySamia Ltda. O composto majoritario desse 0leo, o geraniol, foi
comprado da empresa Sigma Aldrich (Lote: 1002492615; validade: fevereiro de 2022).

4.2 Caracterizacao do 6leo essencial de palmarosa

Apesar de ser um produto comercialmente obtido, ainda assim foi realizada a
caracterizacdo quimica do lote. Essa analise foi realizada no Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), localizado em Campinas, S&o Paulo.

Os constituintes do 6leo essencial foram identificados comparando os tempos de
retencdo dos picos do cromatograma com os dos compostos de referéncia executados sob
condigdes idénticas, por comparagdo dos indices de retencdo com os dados da literatura. Os
picos dos espectros de massa foram comparados com os dos compostos padrfes reportados na
literatura. As quantidades relativas de constituintes individuais foram calculadas a partir de
areas de pico sem correcdo do fator de resposta do DIC. (RAO et al.,2004). A medida é
baseada em jons gerados durante a queima dos eluatos em uma chama de H2 e ar. Areas de
pico e tempos de retencdo foram medidos pelo integrador eletrénico (GRANDE, 2018).

A separacdo e quantificacdo (método de normalizacdo de &rea) das substancias foram
realizadas em cromatdgrafo gasoso com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu,
GC-2010) utilizando coluna capilar de silica fundida: DB-5(J&W Scientific; 30,0 m x 0,25
mm x 0,25um; gas de arraste hélio (1 mL/min) e split 1/20. Foi injetado 1puL de solugdo (1
uL do 6leo essencial em 1mL de acetato de etila - grau Cromatografico) no seguinte programa
de temperatura: 60 °C-240 °C, 3 °C/min.

A identificacdo das substancias foi realizada em cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de elétrons
(70 eV). Coluna capilar de silica fundida: OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc. 30,0 m
x 0,25mm x 0,25um); gas de arraste hélio (1 mL/min) e split 1/20. Foi injetado 1 pL da
solugdo (1 pL do 6leo essencial em 1mL de acetato de etila - grau Cromatografico) operando

nas mesmas condic¢des que o CG-DIC.

52



As substancias foram identificadas pela comparacéo de seus espectros de massas com
0 banco de dados do sistema (CG-EM) e indices de retencdo (IR) com dados de literatura
(Adams, 2017). Para a obtencdo dos IR das substancias foi empregada uma mistura de
hidrocarbonetos (Cy-C,4 - Sigma Aldrich 99%), analisada nas mesmas condicGes operacionais
das amostras e aplicando-se a equacgédo de Van den Dool & Kratz, 1963 (VAN DEN DOOL,;
KRATZ, 1963).
4.3 Preparo das nanoemulsdes
4.3.1 Tensoativos utilizados

O preparo das formulacdes de nanoemulsdes foi realizado pelo método de emulséo por
fase direta, ou seja, fase oleosa foi adicionada a fase aquosa que estava sob agitacdo em
homogeneizador de alta energia (sonicador ultrassénico/ desruptor de célula ultrassénico-
Modelo DES500,Marca Unique) a temperatura ambiente (25° C). A fase oleosa é constituida
pelo dleo essencial ou geraniol e tensoativo Span 80. A fase aquosa € constituida do
surfactante Tween 20 e &gua destilada. As formulacdes foram preparadas sob efeito de
sonicador ultrassonico. A fase aquosa permanecia cerca de 5 minutos no equipamento e
depois a fase oleosa era gotejada vagarosamente (10 a 20 gotas por minuto). A mistura
coloidal permanecia mais 10 minutos no homogeneizador ultrassonico.

Abaixo estdo os dados dos surfactantes utilizados e uma representagédo estrutural de
suas moléculas (figura 6). Ambos sdo surfactantes neutros, ou seja, sem cargas elétricas
positivas (surfactantes catidnicos) ou negativas (surfactante anibnico). Span 80 € um

surfactante com caracteristicas lipofilicas e Tween 20 com caracteristicas hidrofilicas.

O(CH,CH,0),H
R OH
OA[( R
O
Q)\/ o o r
o
H(OCH,CH,),0 O(CH,CH,0),H o]
HO OH

Monolaurato de sorbitano etoxilado Monooleato de sorbitano
20 OE INCI: sorbitan monooleate
INCI: polysorbate 20 Nome comercial: Span® 80
Nome comercial: Tween® 20 Valor de EHL: 4,3
Valor de EHL =16,7 Fornecedor: Inlab Confianca
Fornecedor: Inlab Confianca

Figura 6. Estrutura quimica e caracterizacdo dos tensoativos utilizados no preparo da
nanoemulséo.
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As nanoemuls@es foram obtidas com uma concentragdo de dleo fixa em 1,5% m/m. A
quantidade de tensoativos foi mantida constante sempre a 5,0 %. A avaliacdo da estabilidade
fisica e propriedades fisico-quimica estavam relacionadas a variacdo da composicdo das
nanoemulsdes em termos dos valores de EHL (entre 6,78 e 11,74) conforme mostra a tabela 1.
Para o calculo das quantidades do tensoativo hidrofilico (Tween 20) e do tensoativo lipofilico

(Span 80) em funcdo dos valores de EHL, foi utilizada a seguinte equacao:

A+ B =100 (1)
EHL Resuitante = EHLA x 0,01A + EHLB x 0,01B (2)
Onde:
A= porcentagem do tensoativo hidrofilico;
B=porcentagem do tensoativo lipofilico

EHLA=Equilibrio Lipofilico de A;
EHLB= Equilibrio Hidrofilico de B;
EHLresultante = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico Resultante.

A partir desta equacdo foi possivel determinar os valores de EHL encontrados na
tabela 1.

Tabela 1. Formulagdes para nanoemulsdes com seus respectivos valores de EHL.

Amostras 6leo Tween 20 Span80 EHL agua
% m/m % m/m % m/m % m/m
OEle(G1 15 1,0 4,0 6,78 93,5
OE2e G2 15 1,5 3,5 8,02 93,5
OE3eG3 15 2,0 3,0 9,26 93,5
OE4e G4 15 2,5 2,5 10,5 93,5
OE5 e G5 15 3,0 2,0 11,74 93,5

A formulacdo da Tabela 1 que apresentou melhor resultado em termos de estabilidade
foi também avaliada quanto ao efeito sinérgico de acdo antimicrobiana do 6leo essencial e do

geraniol com a nanoparticulas de prata (massa a ser adicionada: 0,5 mg).
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4.4 CaracterizacOes das nanoemulsdes

A caracterizacdo das nanoemulsdes foi realizada seguindo 0s seguintes parametros:
potencial zeta/sizer, valor do pH, viscosidade, condutividade, densidade, cor, centrifugacéo,
estresse térmico, microscopia 6tica, microscopia eletronica de varredura de alta resolucao
(MEV-FEG).
4.4.1 Avaliacdo Macroscopica

Esta avaliacdo tem como objetivo buscar sinais de instabilidade ap6s vinte e quatro
horas de realizagdo do preparo das formulagfes. Foram analisados sinais de cremeacdo ou de

separacdo de fases, além de aspectos fisicos como translucéncia e fluidez.

4.4.2 Testes de Estabilidade
4.4.2.1 Cor
Observacdo visual da variagao de cores entre as formulagfes quanto a serem opacas ou

transllcidas ao longo de todo tempo do experimento.

4.4.2.2 Teste de Centrifugacéo

O teste de centrifugacéo foi realizado em duplicata, utilizando a centrifuga Eppendorf,
modelo 5810R, com controle de temperatura. As amostras foram colocadas em tubos de
plastico graduados (5 g) e entdo submetidas a centrifugagdo. As determinagGes foram
realizadas a 800, 1800 e 3000 G permanecendo 30 minutos em cada uma das velocidades, sob

a condicéo de temperatura de 25°C

4.4.2.3 Estresse térmico

Cada formulacdo de nanoemulsao (cerca de 4mL) foi colocada em trés tubos plasticos
graduados. Os frascos foram entdo submetidos a aquecimento na faixa de 25 °C a 80 °C,
aumentando a temperatura de 5 em 5 °C até atingir a temperatura final de 80 °C. Os tubos
permaneciam 30 minutos em cada temperatura. As amostras foram analisadas quanto a
ocorréncia ou ndo de separacdo de fases ou modificacBes. Para aquecimento foi utilizado
aparelho de banho-maria termostatico da QUIMIS, modelo Q215m2. O teste do estresse
térmico foi realizado em triplicata.

Para a avaliacdo das modificagOes utilizou-se as seguintes siglas:

¢ NR: sem alteracdes e homogéneo;
e LM: levemente modificado, porém sem separacgéo de fases;
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e SF: ndo homogéneo, com separacao de fases.

4.4.2.4 Tamanho médio das particulas/Potencial Zeta

Foram empregados testes para identificar o didmetro das particulas (técnica de
Espalhamento Dindmico da Luz - DLS, Dynamic Light Scattering), indice de
polidispersividade (IPD) e potencial zeta. Os experimentos foram realizados usando o
equipamento Zetasizer/Nanoseries modelo Nano ZS, marca Malvern, na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Unesp, campus de Araraquara.

As amostram foram previamente diluidas em solucéo de 1mM de NaCl antes de serem
aplicadas no aparelho. A diluicdo dos compostos em NaCl 1 mM foi de 1:100.

4.4.2.5 Determinacao do valor do pH
Os valores de pH foram aferidos em triplicata, apés diluicdo das amostras na
proporcao de 1:10, utilizando um medidor de pH de bancada GEHAKA, modelo PG 2000. O
equipamento realiza compensagdo automatica de temperatura (ATC) na faixa de -20 a 120 °C.
A avaliacdo foi feita antes e depois das formulacdes serem submetidas ao estresse

térmico, e apos determinados periodos do preparo das amostras (dias 0, 40, 120 e 270).

4.4.2.6 Condutividade

Os testes foram realizados em triplicata. O equipamento utilizado foi o condutivimetro
portatil modelo CON-500, da marca lon. Os valores de condutividade elétrica das
nanoemulsfes foram avaliados nas amostras recém-preparadas e ap0s armazenamento a
25°C+ 2 apds 40, 120 e 270 dias.

Para a avaliacdo da condutividade, as nanoemulsdes foram separadas em diferentes
frascos e o eletrodo foi adicionado diretamente nas amostras. O condutivimetro portatil foi

calibrado com solucdo de KCI 0,1 mol L™

4.4.2.7Viscosidade

As analises da viscosidade foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Unesp, campus de Araraquara. O equipamento utilizado foi um reémetro da marca TA,
modelo Discovery HR-1.

Para analisar a viscosidade através do comportamento reolégico das amostras

empregou-se redmetro de gradiente e tensdo de cisalhamento controlados Intruments
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Rheometers AR 2000 TA, modelo AR 2000, no modo de fluxo, na temperatura de 32°C com
geometria cone-placa paralelas de 40 mm de diametro, separadas por uma distancia fixa de
0,052 mm. Cuidadosamente, as amostras foram aplicadas a placa inferior, assegurando-se o
minimo cisalhamento da formulacéo e o tempo de repouso necessario (relaxamento da tensdo
introduzida prévia a analise) de 5 minutos anteriores a cada determinacdo. As curvas
ascendente e descendente de fluxo foram geradas a partir de um gradiente de cisalhamento
que tinha como intervalo de 0 s* a 100 s*. O gradiente de cisalhamento foi aumentado
durante um periodo de 120s, mantido no limite superior por 10s e, entdo, diminuido durante
um periodo de 120s. A selecdo de faixa de cisalhamento foi determinada de acordo com a
consisténcia de cada formulacdo (BRUSCHI, 2007; JONES et al., 2009). O ensaio foi
realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unesp, campus de Araraquara.

A viscosidade foi medida em dois tempos, ou seja, imediatamente apds a preparacao

das nanoemulses e depois de 6 meses de seu preparo.

4.4.2.8Densidade

Esta analise foi realizada utilizando-se balanca analitica Bel Engineering, classe I,
modelo M214Ai proveta e béquer em temperatura controlada de 25°C.

Para obtencdo dos valores de densidade, foi medida a massa de cada formulagéo, em

relacdo ao volume total da solugdo obtida de 50 mL e aplicado na férmula: D=m/V.

4.4.3 Analises Microscopicas:
4.4.3.1Caracterizacdo morfoldgica pela técnica de microscopia Optica

Para a andlise microscopica, foi utilizado um microscépio éptico da marca Nikon,
modelo Eclipse E200, para a observacdo da homogeneidade e morfologia da dispersdo. Uma
gota de cada formulacdo foi colocada sobre uma lamina de vidro para microscopia e recoberta

com uma laminula. Todas as laminas foram analisadas na objetiva de 40x.

4.4.3.2 Caracterizacdo morfologica pela técnica de microscopia eletrénica de varredura
com emissao de campo (MEV-FEG)

A analise morfologica e estrutural das nanoemulsdes foi realizada no microscopio
eletrénico de varredura da Unesp, campus de Bauru, da marca Zeiss, modelo EVO
LS15,acomplado ao software SmartSEM™ . As amostras foram diluidas 1:100 em &gua
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destilada, levadas até o laboratorio de microscopia uma semana antes da anélise, colocadas
sobre suportes metalico de amostras (stub) que possuiam uma fita dupla-face de carbono para
fixar o material e cola condutora de silicio para fixar o material e melhorar sua condutividade.
Elas entdo ficaram dentro de placas de vidro tampadas para secagem em temperatura
ambiente por 12 horas. No dia da analise a amostra foi metalizada com ouro no equipamento
da marca Quorum Technologies, modelo Q150R-ES e depois visualizada no MEV.

Com objetivo de uma melhor resolucdo de imagens, a amostra ndmero 1 da
nanoemulsdo de Oleo essencial de Cymbopogon martinii foi analisava no Instituto de
Quimica, na Unesp, campus de Araraquara. O equipamento utilizado foi o microscopio
eletronico de alta resolugdo de emissdo por campo (MEV-FEG) marca JEOL, modelo JSM-
7500F, com software de operacdo PC-SEM v 2,1,0,3, equipado com detectores de elétrons
secundario, retroespalhados e analise quimica (energy dispersive spectroscopy - EDS) da

marca Thermo Scientific, modelo Ultra Dry, com software de operagdo NSS 2.3.

4.4.3.3 Caracterizacdo quimica e estrutural por espectroscopia infravermelho com
transformada de Fourier

As analises da espectroscopia na regido do infravermelho médio com transformada de
Fourier acoplado & acessorio de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) foram realizadas no
Instituto de Quimica da Unesp, campus de Araraquara. O equipamento utilizado foi o Bruker-
RAM lllI, Platinum ATR, modelo Vertex 70. Os espectros na regido do infravermelho médio
(FT-IR) foram adquiridos em condices experimentais de resolucdo igual a 4 cm-* e 32
varreduras e um intervalo de varredura de 4000-400 cm™ em temperatura ambiente.

Antes de serem aplicadas ao equipamento, uma gota de cada uma das nanoemulsdes
foi colocada sobre laminas de vidro que permaneceram em repouso por uma semana antes da

leitura.

4.5 Preparacdo das nanoparticulas de prata (AgNP)

A preparacdo das nanoparticulas de prata seguiu a metodologia chamada sintese verde.
A sintese verde, diferente de métodos fisicos ou quimicos, envolve o uso de extratos de
plantas, bactérias ou fungos com forte potencial para reduzir ions de prata de forma rapida, ou
seja, transformar Ag*em Ag® e assim formar nanoparticulas de prata. Métodos bioldgicos sio

melhores em relacdo a procedimentos quimicos, pois sdo eco-friendly e convenientes
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(PRASAD e ELUMALAI, 2011). Eles ttm mostrado alto rendimento, solubilidade e alta
estabilidade (ZHANG et al.,2016). Neste estudo foi utilizado o extrato vegetal do cha verde
para a sintese verde.

Inicialmente foi preparada uma solugdo estoque de AgNO3; 30 mM. Para isso foi
dissolvido 4,10 mg de AgNO3; (MM 169,87 g/mol) em 800 uL de agua ultrapura, em um
microtubo de polipropileno,de 1,5 mL, com o auxilio de um agitador de tubos, que depois foi
mantido protegido da luz.

Em seguida, preparou-se o extrato aquoso da Camellia sinensis (cha-verde), da marca
Yamamotoyama (lote 326, validade: 20/08/2019) comprado comercialmente em uma loja de
produtos naturais. Cerca de 10 g do material vegetal foi triturado e fervido por 2 minutos em
50 mL agua ultrapura utilizando um agitador magnético capaz de manter o aguecimento.
Apos repouso de 1 minuto, houve uma filtragdo em papel Whatman (nimero 1). Foi obtido
assim um extrato de cor verde claro opaco. Algumas medidas de absorbancia na faixa de 200
a 800 nm foram realizadas ap0s as dilui¢es 1:25, 1:50 e 1:100 no equipamento UV-M51 da
BEL Engineering, utilizando o software UV-PROFESSIONAL para gerar graficos.

A etapa da preparacdo do extrato vegetal aquoso deve ocorrer sempre imediatamente
anterior ao uso.

4.5.1 Sintese verde de AgNP

O volume total a ser preparado era de 25 mL, utilizando um baldo volumétrico. Para
isso adicionou-se 2,5 mL do extrato vegetal, 832,5 uL de solu¢do estoque de AgNOj e
completou-se o volume com 25 mL de agua ultrapura. Foi realizado um ajuste de pH para que
0 mesmo permanecesse em 8,0, e para isso foi adicionada uma gota de NaOH 0,1 M, o que
levou a mudanca imediata da cor da solucédo de verde para cor castanha-avermelhada (cor de
tijolo), que é a cor esperada e que indica a formacdo da nanoparticulas de prata (AgNP). A
mistura ficou em agitagdo por 24 horas a temperatura ambiente. Medidas de absorbancia
foram realizadas de 15 em 15 minutos na primeira hora de agitacdo, ap6s 1hora e depois de 24
horas de agitacdo no equipamento UV-M51 da BEL Engineering. Apds esse periodo, a
solucéo foi centrifugada a 3600RPM por cerca de 1 hora e entdo ocorreu a formacdo de um
pellet no fundo dos tubos de ensaio. Essa € uma etapa critica, no qual o sobrenadante tem que
ser descartado cuidadosamente, o pellet deve ser lavado 2 vezes com &gua ultrapura, e entdo

transferido delicadamente para um eppendorf de fundo conico de 1,5 mL e pesado. O final do
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processo inclui a adicdo de 1,0 mL de citrato de sodio para evitar oxido-reducdo do material.
A solucdo deve ser sempre protegida da luz e armazenada a 4 °C.

O total de AgNP junto de citrato de sddio preparado foi de 1,0mL, que foi entdo divido
(500 puL) em duas formulagdes de nanoemulsdes, uma contendo o OE de palmarosa e a outra
com geraniol garantindo formulagbes com 1% de AgNP. As nanoparticulas de prata foram
adicionadas junto a parte aquosa (a4gua e surfactante hidrofilico) durante a preparacdo das

nanoemulsoes de OE e G.

4.6 Atividade antimicrobiana

Foram realizados ensaios microbioldgicos para avaliagdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM), da concentracdo bactericida minima (CBM), analises por disco difusdo e
curva de sobrevivéncia (Time Kill Curve) para verificar as acdes tanto dos compostos
isoladamente, bem como para as nanoemulsdes preparadas com esses compostos (total de 10
nanoemulsdes) e com a inclusdo da prata (AgNP) frente as cepas padrdes American Type
Culture Collection (ATCC) da bactéria Cutibacterium acnes (ATCC11827, 11828 e 6919) e
do Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228 e 35984). Os testes foram realizados em
duplicata e a clindamicina foi utilizada como farmaco padréo, pois é considerada, dentre
outros, um dos antimicrobianos de uso no tratamento da acnes

No quadro 1, encontram-se as informacdes sobre os testes microbiolégicos e 0s
antimicrobianos testados além das bactérias ATCC utilizadas nos ensaios. Destaca-se o fato

que nem todas as bactérias foram utilizadas em todos os ensaios.
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Quadro 1. Compostos utilizados nos testes microbiolégicos e cepas ATCC usadas em cada
teste.

Teste Composto C. acnes S. epidermidis
Utilizado

OE palmarosa

Geraniol

Nanoemulsao de OE

(formulacgdo 3)

Nanoemulsao de G

(formulacéo 3) 6919,11828e | 12228 e 35984

11827

Nanoemulsao de OE
(formulacgdo 3) +
AgNP

Nanoemulsao de G

CIM

(formulagéo 3) +
AgNP
Nanoemulséo de OE
(formulagéo 1,2,3,4,5)

Nanoemulsao de G 11828
(formulagdo 1,2,3,4,5)

OE palmarosa

Geraniol

Nanoemulsdo de OE
(formulagéo 3)

6919,11828 e
Nanoemulsio de G 12228 e 35984
CBM (formulagéo 3) 11827

Nanoemulsdo de OE
(formulagéo 3) +
AgNP

Nanoemulsdo de G
(formulagéo 3) +
AgNP
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Composto C. acnes S. epidermidis

Nanoemulsao de OE
CBM (formulagdo 1,2,3,4,5)

Nanoemulséo de G 11828 —
(formulagdo 1,2,3,4,5)

OE palmarosa

Geraniol

Nanoemulsao de OE

(formulacgdo 3)

Nanoemulsao de G

(formulacgdo 3)

Disco Difuséo 6919,11828 e

11827

Nanoemulsao de OE
(formulacgdo 3) +
AgNP

Nanoemulsao de G

(formulagéo 3) +
AgNP

OE palmarosa

Time Kill Curve Geraniol
Nanoemulsao de OE

(formulacgdo 3) 6919

Nanoemulsao de G

(formulacéo 3)

4.6.1 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM)

Todos os ensaios e/ou cultivos das cepas de Cutibacterium acnes foram realizados em
jarras de anaerobiose do tipo GasPakTM com geradores de anaerobiose da marca BD BBL a
37° C/48 horas enquanto os ensaios com S. epidermidis foram realizados em condigGes
normais de cultivo, ou seja, 37° C/24 horas.

As concentragdes inibitorias minimas (CIM) dos compostos foram obtidas utilizando a
metodologia da microdiluicio REMA (Resazurin Microtiter Assay Plate) em meio de Mueller
Hinton Caldo sendo que estes ensaios tambem serviram para obtencdo das respectivas

concentragBes bactericidas minimas (CBM) realizando subculturas em placas de RCA
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(Reinforced Clostridium Agar), que é o meio de cultura especifico para bactérias como a C.
acnes.

Antes do inicio desses testes, as cepas padroes de C. acnes foram retiradas do freezer
(-80° C) e com o auxilio de algas descartaveis estéreis , as cepas foram inoculadas em placas
de meio RCA a 37° C/ 48 horas em condicGes de anaerobiose.

Antes de adicionar a bactéria, foram preparadas concentracdes decrescentes de 5.000 &
39,06 ug/mL com os seguintes compostos: Oleo essencial, geraniol, nanoemulsdo ou
nanoemulsdo com particula de prata e concentragdes que variaram 312,5 até 0,61 pg/mL para
o farmaco padréo clindamicina. O preparo das concentracdes nas microplacas estéreis com 96
pocos iniciou-se com um volume de 100 uL. de meio de cultura Muller Hinton Caldo (MHC)
em todos os pocos, com excecao dos primeiros de cada fileira. Nestes, 200 uL. dos compostos
a serem testado foram colocados e entdo se realizou uma microdilui¢do seriada manualmente,
que consiste em pipetar 100 pL do pog¢o de numero 1, adicionar ao po¢o de numero dois,
homogeneizar, retirar 100 pL, passar para o pogo 3, homogeneizar e assim sucessivamente.

Uma vez que as placas e respectivas concentracfes ja preparadas, a jarra de
anaerobiose foi aberta e o indculo foi preparado. As cepas foram adicionadas a solugéo salina
0,85% até obterem um indice de turbidez de 0,5 no padrdo de McFarland, o que equivale a 1,5
x 10° unidades formadoras de coldnia (UFC)/ml. O inéculo inicial para cada poco da
microplaca foi calculado e preparado na concentragdo equivalente a 10°-10° UFC/mL, tendo
utilizado também um volume de 100 puL da bactéria diluida em meio Muller Hinton caldo.
Para agilizar os ensaios, utilizou-se uma pipeta multicanal da marca Eppendorf.

Na sequencia, as microplacas, ja com o experimento montado, foram rapidamente
introduzidas em jarras de anaerobiose e incubadas a 37° C por 48horas.

Quanto a bactéria S. epidermidis, os ensaios foram os mesmos, porem as placas foram
apenas incubadas diretamente em estufa a 37°C/ 4 horas.

Os valores de CIM, ou seja, a menor concentracdo do composto capaz de inibir o
crescimento do micro-organismo visivelmente ap6s a incubacdo foram lidos adicionando 50
uL de resazurina ( 0,01%) em cada poco e a mudancga de cor de azul para rosa foi indicativa
de crescimento e presenca de células bacterianas viaveis.). Para os valores de CBM foram
preparadas sub-culturas em placas de Petri contendo RCA para o C. acnes e BHI para o S.

epidermidis para cada grupo de bactéria e obtencdo de valores de CBM.
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A CBM consiste em verificar a concentracdo com capacidade de provocar a morte
bacteriana. A partir dos resultados obtidos no CIM. Apds a verificacdo dos valores de CIM,
utilizaram-se algas calibradas de 10 pL para semear material diretamente dos well das
microplacas em placas de Petri contendo RCA para C. acnes e BHI Agar para S. epidermidis,
sendo utilizados os pocos a partir daquele em que ndo ouve mais crescimento bacteriano, ou
seja, a partir do poco marcado em azul (auséncia de crescimento) pela resazurina, indicando
inibicdo ou morte da C. acnes e S. epidermidis (quando aplicado). Essas placas foram
incubadas em estufa também sob as condicdes previamente mencionadas para C. acnes e S.
epidermidis, respectivamente.

A cada nova placa preparada, eram adicionados controles do meio, da bactéria a ser
testada, do produto e o farmaco padrao (clindamicina).

Destacamos também que ap6s a preparacdo das nanoemulsoes, testes preliminares de
triagem foram realizados com todas as 10 formula¢des com o objetivo de identificar se elas
possuiam ou ndo atividade antimicrobiana. Para este caso especificamente, o CIM possuia
concentragdes de 13.092,96 até 3,19 pg/mL. Apenas a cepa ATCC 11828 de C. acnes foi

utilizada neste experimento.

4.6.2 Disco Difuséo:

Esta analise microbioldgica consiste no método de Kirby-Bauer de difusdo em disco,
cujos compostos teste sdo adicionados a discos de papel de filtro inertes sendo em seguida
aplicados sobre placas contendo a bactéria semeada. O ensaio foi realizado em duplicata.

As cepas de C. acnes ATCC 6919, 11828 e 11827 padronizadas na escala 0,5 de
MacFarland foram semeadas em placas de RCM utilizando swabs estéreis, em seguida
adicionou-se os discos de papel contendo respectivamente 10 pL de dleo essencial e geraniol
e 15 pL de nanoemulsdo de OE3 e nanoemulsdo de G3 e da nanoemulsdo OE3 +AgNP e
nanoemulsdo G3+ AgNP por disco. Essa placas foram incubadas em atmosfera de
anaerobiose a 37 °C/48 horas. A leitura foi a padrdo para o método do Kirby Bauer, ou seja,
foram medidos os didmetros dos halos de inibicdo em milimetros (mm).

Discos comerciais de clindamicina com 2 ug foram aplicados, uma vez que ¢

considerado o farmaco padréo utilizada no tratamento da acne.
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4.6.3 Curva de Sobrevivéncia (ou Time Kill Curve)

A curva de sobrevivéncia, ou Time Kill Curve, foi realizada para identificar interacdes
sinérgicas entre os compostos (OE e geraniol) e respectivas hanoemulsdes preparadas com
farmaco antimicrobiano clindaminicina, de acordo com as diretrizes do Comité Nacional para
Padrdes de Laboratorio Clinico (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI, 2012).

Apos a realizacdo dos ensaios de microdiluigdo para obtengdo dos valores de valores
de CIM e CBM, a cepa escolhida para a realizacdo do teste foi a C. acnes cepa ATCC 6919
por apresentar os resultados menos satisfatérios durante os ensaios anteriores.

Uma proporcdo 10° UFC / mL foi incubada em meio RCM em placas de 24 pogos de
fundo chato seja os compostos isolados (OE, geraniol, nanoemulsdo de OE e nanoemulséo de
geraniol e clindamicina nos respectivos valores do CIM) e também em misturas entre 0s
produtos e a clindamicina em proporgdes correspondentes a 25% dos valores de CIM. A
metodologia prevé uso de valores de ClMgy, para 0S compostos antimicrobianos
isoladamente bem como a combinagdo dos respectivos compostos nas proporcoes de Y4 de
CIM. Apos inoculacao e incubacdo da cepa de C. acnes, aliquotas dos cultivos foram tomadas
nos tempos de 0, 6, 12, 24 e 48 horas, com as quais foram realizadas sub-culturas em RCA e
incubacdo sob anaerobiose em 37 °C/48 horas. Apos final de crescimento das sub-culturas,
foram realizadas as contagens de col6nias, com auxilio de contador de coldnias digital da
marca Phoenix e obtidos dos valores de Log de UFC/mL. Desta forma, com os valores de Log
UFC/ml foram preparados os respectivos graficos para visualizagdo dos efeitos sinérgicos nas
combinag6es dos produtos testados e se tal interacdo sinérgica se deu por efeito bactericida ou
bacteriostatico.

O sinergismo e antagonismo foram definidos como uma diminuig&o ou aumento de 2-
logio, respectivamente, na contagem de colonias em 48 horas. Além disto, quando houve
redugdo de >3-logio UFC/mL a partir do inoculo inicial, este efeito é considerado bactericida
(DOSLER et al., 2015).

Os compostos testados no ensaio da curva de sobrevivéncia encontram-se enumerados

abaixo. Ao serem adicionados a placa de 24 pocos, eles seguiram essa ordem.
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1-Controle Bacteria 6919;

2-MIC OE (5000 pg/mL);

3-MIC G (5000 pg /mL);

4-MIC OE3 (1250 pg/mL);

5-MIC G3 (1250 pg/mL);

6-MIC CLINDAMICINA (39,06 pg/mL);
7-25%MIC OE + 25% MIC CLINDA,
8-25%MIC G + 25%MIC CLINDA;
9-25%MIC OE3 +25% MIC CLINDA
10-25% MIC G3 + 25% MIC CLINDA

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) ndo paramétrica por meio do teste de
Kruskal-Wallis e as comparacGes multiplas das médias das concentra¢Bes de antimicrobianos
por meio dos testes Student Newman-Keuls e Kruskal-Wallis com nivel de significancia de
5% para avaliar a concentracéo inibitoria minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima
(CBM) dos antimicrobianos sobre as cepas American Type Culture Collection (ATCC) da
bactéria Cutibacterium acnes (ATCC11827, 11828 e 6919) e do Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228 e 35984). O software utilizado foi o software R versdo 3.4.3 e Microsoft Excel
2016.

66



5 RESULTADOS E DISCUSSAO:
5.1 Analise do 6leo essencial da palmarosa por CG/DIC

A separacdo e quantificacdo das substancias em cromatografo gasoso com detector de
ionizagéo de chama (CG-DIC) apresentou o seguinte cromatograma (Figura 7) com seus picos
principais (Tabela 2) e os percentuais para cada composto. O maior pico visualizado refere-se
ao composto geraniol e seu segundo maior pico (embora bastante inferior ao primeiro)
representa o acetato de geranila. Estudos de caracterizacdo anteriores trazem essa informacéo,
com destaque para Thakker et al., de 2016 que demonstrou que o 6leo essencial da Palmarosa
contém principalmente geraniol (70 — 80%) e acetato de geranila. Prashar et al. (2003)
identificaram geraniol (65%) e acetato de geranila (20%) como o0s principais compostos do
6leo da palmarosa. Rao et al. (2004) realizaram também cromatografia gasosa ap0s testar
diferentes métodos de extracdo do 6leo essencial de flores da palmarosa. Ele identificou o
geraniol como sendo o composto majoritario. Scherer et al. (2009) realizaram analises para
identificar a composicdo de 6leos essenciais do género Cymbopogon, dentre eles a palmarosa

(Cymbopogon martinii) comprovou que o geraniol compde 80% do OE da palmarosa.
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Figura 7. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (GC/DIC) do 6leo essencial de

palmarosa.

Tabela 2. Composi¢do quimica (%) do 6leo essencial de palmarosa (Cymbopogon martinii).

Pico Substancia IR calc IR it % relativa
1 Mirceno 986 988 0,44
2 (2)-B-ocimeno 1032 1032 0,44
3 (E)-B-ocimeno 1043 1044 1,30
4 Linalol 1095 1095 3,41
5 Neral 1235 1235 0,37
6 Geraniol 1253 1249 81,05
7 Geranial 1265 1264 0,89
8 Acetato de geranila 1378 1378 9,85
9 (E)-Cariofileno 1413 1417 1,83
10 N.I. 1744 - 0,40

Total identificado - - 99,60

IR . = indice de retengdo experimental; IR ;= indice de retengdo de literatura (Adams, 2017); N.L.= ndo identificado.
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5.2 Testes preliminares de estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes

O estudo de estabilidade fornece indicacdes sobre o comportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente a condi¢cdes ambientais a que possa ser submetido,
desde a fabricacdo até o término da validade. Os testes de estabilidade sdo considerados um
procedimento preditivo, baseado em dados obtidos de produtos armazenados em condi¢Ges
que visam acelerar alteragdes passiveis de ocorrer nas condi¢des de mercado. Como em todo
procedimento preditivo os resultados ndo sdo absolutos, mas tém probabilidade de sucesso. A
sequéncia sugerida de estudos (preliminares, acelerados e de prateleira) tem por objetivo
avaliar a formulagdo em etapas, buscando indicios que levem a conclusbes sobre sua
estabilidade. O chamado teste de estabilidade preliminar tem como objetivo auxiliar e orientar
na escolha das formulacdes, o desenvolvimento e inovagdo do produto, utilizando-se
diferentes formulagdes de laboratério e com duracéo reduzida. Emprega condicGes extremas
de temperatura com 0 objetivo de acelerar possiveis reacfes entre seus componentes € 0
surgimento de sinais que devem ser observados e analisados conforme as caracteristicas
especificas de cada tipo de produto. Devido as condi¢cdes em que é conduzido, este tipo de
teste ndo tem a finalidade de estimar a vida atil do produto, mas sim de auxiliar na triagem
das formulacbes ao longo da producdo, antes de atingir o produto final (ANVISA, 2004).
Nesta perspectiva a estabilidade preliminar das formulagdes foi analisada por meio das
caracteristicas organolépticas (aspecto, odor, opacidade/translucidez), valor de pH,
condutividade elétrica, viscosidade, densidade, teste de centrifugacdo e estresse térmico. As
formulacdes selecionadas para a continuidade do trabalho foram avaliadas quanto ao tamanho
dos globulos, indice de polidispersidade, potencial zeta e espectroscopia na regido do

infravermelho médio.

5.2.1 Preparacao

A estabilidade das emulsdes depende intrinsecamente da interacdo interfasica
estabelecida pelo agente emulsivo, composto anfifilico, entre as fases imisciveis que as
constituem. A escolha, proporcao e a caracteristica do tensoativo a ser utilizado na preparacédo
da emulsdo almejada, sdo previstas por meio da verificacdo dos valores do chamado equilibrio
hidrofilo-lipofilo (EHL) das substancias envolvidas. EHL significa o balango entre as duas
porcdes moleculares com caracteristicas opostas de uma substancia. E ele que permite
predizer o tipo de comportamento esperado do composto frente a substancias polares ou
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apolares. Os tensoativos devem apresentar valor de EHL equivalente ao da fase dispersa, para
poder manté-la estabilizada frente a fase dispersante. Para determinar o valor de EHL pode-se
recorrer a dados em literatura ou equacbes baseadas na formula molecular do composto.
Entretanto, quando o EHL de uma substancia especifica é desconhecido ou a literatura cita em
ampla faixa de valor, torna-se Gtil ensaiar o preparo de emulsdes com o 6leo cujo EHL deve
ser determinado, utilizando-se de tensoativos de EHL conhecidos (ZANIN et al.,2002). Assim
foi realizado no atual estudo, onde o Gleo essencial e 0 composto majoritario nao tinham
valores de EHL definidos, mas ambos os surfactantes sim, conforme a tabela 3.

Este sistema foi introduzido por Griffin em 1949 como uma escala numérica
adimensional de valores entre 1 e 20 que € usada para descrever a natureza do agente
tensoativo, sendo que os valores de EHL aumentam de acordo com a hidrofilia da molécula.
O equilibrio hidrdfilolipdfilo de um tensoativo € uma propriedade importante no processo de
emulsificacdo, posto que determina o tipo de emulsdo que tende a produzir. Agentes
emulsivos de EHL baixo tendem a formar emulsdes agua/oleo, ao passo que aqueles com
EHL alto formam emulsdes 6leo/agua. Portanto, o conhecimento dos valores de EHL permite
predizer o tipo de comportamento esperado do composto, fornecendo desta forma orientacéo
para suas aplicacOes praticas (ZANIN et al.,2002).

Tabela 3. Valores de EHL para os surfactantes utilizados.

Tensoativo Valor de EHL Hidrofilico ou Lipofilico
Tween 20 16,7 Hidrofilico
Span 80 4.3 Lipofilico

Os valores de EHL dos surfactantes mistos sdo um fator chave na formacdo das
goticulas (ou micelas) de uma emulsdo. Durante a formacdo de uma emulsdo 6leo em agua
(O/A), como as que foram preparadas para geraniol e Oleo de palmarosa, os surfactantes
lipofilicos tém maior afinidade com as goticulas de 6leo dispersas na emulsdo do que o
surfactante hidrofilico. Um valor adequado de EHL é importante para manter o equilibrio das
fases de 6leo e agua. Com um valor ideal de EHL, as goticulas recém-formadas séo
estabilizadas durante a emulsificacdo e seu tamanho de gota é mantido. As emulsdes
apresentaram aspecto opaco e branco-leitoso com valores de EHL de 6,78 e 11,74 e
transparentes ou translicidas nos valores de EHL entre 8,02 e 10,5 (tabela 4). Estudos

indicaram que o tamanho das goticulas de uma emulsdo tem efeito significativo sobre a
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eficiéncia do encapsulamento de materiais em seu nucleo. Reduzindo o tamanho da gota de
emulsdo pode-se ter maior retencdo de componentes encapsulados em sistemas emulsionados.
A maior retencdo de Oleos essenciais em pequenas gotas de emulsdo estd relacionada a
reducdo do didmetro médio do volume superficial o que pode melhorar a modificacdo da
organizacao da interface esférica e aumentar a area interfacial que guia a quebra de compostos
aromaticos em emulsdes (WEN-CHIEN LU et al.,2018).

Tabela 4. Composicao das nanoemulsdes preparadas com o 6leo essencial (formula¢fes com
a sigla OE) e geraniol (formulagdes G).

Siglas  Faseoleosa  Tween 20 Span80 EHL Agua
AMOSTRAS % m/m % m/m % m/m % m/m
1 Gle OE1l 15 1,0 4,0 6,78 93,5
2 G2 e OE2 15 15 3,5 8,02 93,5
3 G3eOE3 15 2,0 3,0 9,26 93,5
4 G4 e OE4 1,5 2,5 2,5 10,50 93,5
5 G5 e OE5 1,5 3,0 2,0 11,74 93,5

5.2.2 Valor de pH

Segundo a ANVISA (2004), a determinacéo da faixa de pH de uma formulacéo deve
contemplar os aspectos de estabilidade dos ingredientes, seguranca e eficicia do produto.

A tabela 5 trds os valores de pH, logo apds a preparacdo das nanoemulsdes. As
formulacdes destinadas ao uso topico devem possui valor de pH proximo ao da pele (4,0 &
7,0) a fim de evitar alteragdes fisiologicas que possam comprometer sua integridade
(OLIVEIRA, 2008).
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(c)

Tabela 5: Avaliacdo do valor de pH das nanoemulsbes de palmarosa (OE1 a OE5) e das
nanoemulsdes de geraniol (G1 A G5) em diferentes tempos de preparacdo. A leitura foi
realizada a temperatura ambiente de 25°C.

Formulacéao pH
OE1l 7,1
OE2 6,8
OE3 6,4
OE4 6,3
OE5 6,0
Gl 7,3
G2 7,0
G3 7,0
G4 6,5
G5 6,6

Os valores de pH das nanoemulsGes foram avaliados nas amostras recém-preparadas e

ap6s armazenamento a 25°C+ 2 apés 40, 120 e 270 dias. As medices estdo expressas na

figura 8, representando as propor¢6es de surfactantes para as amostras com 6leo essencial e

geraniol referentes a Tabela 4.

Os valores de pH mostraram-se constantes entre 6,0 e 7,0 para a maioria das analises,

com excecdo da leitura realizada apds 120 dias para as amostras contendo 6leo essencial

(valores de pH aferidos entre 5,1 e 5,6). Ao delinear uma formulacdo de um produto

cosmético para administracdo dérmica, deve-se considerar que a pele secreta substancias com

importante capacidade tamponante, tolerando formulacGes com pH entre 3 e 9 (LIMA, 2013).
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Figura 8. Valores de pH medidos no intervalo de tempo de 0, 40, 120 e 270 dias para as
formulacdes de 6leo essencial de palmarosa (OE) e geraniol (G) nas condicdes de EHL 6,78
(OEle Gl) (A), 8,02 (OE2 e G2) (B), 9,26 (OE3 e G3) (C), 10,50 (OE4 e G4) (D) e 11,74
(OE5 e G5) (E).

Oliveira (2008) avaliou os valores de pH para trés formulagdes de nanoemulsées do
tipo O/A em um periodo de 30 dias sob diferentes condi¢es de temperaturas. As formulacoes
foram delineadas para o preparo de nanoemulsdes contendo 6leo essencial de andiroba ou
copaiba, bem como uma mistura da fase oleosa. O autor utilizou mais de um tensoativo em
diferentes proporc¢des, sendo eles principalmente Tween80, Span80 e Ultroil. Em relacdo aos
valores de pH, as trés formulagdes obtiveram resultados semelhantes, com leve diminuicdo
néo significativa em 30 dias nas temperaturas de 4 e 25°C, apresentando valores entre 4,01 e
4,40 para as preparaces com andiroba, entre 7,93 e 8,29 para aquelas contendo copaiba e
entre 5,84 e 5,96 quando os dois compostos naturais estavam juntos na mesma nanoemuls&o.
Sob condic¢des de temperatura de 45°C todas as formulagdes apresentaram decréscimo no
valor do pH, porém, esta variacdo ndo foi estatisticamente significativa para nenhuma das
amostras analisadas. As alteracBes no valor do pH podem ser decorrentes de processos
oxidativos dos componentes da formulacdo, principalmente da fase oleosa, como os 6leos
vegetais, que sdo passiveis de auto oxidacdo quando expostos ao oxigénio atmosférico ou a
altas temperaturas formando hidroperdxidos ou mesmo ocorrendo a hidrolise de triglicerideos
levando a formacdo de &cidos graxos, sendo que os acidos graxos livres reduzem o pH da
formulacdo. (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001, AULTON, 2005, MASMOUDI et
al, 2005). Segundo Ramalho, (2006) as reacOes oxidativas sdo responsaveis pelo

desenvolvimento de odores desagradaveis e outras alteragcBes que comprometem a integridade
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e seguranca dos produtos, tornando-os improprios e fatores como incidéncia de luz,
temperaturas elevadas podem acelerar o processo de oxidacéao.

Pereira (2011) também avaliou valores de pH em funcéo do tempo e da temperatura
para suas nanoemulsdes O/A compostas por 6leos de framboesa, maracuja e péssego. Suas
formulagdes apresentaram valores de pH compativeis com a pele, porém levemente acidos,
entre 4,6 e 5,8. Quando submetidas ao teste de estabilidade, a valor de pH das amostras
apresentou diferencas estatisticamente significativas quando armazenadas a 50 + 2°C ap6és longo
periodo de dias (70 dias). Reacdes oxidativas possivelmente ocorreram neste caso, baixando os
valores de pH para nimeros inferiores a 4,0.

O valor de pH foi novamente avaliado ap0s a realizacdo do teste de estresse térmico.
As medicBes foram realizadas em triplicata, apds diluigdo (tabela 6). Os valores de pH
permaneceram entre 6,0 e 7,0 como na medic¢do inicial, antes do estresse por temperatura.
Porem este teste ndo foi realizado como nos estudos anteriormente citados, que realizaram
avaliacbes de estabilidade a longo prazo em diferentes temperaturas. As formulagdes
passaram por medicBes de pH apds os testes que seguiram as especificacbes do teste do
estresse térmico, ou seja, permaneceram 30 minutos sob temperaturas entre 40°C e 80°C.

Tabela 6. Avaliacdo do pH das nanoemulsées de palmarosa e das nanoemulsdes de geraniol
ap6s teste do estresse térmico a 80°C.

Formulacéo pH
OE1l 6,7
OE2 7,1
OE3 6,5
OE4 6,5
OE5 6,1
Gl 7,3
G2 7,2
G3 7,0
G4 6,9
G5 6,7

5.2.3 Condutividade

Utilizada para a medida da passagem da corrente elétrica, no meio avaliado, alteracdes
na condutividade elétrica de sistemas dispersos pode ser indicativo de instabilidades. O
aumento da condutividade pode estar relacionado com a coalescéncia; enquanto a diminuicéo,

com a agregacdo (ANVISA, 2004). Os valores de condutividade elétrica das nanoemulsbes
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foram avaliados nas amostras recém-preparadas e apds armazenamento a 25°C+ 2 apés 40,
120 e 270 dias. A figura 9 expressa esses dados.

As formulagdes de numero 5, tanto para a nanoemulsao de 6leo essencial quanto para
a de geraniol, apresentaram menores valores de condutividade elétrica em relacdo as demais,
sendo estas as formulagdes mais viscosas e opacas, além de ter ocorrido separacdo de fases
apos aproximadamente 6 meses de preparacdo, provavelmente ocorreu agregacdo de seus
componentes o que desestabilizou o preparado.

Geralmente a fase aquosa da emulsdo possui alguma concentracdo de eletrdlito e a fase
oleosa ndo, a condutividade elétrica torna-se entdo uma propriedade importante a ser
determinada, podendo ser utilizada até mesmo para detectar o tipo de emulsdo. Como
aproximacdo, pode-se dizer que a condutividade elétrica de uma emulsdo é proporcional a
condutividade de sua fase continua e a sua fracdo volumétrica. A variacdo de condutividade
depende também da média e da distribuicdo de tamanhos de gota, porém ndo é muito sensivel
a estes pardmetros, a menos que ocorra grandes mudangas em suas caracteristicas. 1sso
significa dizer que a condutividade de uma emulsdo varia com a proporcdo de sua fase
continua. A condutividade de emulsdes A/O é bem menor que as de O/A, o que era de se
esperar ja que a condutividade elétrica da fase 6leo pode ser de 100 a 1000 vezes menor que a
condutividade da fase aquosa. Consequentemente, o0 ponto onde a emulséo inverte de fase —
ou muda de tipo — corresponde a uma grande mudanca na condutividade (SALAGER, 2000).
A nanoemulsdo do atual estudo ¢ do tipo 6leo em agua (O/A), sendo a agua a fase continua ou
dispersante ha maior tendéncia de ocorrer condutividade elétrica nessa fase devido a
polaridade da maior parte das moléculas constituintes.

Masmoudi et al. (2005) relataram que é dificil avaliar a estabilidade de emulsdes
somente pela condutividade elétrica, porque nao ha uma relacdo linear entre 0 aumento da
condutividade e o fenémeno de instabilidade.

Pereira (2011) n&o observou alteragfes significativas na condutividade durante
aproximadamente 100 dias de teste, nas temperaturas de 5°C e 25°C. Apenas no 60° dia, a

50°C ocorreu aumento significativo da condutividade elétrica.
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Figura 9: Valores de condutividade elétrica medidos no intervalo de tempo de 0, 40, 120 e
270 dias para as formulagdes de 6leo essencial de palmarosa (OE) e geraniol (G) nas
condigdes de EHL 6,78 (OE1 e G1) (A), 8,02 (OE2 e G2) (B), 9,26 (OE3 e G3) (C), 10,50
(OE4 e G4) (D) e 11,74 (OE5 e G5) (E).

A Tabela 11 do item ‘’viscosidade’’, traz valores de EHL e viscosidade média.
Fazendo-se uma correlacdo, pode ser observado que a condutividade parece diminuir

conforme a viscosidade aumenta (EHL também aumenta). A viscosidade aumenta na
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sequencia das formulagcbes 1 para 5, tanto para Oleo essencial quanto para geraniol,

interferindo nas interacGes moleculares e assim atrapalhando a condutividade elétrica.

5.2.4 Densidade

A densidade ¢ a representada pela relagdo entre a massa de uma substancia e o volume
que ela ocupa e, geralmente para os liquidos, é determinada empregando-se picnémetro ou
densimetro. No caso de liquidos ou semi-solidos este parametro pode indicar a incorporacédo
de ar ou a perda de ingredientes volateis. A luz ultravioleta, juntamente com o oxigénio,
origina a formacdo de radicais livres e desencadeia reacdes de Oxido-reducdo. Os produtos
sensiveis a acdo da luz devem ser acondicionados ao abrigo dela, em frascos opacos ou
escuros e devem ser adicionadas substancias antioxidantes na formulacao, a fim de retardar o
processo oxidativo. Para a determinacdo da densidade (aparente) de pos utilizam-se proveta e
balanca. A densidade aparente esta relacionada a capacidade do recipiente. E importante
evitar o transbordamento ou a aparente falta de produto no recipiente que o contém, pois o
peso declarado podera estar dentro dos limites especificados, mas o consumidor terd a
sensagdo de “falta de produto” (ANVISA, 2004). Todos os valores ficaram proximos a 1,
conforme a tabela 7.

As nanoemulsBes contém em sua composicdo 93,5% de &gua que possui densidade de
aproximadamente 1,00 (0,997g/cm?®). Apesar de estarem em menor proporcao, os surfactantes
Tween 20 e Span 80 também possuem densidades proximas a 1, sendo 1,1 g/cm®e 1,0 g/cm?®
respectivamente. A densidade do 6leo essencial fica em torno de 0,874 g/cm® e do geraniol é
de 0,879 g/cm®.
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Tabela 7. Medidas de densidade de cada formulacdo de nanoemulsdo. OE1 & OE5
representam as nanoemulsao preparadas com o 6leo essencial de palmarosa e as formulagdes
chamadas de G1 & G5, sdo nanoemulsdes de geraniol.

FORMULACAO DENSIDADE (g/cm?®)
OE1 0,995
OE2 1,002
OE3 0,999
OE4 0,992
OE5 0,996

G1 1,002
G2 0,994
G3 0,999
G4 1,000
G5 0,981

5.2.5 Teste de centrifugacao

Antes de iniciar qualquer estudo de estabilidade, recomenda-se submeter o produto ao
teste de centrifugacdo. Sugere-se centrifugar uma amostra a 3.000 G durante 30 minutos. O
produto deve permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de
reformulacdo. Se aprovado nesse teste, o produto pode dar sequéncia aos testes de
estabilidade. A forca da gravidade atua sobre a amostra fazendo com que suas particulas se
movam no seu interior. O teste de centrifugacdo produz estresse na amostra simulando um
aumento na forca de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando
possiveis instabilidades. Estas poderdo ser observadas na forma de precipitacdo, separacdo de
fases, formacdo de cakin (ou formacdo de sedimento ndo redispersivel), coalescéncia, entre
outras. Esses fendmenos podem ser detectados em condi¢Ges normais de armazenamento e
podem ser avaliados em menor tempo e acelerados pela centrifugagdo. A amostra é
centrifugada em temperatura, tempo e velocidade padronizados. Em seguida avalia-se
visualmente a amostra (ANVISA, 2004).

A analise visual das amostras esta expressa na tabela 8. Seguindo os parametros
determinados pela ANVISA (2004), as formulacGes de nanoemulsdes de numero 5 (com

EHL=11,74) ndo seriam apropriadas para continuarem possiveis testes cosmeticos. Quando
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centrifugadas por 30 minutos a 1800 G ja apresentaram separagdo leve de fase no fundo do
tubo. Quando submetidas a 3000 G, separaram-se ainda mais, embora tenha sido uma
separacao discreta, essas formulacdes ndo retornavam a seu estado homogéneo apos agitacao.

Oliveira (2008) submeteu as nanoemulsdes somente a centrifugacdo a 3000 G por 30
minutos, conforme as orientacfes da Anvisa, e suas trés formulacdes foram estaveis. Neste
estudo, as nanoemulsdes eram compostas pelo 6leo de andiroba, copaiba e ambos juntos. A
emulsdo com Gleo de andiroba apresentava também Span80 (1,15%), agua (80%) e Ultroil
R400 (3,85%), outro surfactante. E a formulacdo com 6leo de copaiba continha 5% de Tween
80 e 85 % de &gua, ou seja, formulagdes semelhantes as formulacfes para o dleo essencial de
palmarosa e o geraniol, que também possuem 5% de surfactantes e 90% de agua.

Nos estudos de Pereira (2011), nanoemulsdes O/A preparadas com varios tensoativos
incluindo, Tween 20 e Span 80, e 6leos vegetais foram centrifugadas em trés velocidades
durante 15 minutos: 1000 G, 2500 G e 3500 G. As formulacGes foram estaveis em todas as
velocidades, sem separacdo de fases ou qualquer outro fendmeno de quebra da emulsé&o.
Pode-se observar aqui, que quanto maior a combinagdo de tensoativos utilizados, maior a
estabilidade do preparado.

A forga da gravidade atua sobre os globulos das emulsdes acarretando cremeacao ou
sedimentacdo, processos estes que aumentam as interaces entre os globulos da fase dispersa,
causando floculagdo, coalescéncia e posterior separacdo de fases. Este processo é tanto mais
rapido quanto maior for a fragilidade do sistema (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG;
2001; BECHER, 2001).

Os glébulos dispersos em meio fluido devido ao movimento browniano podem se
chocar. Dependendo das forgas de interacdo entre os globulos, atracdo e repulsdo, e da
natureza da sua superficie estas colisbes resultam em uma unido permanente, ou em um
afastamento que as manterdo livres no meio (FLORENCE & ATTWOOD, 2003). O teste de
centrifugacdo aumenta a colisdo entre os globulos, permitindo prever de forma répida a
estabilidade da emulséo (BECHER, 2001).
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Tabela 8. Medidas do teste de centrifugacdo de cada formulagdo de nanoemulsdo. OE1 a OE5
representam as nanoemulsao preparadas com o 6leo essencial de palmarosa e as formulac6es
chamadas de G1 a G5, sdo nanoemulsdes de geraniol.

ROTACOES POR MINUTO (RPM)

FORMULACAO 980 1800 3000

OE1 S.A* S.A S.A.
OE2 S.A S.A S.A.
OE3 SA S.A S.A.
OE4 S.A S.A S.A.
OE5 SA S.L** S.|.***
G1 S.A S.A S.A.
G2 SA S.A S.A.
G3 SA S.A S.A.
G4 S.A S.A. S.A
G5 SA S.L. S.

*S.A.: sem alteracBes, ndo houve separacdo de fases;**S.L.: separacdo de fases leve. Ao
agitar o contetdo volta a formar uma solugdo homogénea e permanece assim;***S.|.:
separacao de fases intensa, ndo volta a formar solu¢cdo homogénea apos agitacao.

5.2.6 Estresse térmico

Os resultados indicaram uma estabilidade das formulag@es até a temperatura de 70°C.
Acima de 75°C, as formulages OE5 de 6leo essencial e G5 do geraniol apresentaram-se
levemente modificadas em relacdo ao aspecto macroscopico, com minusculos glébulos
amarelados e em pequena quantidade. Sob condicdes de temperatura de 80°C mais
formulagdes apresentaram instabilidade e leves alteracdes, porém sem separacdo de fases
completa.

O teste de estresse térmico proposto por Braconi et al. (1995) emprega a temperatura
como condicdo de tensdo sobre a formulagdo. Segundo Oliveira (2008), as trés formulagdes,
compostas por 6leo de andiroba, 6leo de copaiba, Span 80 e Tween 80, Ultroil R400 e 80% de
agua em diferentes proporcBes, quando submetidas ao teste de estresse térmico, ndo
apresentaram sinais de instabilidade macroscopica até a temperatura de 75°C, pelo periodo de
30 minutos.

O aumento da temperatura pode ocasionar aumento da velocidade de cremeacdo,

devido a diminuicdo da viscosidade aparente da fase continua, bem como ocasionar 0
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aumento da motilidade cinética, tanto da fase dispersa quanto do tensoativos na interface da
emulsdo, favorecendo a coalescéncia (PEREIRA, 2011).

Pereira (2011) obteve como resultado para o teste do estresse térmico que todas as
amostras mostraram-se estaveis até a temperatura de 50°C, valor méaximo de temperatura
preconizado pela ANVISA (2004), para realizacdo de testes de estabilidade. A partir de 60°C
algumas amostras apresentaram leves modificacdes porém outras chegaram a atingir os 80°C
estaveis.

Portanto, os resultados do atual estudo estdo de acordo com o estabelecido pela Anvisa

(2004) para a avaliagcdo da estabilidade de produtos cosméticos.

Tabela 9. Anélise do estresse térmico para cada formulacdo de nanoemulsdo. OE1 & OE5
representam as nanoemulsao preparadas com o 6leo essencial de palmarosa e as formulacGes
chamadas de G1 a G5, sdo nanoemulsdes de geraniol.

FORMULACOES

TEMPERATURA OE1 OE2 OE3 OE4 OE5 Gl G2 G3 G4 Gb
(°C)
25 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
30 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
35 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
40 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
45 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
50 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
55 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
60 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
65 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
70 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
75 NR NR NR NR LM NR NR NR NR LM
80 NR NR NR NR LM LM NR LM LM LM

NR: sem alteracdes e homogéneo ; LM: levemente modificado sem separacdo de fases e SF: ndo
homogéneo, com separacéo de fases.

5.2.7 Caracterizagdo por espectroscopia na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier (ATR-FTIR)
Quase todos os compostos que tenham ligacdes covalentes, sejam organicos ou
inorganicos, absorvem varias frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do

infravermelho do espectro eletromagnético. Poppi e de Souza (2012) utilizaram a
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espectroscopia de infravermelho médio, unida a analise de componentes principais, para
avaliar Oleos vegetais comestiveis. Segundo o0s autores, 0 uso de espectroscopia no
infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR) combinado com analise
quimiométrica € constantemente explorado em estudos de reconhecimento de padrdes de
6leos vegetais comestiveis, na analise de parametros fisico-quimicos de qualidade e no estudo
de autenticidade e adulteragdo desses 6leos. A FTIR € uma técnica rapida, requer 0 minimo
necessario de preparo de amostras e sua instrumentacdo € facilmente encontrada nos
laboratdrios. Esta técnica permite a analise qualitativa de compostos organicos porque 0s
modos caracteristicos de vibracdo de cada grupo provocam o aparecimento de bandas no
espectro infravermelho em frequéncias especificas, que também sdo influenciadas pela
presenca de grupos funcionais proximos (acoplamentos). Sendo assim, um espectro de
infravermelho geralmente contém mais informacédo do que apenas os valores de posi¢éo ou de
absorcédo de alguns picos, atuando como uma impressao digital de uma dada amostra quando
utilizado integralmente. Além disso, a espectroscopia FTIR é uma excelente ferramenta para
analise quantitativa porque as intensidades de absorcdo das bandas no espectro sao
proporcionais a concentracdo (RUSCHEL et al.,2014).

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para monitorar as mudangas ocorridas
durante o processo de sintese.

As figuras 10 e 11 representam os espectros de absor¢édo na regido do infravermelho
médio para as amostras de nanoemulsdo Gle OE1. Sendo que 0s espectros para as demais
formulacdes apresentaram um perfil igual.

A Tabela 10 apresenta as principais atribuicdes do espectro infravermelho para a
maioria dos compostos organicos. As vibraces de estiramento de C=0 (1734 cm™) e C-O
(1172 cm™) foram indicadas nos espectros (PAVIA et al.,2010).

Tabela 10. Bandas de leitura FTIR-ATR.

Grupo Funcional Comprimentos de Onda (cm™)
OH 3400-3100
C-H alifaticos 2970-2920
C-H aromaticos 3080-3020
C=0 1800-1500
Cc=C Abaixo de 1500
C-0 1000-870
C-C 760-500
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Grupamentos OH que aparecem em um comprimento de onda de aproximadamente
3400 cm™ representam os grupamentos das moléculas de 4gua que compdem a nanoemulsao.
Sua composicdo contém 93,5% de agua, entdo essa banda ja era esperada. O geraniol, além de
compor composi¢des de nanoemulsdes, também € o composto majoritario do éleo essencial,
assim era esperado que bandas que representem o grupamento OH estejam presentes em
espectros de ambas as prepara¢des. O geraniol € um monoterpeno e também um alcool, por
isso possui grupamentos hidroxila (OH).

Ainda ha os surfactantes possuem grupamentos OH em sua composicao. A regido que
fica em 1750 cm™ refere-se ao estiramento de carbonilas do éster, que estdo presentes nos
surfactantes da familia Tween. Tween-20 e Tween-80 sdo surfactantes polissorbatos com uma
porcdo éster de &cido graxo e uma longa cadeia de polioxietileno. Uma questdo comum sobre
os detergentes da familia Tween é a diferenca entre Tween 20 e Tween 80.

O surfactante Tween 20 € um derivado etoxilado do acido laurico, enquanto o Tween
80 do é&cido oleico. O numero 20, por exemplo, ap6s a parte polioxietileno refere-se ao
numero total de grupos oxietileno - (CH2CH20) - encontrados na molécula (JOHNSON,
2013). As bandas na regido de 1300 a 800 cm™ indicam sobreposicéo de bandas presentes
tanto no 6leo quanto no éster correspondente, que neste caso poderia ser representado pelo
acetato de geranila. Quando isso ocorre, entende-se que pode ter ocorrido uma reagdo de
esterificacdo de moléculas de geraniol, que formaram o acetato de geranila e degradacdo da
amostra (RUSCHEL et al., 2014).
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No estudo de Worzakowska (2014) foram realizadas analises de FTIR e o0s resultados
corroboram com os resultados encontrados para o atual estudo. Ha bandas de estiramento
vibracional C-H em torno de 3000 cm™; C=0 em 1700 cm™; C=C em 1500 cm™ estiramento
rotacional de C-H em 1300 cm™; C-O em 1200 cm™ e =C-H em 400 cm™. O gréfico ndo

apresentou o pico para OH em 3400 cm™ no estudo.

5.2.8 Viscosidade

A viscosidade é uma variavel que caracteriza reologicamente um sistema. A avaliacéo
desse parametro ajuda a determinar se um produto apresenta a consisténcia ou fluidez
apropriada e pode indicar se a estabilidade é adequada, ou seja, fornece indicacdo do
comportamento do produto ao longo do tempo (ANVISA, 2004).

A viscosidade foi medida em dois tempos, ou seja, imediatamente ap6s a preparagdo
das nanoemulsdes e depois de 6 meses de seu preparo. Segundo Aulton (2005), 0 aumento da
temperatura pode ocasionar aumento da velocidade de cremeacdo, devido a diminuicdo da
viscosidade aparente da fase continua, bem como ocasionar o0 aumento da motilidade cinética,
tanto da fase dispersa quanto do tensoativo na interface da emulsdo, favorecendo a
coalescéncia (PEREIRA,2011).

A tabela 11 expressa as medigcOes de viscosidade para as nanoemulsdes deste estudo,
mostrando que, conforme o aumento dos valores de EHL, os valores da viscosidade também
foram aumentando. Visualmente as nanoemulsbes eram mais opacas e esbranquicadas
principalmente nas formulacdes 1 e 5, tanto de geraniol quanto do éleo. Em relacéo ao tempo
de armazenamento, pode-se notar que ndo ha mudancas significativas.

Assuncdo (2016) testou a viscosidade de nanoparticulas poliméricas em viscosimetro
de Brookfield e obteve resultados entre 0,00292 e 0,00350 Pas.s, valores proximos aos da
tabela 11. As nanoparticulas também incluem Tween 20 em sua composi¢do. Apesar de o
estudo tratar de um nanocomposto diferente do atual, € possivel comprovar que valores da
viscosidade variaram com o EHL da mistura de tensoativos sempre que se trata de um
nanocomposto e que Sao pouco Viscosos.

Em nanoemulséo, quanto maior a viscosidade, maior ¢ a estabilidade e tempo de vida
atil da amostra para testes (PORTO, 2015). Observando a tabela 11 e a tabela 12, podemos

notar que aquela que foi considerada a melhor composi¢do (nimero 3) ndo possui 0 maior
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valor de viscosidade, porém como os valores encontram-se proximos ndo interferiram na
estabilidade do preparado.

Tabela 11. Analise da viscosidade das nanoemulsdes de palmarosa e de geraniol, apds o
preparo e apds 6 meses armazenadas a temperatura ambiente.

Formulacéo Viscosidade Média (Pa.s)

Dia do preparo Apds 6 meses EHL
Gl 0,003565 0,004132 6,78
G2 0,003816 0,003498 8,02
G3 0,003639 0,003669 9,26
G4 0,004235 0,003882 10,5
G5 0,004255 0,004065 11,74
OE1 0,003539 0,03430 6,78
OE2 0,003504 0,03619 8,02
OE3 0,003605 0,03638 9,26
OE4 0,003772 0,004039 10,5
OES 0,003822 0,004107 11,74

De uma forma geral, a viscosidade de um sistema emulsionado é proporcional a
viscosidade de sua fase continua. Outro fator que tem influéncia sobre a viscosidade de um
sistema emulsionado é a fracdo de fase dispersa. Se as gotas dispersas sdo escassas, estas
encontram-se distantes o suficiente para ndo interagirem entre si, € a Unica interacdo que
ocorre € entre cada uma das gotas isoladas e 0 meio que as envolvem. Quando o nimero de
gotas dispersas aumenta, as interagcdes entre as gotas tornam-se predominantes e causam
aumento na viscosidade da emulsdo final. Ao considerarmos as gotas como esferas rigidas
com tamanhos idénticos, o arranjo tridimensional mais denso é chamado de arranjo hexagonal
compacto, que preenche 74% de espaco. Assim, no caso mais favoravel possivel, o valor
méaximo de viscosidade da fase dispersa é de 0,74, no qual a viscosidade seria infinita, porém
iSs0 SO ocorreria em um sistema monodisperso. Entretanto, os sistemas emulsionados ndo sdo
monodispersos, contendo uma distribui¢do de tamanho de gotas, de forma que gotas pequenas

se alojam nos espacos entre as gotas maiores (SALAGER, 2000).
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Uma emulséo pode ser considerada uma solu¢cdo homogénea se a observarmos em
grande escala (aproximadamente umas 100 ou 1000 vezes maior que seu tamanho de gotas),
com propriedades reoldgicas constantes, haja visto que, ndo ha mudancas nas caracteristicas
de uma emulsdo quando esta é posta em movimento. Em outras palavras, as tensdes
mecénicas exercidas sobre emulsdes estaveis durante as medidas de reologia ndo produzem
mudancas em suas caracteristicas. Porém, quando estas possuem 60-70% de fase dispersa se
tornam fluidos pseudoplasticos e a viscosidade torna-se dependente da taxa de cisalhamento
aplicada. Acima de 85-90% de fase dispersa, as emulsdes ndo se comportam mais como
fluidos simples e geralmente sdo descritas como viscoelasticas. Um terceiro fator a ser levado
em consideracdo seria a distribuicdo de tamanhos de gota. Emulsdes que contém gotas
pequenas apresentam uma alta area superficial por unidade de volume, quando comparadas as
gue contém gotas maiores. Como o efeito de atrito entre as gotas esta relacionado a area
superficial, um aumento na viscosidade esta associado a um decréscimo na média de
tamanhos de gota (SALAGER, 2000).

5.2.9 Microscopia eletronica de varredura

As microscopias eletronica de varredura (MEV) ou de transmissdo (MET) tém sido
muito empregadas na obtencdo de informacGes relativas a forma e ao tamanho dos
nanocompostos. A MET pode permitir também a diferenciacdo entre substancias
nanoestruturadas, possibilitando, por exemplo, a determinacdo da espessura da parede de
nanocéapsulas. Os métodos usuais para a determinacdo da distribuicdo de tamanho dos
nanocompostos consistem em espectroscopia de correlagdo de fotons (potencial zeta) e MEV
ou MET. Dependendo da formulacdo, podem ser verificadas diferencas de tamanho de
particulas conforme o método empregado na sua determinagdo, uma vez que a microscopia
eletronica fornece uma imagem da particula isolada do meio, enquanto a espectroscopia de
correlacdo de fétons possibilita a determinacdo do raio hidrodindmico das particulas em
suspensao (SCHAFFAZICH et al.,2003).
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C)

EHT=10.00kV  Signal A=SE1 "
WD=90mm  Mag= 200X soina

Figura 12. Imagens do MEV para a hanoemulsdo de 6leo essencial 1 realizadas no
microscépio eletrénico da Unesp de Bauru. A)Aumento de 1000x; B)Aumento de 100x;

C)Aumento de 200x.

Essa segunda analise da varredura, foi realizada na Unesp de Araraquara no Instituto

de Quimica (IQ), apenas para as nanoemulsdes OE 1.

A)

I 10pm IQ-UNESP 8/20/2018
2.00kV SEI GB LOW WD 4.6mm 6:22:47
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B)

- 10pm IQ-UNESP 8/20/2018
2.00kV SEI LM WD 5.0mm 6:18:30

Figura 13. MEV-FEG da nanoemulsdo de 6leo essencial da palmarosa, formulagdo nimero 1
ou OE1, realizada no campus de Araraquara. A)Aumento de 2000x; B)Aumento de 300x.

Ao se observar a morfologia das nanoemulsées de OE de palmarosa e geraniol,
preparadas através de métodos de alta pressdo, com variacbes de EHL entre 6,78 e 11,74,
pode-se notar que as goticulas sdo claramente visualizadas. Além disso, a forma da gota de
geraniol é esférica, e a porcdo cinzenta das goticulas resulta do oleo essencial ou geraniol
incorporado no sistema de emulséo.

Néo foi possivel definir o tamanho médio das goticulas devido ao artefato de formar
aglomerados durante o preparo das amostras para anélise de MEV, que compreende em uma
etapa de secagem a temperatura ambiente. Assim, conforme ocorre a evaporagdo da agua, as
goticulas tendem a formar aglomerados (FERNANDEZ et al., 2004).

A leitura desses compostos utilizando MEV é muito comum, porém podem surgir
problemas como os observados anteriormente. Outros autores apresentaram as mesmas
dificuldades durante a leitura de nanoparticulas. Porto (2015) preparou nanoparticulas
utilizando Tween 20 e Span 80 com acetato de zinco e sulfato de zinco, porém durante as
leituras ndo foi possivel definir o tamanho médio das estruturas ja que se apresentam
aglomeradas devido ao modo de preparo para analise pois, as amostras Sdo secas a
temperatura ambiente, e conforme a evaporagdo da &gua, elas tendem a formar aglomerados

ou a diluigdo ser insuficiente para observar as nanoparticulas afastadas.
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5.2.10 Microscopia 6ptica

A avaliacdo por microscopica optica e, portanto de baixa resolugdo, ndo revelou
diferencas entre as nanoemulsdes, tanto as com OE como as de geraniol. Ela mostrou a
presenca de globulos muito pequenos em meio a alguns glébulos maiores, todos sempre em
movimento gracgas aos movimentos brownianos. A figura 14 mostra a OE2.

Como a emulsificagcdo é um processo de agitacdo aleatdria, a nanoemulsdo resultante é
dada por um sistema polidisperso onde gotas pequenas e grandes coexistem (SALAGER,
2000).

Figura 14. Fotomicrografia da nanoemulsdo OE2. Aumento de 400x. Nota-se a
diferenca entre o tamanho dos glébulos dispersos.

5.2.11 Tamanho, potencial Zeta e indice de polidispersividade

O espalhamento dindmico de luz (DLS — Dynamic Light Scattering) usado para
determinar o potencial zeta (PZ), o tamanho e a polidispersividade, trata-se de uma técnica
ndo invasiva para a medi¢do do tamanho das particulas de fase interna de um sistema micro
ou nanoemulsionado. As goticulas sdo iluminadas por um feixe de luz laser, ocorrendo o
espalhamento desse, que, sendo detectado em um angulo determinado, varia em uma taxa
dependente do movimento browniano da particula, ou seja, da sua velocidade de difusdo, a
qual, por sua vez, é governada pelo seu tamanho, fornecendo informacdes diretas sobre o
movimento translacional das goticulas e permitindo o célculo do tamanho dessas, através de

relacbes empiricas adequadas. Caso o sistema esteja em elevadas concentracdes, a
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interpolacéo torna-se dificultada em razdo das interacdes intergoticulas, sendo necessério,
nesses casos, fazer uma diluicdo para facilitar a sua identificacdo (FORMARIZ et al., 2006).

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é influenciado
pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociagdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies idnicas presentes no meio
aquoso de dispersdo. Este parametro é determinado utilizando- se técnicas de eletroforese
(SCHAFFAZICH et al.,2003).

A leitura do potencial zeta foi realizada no equipamento Zetasizer modelo Nano ZS e
os dados apresentados sdo a relacdo do didmetro médio, indice de polidispersidade (PDI) e
potencial zeta das amostras (G1 — G5 e OE1 — OE5) formuladas a temperatura de 25 °C. As
medidas foram realizadas apds um periodo de 20 dias da sintese.

Como a emulsificacdo € um processo de agitacdo aleatoria, a nanoemulsao resultante é
dada por um sistema polidisperso onde gotas pequenas e grandes coexistem, representando o
indice de polidispersividade analisado pelo equipamento (SALAGER, 2000). O indice de
polidispersividade (IPD) é uma medida da homogeneidade da dispersdo em relacdo ao
didametro e varia de 0 a 1. Valores proximos de zero indicam homogeneidade da disperséo,
enguanto valores que se aproximam de 1 indicam alta heterogeneidade (YUAN et al., 2006).

O tamanho médio das goticulas (ou micelas), as curvas de distribuicdo de tamanho e o
indice de polidispersdo foram usados para caracterizar as formulagfes. Uma das melhores
formas de caracterizacdo de nanoemulsdes (ou emulsdes de uma forma geral) é pelo seu
tamanho de gotas. A melhor forma de se descrever uma emulsdo seria por sua distribuicédo de
tamanho de gotas (DTG), o que d& ao analista um levantamento estatistico da fragmentacéo
da fase dispersa. Quando a DTG é medida por um aparelho analisador, a distribuicdo de
frequéncia geralmente é feita em volume, ou seja, através da razdo de volume de gotas
inclusas num determinado volume total de amostra Tal informac&o é extremamente valiosa na
pratica, j& que tanto a estabilidade do sistema quanto sua viscosidade final depende
diretamente desta distribuicdo (SALAGER, 2000). Os métodos usuais para a determinagdo da
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas consistem em espectroscopia de correlagdo de
fotons (potencial zeta) e microscopia eletronica de varredura (MEV) (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Valores ideais para potencial zeta ficam proximos a -30mV, para a polidispersividade
(PDI) o ideal para um sistema nanoestruturado é que apresente valores até 0,3 e o tamanho
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das particulas devem estar entre 50 e 200 nanémetros para formula¢Ges cosméticas. No estudo
de Salvia-Trujillo et al. (2015), o potencial zeta das suas nanoemulsdes exibiu valores mais
negativos que -30 mV, indicando uma forte repulsdo eletrostatica das goticulas de o6leo
dispersas na fase aquosa. Em sintese, um valor de potencial zeta relativamente alto é
importante para uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes
forcas repulsivas tendem a evitar a agregacdo em funcdo das colisbes ocasionais de
nanoparticulas adjacentes.

A Tabela 12 mostra os valores encontrados para potencial zeta, indice de
polidispersividade, tamanho das goticulas e as relaciona com a densidade, valores de EHL e
viscosidade média. O potencial zeta das nanoemulsfes que exibiram valores proximos a -30
mV foram os preparados G1,G2 e OEL.

Os tamanhos observados foram de 60 nm até 165 nm e uma distribuicdo homogénea
de tamanho de gota, sendo uma caracteristica da metodologia selecionada para o preparo dos
sistemas emulsionados sob condicdes de alta energia por meio de ultrassonicagdo. Portanto, a
associacdo dos tensoativos hidrofilico e lipofilico escolhidos possibilitou a obtencdo de
nanoemulséo estavel.

Salvia-Trujillo et al. (2015) mostraram em seu trabalho que, em geral, o tamanho
médio das goticulas de emulsBes foi drasticamente reduzido ap6s a microfluidizacdo de
emulsdes grosseiras, para poucos nandémetros. Foram preparadas nanoemulsées com 0Oleos
essenciais de erva cidreira, cravo, cha verde, tomilho, geranio, manjerona, palmarosa, pau-
rosa, salvia ou horteld e a estabilizacdo ocorreu com Tween 80 e alginato de sodio. O
potencial zeta das nanoemulsdes exibiu valores mais negativos que -30 mV, indicando forte
repulsdo eletrostatica das goticulas de 6leo dispersas na fase aquosa. Eles dizem ainda que
emulsdes de ponteiras ultrassdnicas sdo menos polidispersas e mais estaveis quando
comparadas com outras que foram preparadas utilizando outros dispositivos mecanicos.

Chien-Lu et al. (2018) observou resultados parecidos quando preparou nanoemulsdes
com dleo essencial de citral. Foram encontrados picos significativo entre 10 nm e 100 nm e
uma distribuicdo clara do tamanho de gota causada pela emulsificacdo ultrassonica.

Varios estudos tém sido desenvolvidos para a avaliacdo dos principais fatores que
afetam o didmetro das particulas de sistemas nanoestruturados. Geralmente, as nanoparticulas,
mesmo preparadas através de diferentes métodos, apresentam didmetros médios entre 100 e

300nm, no entanto, particulas com didmetros em torno de 60 a 70 nm ou mesmo inferiores a
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50nm podem ser obtidas. A composicdo quali-quantitativa e o0 método de preparacdo dos
nanocompostos sdo fatores determinantes do diametro médio e da polidispersdo das
particulas. No caso das nanocapsulas, um fator importante, que influencia o didametro das
particulas, é a natureza do 6leo utilizado como nucleo. Os resultados sdo atribuidos as
diferencas de viscosidade, hidrofobicidade ou tensdo interfacial das substancias empregadas
(SCHAFFAZICH et al.,2003).

Calvo e colaboradores (1996) observaram os efeitos da composicdo das diferentes
formulacdes sobre os valores do potencial zeta. Foi verificado que a presenca da fase oleosa,
nas nanocépsulas e nanoemulsdes, conferiu a estas um potencial zeta mais negativo ({ =

-41,94 mV e { = -42,32 mV, respectivamente) em relacao as nanoesferas ({ = -16,33 mV).

5.2.12 Anélise macroscopica e cor

Apols 24 horas da manipulacdo todas as formulacBes apresentaram as mesmas
caracteristicas macroscopicas: emulsdo fluida e auséncia de cremeacéo ou separacdo de fases.

As emulsdes apresentaram aspecto opaco e branco-leitoso quando os valores de EHL
eram de 6,78 e 11,74 e transparentes ou translicidas nos valores de EHL entre 8,02 e 10,5.

Ha uma relacao entre o tamanho das particulas e sua cor. Quanto menor o tamanho das
goticulas, mais clara ou transparente é seu aspecto. Cores brancas ou leitosas indicam
tamanho maior de glébulos ou formacdo de macroemulsdo (ZANIN et al.,2002).

Apo6s todos os testes realizados, as formulagcBes mais translicidas foram as
formulacdes de numero 3, tanto para a nanoemulsdo de 6leo essencial quanto para as
nanoemulsdes com geraniol. As goticulas dessas formulacbes apresentaram valores de
63,3d.nm e 55,4d.nm respectivamente, ou seja, estes foram os menores tamanhos de goticula
da tabela. Estes dados podem ser observados na Tabela 12.

Todas as formulagGes apresentaram bons resultados nos testes preliminares de
estabilidade, mas o que diferenciou a preparacdo 3 das demais e fez com que ela fosse
escolhida para a adicdo da nanoparticulas de prata foram os testes finais do potencial zeta,
tamanho e PDI, além da sua cor, observada macroscopicamente, que para esse tipo de
trabalho, é muito importante. Apesar de alguns parametros serem melhores para outras
formulacdes como potencial zeta de G1 (-34,8 mv) ou a viscosidade de G5 (0,004255 Pas.s)

dentro de um conjunto, a formulacéo 3 foi considerada a melhor para essa etapa.
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Tabela 12. Potencial zeta, tamanho e polidispersividade (PDI) das amostras analisadas.
Dados da densidade, EHL das preparacdes e viscosidade média também estdo incluidos.

PARAMETROS
AMOSTRA POTENCIAS TAMANHO PDI EHL Densi- Visco
ZETA (mv) (d.nm)
dade sidade
(g/cm3) (Pa.s)
Gl -34,8 97,9 0,172 6,78 1,002  0,003565
G2 -30,6 87,5 0,238 8,02 0,994  0,003816
G3 -25,6 63,3 0,253 9,26 0,999  0,003639
G4 -18,3 132,2 0,058 10,5 1,000  0,004235
G5 -18,5 164,9 0,076 11,74 0,981  0,004255
OE1l -34,5 108,1 0,166 6,78 0,995  0,003539
OE2 -23,7 76,40 0,246 8,02 1,002  0,003504
OE3 -24.4 55,4 0,203 9,26 0,999  0,003605
OE4 -16,6 110,4 0,054 10,5 0,992  0,003772
OE5 -17,0 139,4 0,043 11,74 0,996  0,003822

6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
6.1.1 Atividade antibacteriana do geraniol e do 6leo essencial da Palmarosa

O oleo essencial da palmarosa, o geraniol e a clindamicina foram testados sobre trés
cepas ATCC de C. acnes e duas cepas ATCC de Staphylococcus epidermidis. O S.
epidermidis foi incluido nas analises por se tratar de uma bactéria abundante da pele humana.
Os resultados obtidos para CIM e CBM para ambas bactérias encontram-se nas tabelas 13 e
14.

A clindamicina foi escolhida como farmaco padrdo, pois trata-se de um farmaco semi-
sintético da classe das lincosamidas que tem acdo bacteriostatica por inibicdo da sintese
proteica. E utilizada em infecces causadas por bactérias Gram-positivas, geralmente via oral
ou topicamente e é um dos antimicrobianos utilizados no tratamento da acne (GUIMARAES

et al., 2010).
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Tabela 13. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial da palmarosa, do geraniol e da
clindamicina sobre trés cepas-padrdo ATCC de C. acnes.

C. acnes
PRODUTO TESTE (ng/mL) ATCC
TESTADO

6919" 11828* 11827*
OE Palmarosa CIM* >5000" 5000" 1250°
CBM** >5000° 5000° 5000°
Geraniol CIM >5000° 5000° 1250°
CBM >5000° 5000° 5000°
Clindamicina CIM 39,06% 19,532 2,442
CBM 156,25% 39,06% 39,06%

*CIM: concentracdo inibitério minima (ug/mL); **CBM: concentrag¢do bactericida minima (ug/mL)
Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenca média de concentracdo
estatisticamente significativa (p < 0,05); © Teste Kruskal-Wallis entre CIM e 0s compostos
antimicrobianos - valor p < 0,001

Tabela 14. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial da palmarosa, do geraniol e da
clindamicina sobre duas cepas-padrdo ATCC de S. epidermidis.

S. epidermidis
PRODUTO TESTE (ng/mL) ATCC
TESTADO
12228" 35984"

OE Palmarosa CIM 2500° 2500°
CBM 2500° 2500°
Geraniol CIM 2500° 2500°
CBM 2500° 2500°
Clindamicina CIM 312,5° 312,52
CBM 312,52 312,52

Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenca meédia de concentracdo
estatisticamente significativa (p < 0,05); * Teste Kruskal-Wallis entre CIM e o0s compostos
antimicrobianos - valor p < 0,001

A CIM define a menor concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento do
micro-organismo de maneira visivel ap6s a incubacdo (ALBANO et al., 2016). Ja a CBM
representa a concentragcdo em que 99,9% ou mais do indculo inicial € morto (BURT, 2004).

Inimeros estudos como os de Marino et al., 2001; Cimanga et al., 2002; Delaquis et
al., 2002; Pintore et al., 2002; Harpaz et al., 2003 dentre outros, que investigaram a acdo de
6leos essenciais contra micro-organismos confirmam que, geralmente, eles sdo um pouco

mais ativos contra bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas. Pode-se esperar que
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organismos Gram-negativos sejam menos suscetiveis a acdo de antibacterianos, uma vez que
eles possuem uma membrana externa hidrofilica devido a sua cobertura de lipopolissacarideos
fazendo parte da parede celular , o que restringe a difusdo de compostos hidrofébicos, como
os 6leos essenciais (BURT, 2004). No entanto, nem todos os estudos sobre OEs concluiram
que os Gram-positivos sdo mais suscetiveis (WILKINSON et al., 2003). Andrade (2013)
também relacionou varios estudos mostrando maior susceptibilidade das bactérias Gram-
positivas frente aos 6leos essenciais do que as bactérias Gram-negativas.

O O6leo essencial da palmarosa (Cymbopogon martinii) mostrou atividade
antimicrobiana sobre as cepas de C. acnes e S. epidermidis testadas, porém nota-se valores
mais elevados de CIM e CBM para a cepa ATCC 6919 de C. acnes, com valores de 5000
pg/mL ou acima.

A cepa ATCC 6919 mostrou-se mais resistente ao tratamento (CIM= >5000 pg/mL) e
a cepa 11828 apresentou resultado intermediario entre as outras duas (CIM=5000 pg/mL). O
resultado da Tabela 13 para o farmaco padrdo confirma que a cepa 6919 é a mais resistente,
pois apresenta maior valor tanto para CIM quanto para CBM. Andrade et al. (2018) testaram a
atividade antimicrobiana de Cymbopogon martinii frente as cepas 6919 (tipo 1A) e 11828
(tipo 1) de C. acnes obtendo valores de CIM de 1500 pg/mL e 700 pug/mL, respectivamente.
Os autores concluiram ainda que a cepa 11828 foi a mais sensivel ao tratamento dentre todas
as testadas. Para o atual estudo, resultados de CIM maiores foram encontrados em relagdo ao
estudo. O melhor resultado foi obtido para a cepa ATCC 11827 (CIM=1250 pg/mL) ou tipo
I11. Andrade et al. (2018) obtiveram um valor de CIM de 1600 ug/mL para a C. acnes de tipo
I11, linhagem PMH5. Apesar disso, outro estudo mostrou maior potencial antimicrobiano da
palmarosa frente a outros Oleos essenciais como o de lavanda e primula (LODHIA et
al.,2009), mostrando seu potencial.

A atividade antimicrobiana final de um determinado 6leo essencial € uma combinacao
de composicdo e concentracdo de cada composto voléatil, que por sua vez séo regidos pela
variedade de planta, condi¢des de crescimento e método de extracdo do 6leo essencial e dessa
forma podem variar de um lote para outro mesmo se tratando da mesma planta (SALVIA-
TRUJILLO et al., 2015).

Oleos ricos em monoterpenoides, segundo Bakkali et al. (2008) s&o hidrofébicos e
provavelmente irdo preferir se deslocar da fase aquosa em direcéo as estruturas da membrana.

O acUmulo dos constituintes dos Oleos essenciais na bicamada lipidica da membrana
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citoplasmatica ird conferir a esta uma caracteristica de permeabilidade, promovendo a
dissipacdo da forca préton motora, reducdo do pool de ATP, do pH interno e do potencial
elétrico, e a perda de ions como potéssio e fosfato. Esses danos na membrana levam ao
comprometimento das suas funcdes. Muitos alcoois terpénicos foram identificados na
composi¢do dos Oleos essenciais de gengibre e capim-citronela, como citronelol, geraniol,
terpineol e o linalol. Pesquisas de Dorman et al. (2000) inferem que alcoois agem como
desidratantes e solventes provocando a desnaturacdo das proteinas.

Scherer et al. (2009) realizaram estudos sobre acdo antimicrobiana para os 0leos
essenciais da palmarosa e da citronela (Cymbopogon winterianus) ambos do género
Cymbopogon, familia Poaceae. A citronela contém o beta-citronelal (45%) e o geraniol
(20,71%) como compostos em maior quantidade em seu O6leo essencial. A citronela
apresentou melhores resultados bactericidas sobre Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Enquanto que a palmarosa apresentou maior eficacia contra S. aureus, um coco
Gram-positivo, assim como a C. acnes, também uma bactéria Gram-positiva. O valor de CIM
obtido para S. aureus ficou entre 600 ng/mL e 800 pg/mL. Valores estes bastante inferiores
aos valores obtidos para CIM para as linhagens 6919 e 11828 de C. acnes (Tabela 13), porém
mais proximos ao CIM da cepa 11827.

Ainda no estudo de Scherer et al. (2009) foi estabelecido, tendo como base o estudo
feito por Aligiannis et al. (2001), uma classificagdo para atividade antimicrobiana de materiais
vegetais, de acordo com os resultados de CIM, sendo considerada como forte, moderada e
fraca atividade antimicrobiana de 6leos ou extratos que apresentem CIM até 0,5 mg mL-1,
entre 0,6 e 1,5 mg mL-1, e acima de 1,6 mg mL-1, respectivamente. Considerando estes
parametros e para este estudo o 6leo da palmarosa demonstrou eficiéncia de moderada a fraco

Os resultados de CIM para a a¢do do OE frente a S. epidermidis foram de 2500 pg/mL
para as cepas 12228 e cepa 35984 (cepas ndo formadoras de biofilme e sensiveis a
vancomicina).

Ao observar os testes de CIM e CBM para o produto majoritario geraniol, os valores
sdo idénticos aos observados para 0 OE como um todo. N&o ha surpresas neste resultado, ja
que geraniol € o composto em maior quantidade no 6leo essencial, conforme anélise
cromatografica mostrou, sendo o responsavel pela sua atividade antimicrobiana. Os resultados

da Tabela 13 confirmam essa informagao.
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Andrade et al. (2018) também observaram valores de CIM e CBM para geraniol. O
valor de CIM para ATCC 6919 foi de 1500 pug/mL e para ATCC 11828 foi de 800 pg/mL.
Para C. acnes tipo Ill, o valor de CIM foi de 1600 ug/mL, porém a bactéria tipo III ¢é
classificada como PMH5 e a utilizada no estudo atual é uma cepa tipo I1ll ATCC de nimero
11827. Segundo a nova classificacdo para C. acnes, as bactérias agrupadas dentro de cada tipo
possuem semelhangas genéticas em relacdo a sequencias G+C do DNA e também a
composicdo peptideoglicanos da membrana. No atual estudo a cepa 6919 apresentou CIM
>5000 pg/mL, a 11828 CIM de 5000 pug/mL e a cepa ATCC 11827 de 1250 pg/mL, ou seja,
os valores foram correspondentes apenas em relagéo a cepa 11827.

Segundo Albano et al. (2016) o geraniol, quando aplicado sobre diferentes cepas
produtoras de enterotoxinas da bactéria Gram-positiva S. aureus, apresentou valores de CIM
entre 800 e 1000 ug/mL e para bactérias S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) e sensiveis
a meticilina (MSSA) os valores foram de 1450 e 800 ug/mL, respectivamente. Os resultados
obtidos para valores de CIM do geraniol frente as linhagens da bactéria Cutibacterium acnes,
bactéria também gram-positiva, revelaram-se bastante superiores quando comparado a S.
aureus. Os unicos valores proximos encontrados, foram para geraniol frente a cepa gram-
positiva 11827 (1250 pg/mL).

Albano et al. (2016) avaliaram ainda os mecanismos de acdo antibacterianos do
geraniol frente as bactérias E. coli e MRSA através da microscopia eletrénica de transmissédo
e detectaram que ceélulas tratadas com ele mostraram perda completa integridade da
membrana, separacdo da membrana citoplasméatica de sua parede celular, vazamento de
conteudo citoplasmatico e polarizacdo citoplasmaética.

Como este é um trabalho de base para futuro desenvolvimento de um creme facial para
tratamento da acne vulgar, os resultados mostram-se positivos ja que a C.acnes tipo | esta
relacionada a acne severa e a C. acnes tipo Il, a abcessos subcutaneos.

Um estudo realizado na China por Yue et al. (2017) em que o geraniol foi testado
frente a S. aureus e E. coli, concluiu que geraniol teve acdo mais significativa contra a
bactéria Gram-positiva do que sobre a bactérias Gram-negativa.

Como clindamicina é uma droga conhecida por sua atividade bacteriostatica
(GUIMARAES et al., 2010) os valores de CIM e CBM encontrados foram bastante inferiores
em relagdo aos valores para o 6leo essencial e para o geraniol. Pelos valores de CIM da
clindamicina aumentados para a cepa 6919 (CIM= 39,06 pug/mL) , pode-se concluir que é uma
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cepa mais resistente do que as demais, que apresentaram valores de CIM de 19,53 pg/mL e
2,44 ng/mL para cepa 11828 e 11827, respectivamente frente a clindamicina.

Os valores de CBM para as linhagens de C. acnes foram todos maiores ou iguais a
5000 mg/mL, indicando agdes bacteriostaticas. Kannappan et al. (2017) realizaram estudos de
CIM para geraniol frente a S. epidermidis e sua capacidade de inibir a formagédo de biofilme
desta bactéria. Os resultados encontrados foram de CIM = 512 pg/mL e a exposigdo
sequencial de S. epidermidis a sub-valores de MIC de geraniol levaram a uma resisténcia
adaptativa deficiente e a diminui¢do da formacéo de biofilme.

Quando o foco sdo as linhagens de C. acnes, outros estudos mostraram que é uma
bactéria que pode ser inibida com o uso de produtos naturais, o que ajudard a resolver
questdes futuras de resisténcia a antimicrobianos comerciais. Sharma et al. (2013) testaram a
acdo do extrato etanolico de folhas de jambo contra C.acnes cepa ATCC 11827 e
encontraram um excelente valor de CIM (31,3 pg/mL). Liu e Huang (2013) pesquisaram a
capacidade antimicrobiana da cumarina frente a C. acnes ATCC 6919. Os resultados

encontrados para CIM foram de 23,73 pg/mL, mostrando uma 6tima atividade inibitoria.

6.1.2 Atividade Antimicrobiana das NanoemulsGes preparadas com o 6leo essencial da

Palmarosa e com Geraniol

Os testes antibacterianos com as cinco nanoemulsfes preparadas com 0leo essencial
de palmarosa (OE1, OE2, OE3, OE4 e OE5) e com as nanoemulsdes de geraniol (G1, G2,
G3,G4 e G5) foram realizados somente para a cepa ATCC 11828 de C. acnes que além de
causar a acne, é responsavel também pela formacdo de abcessos subcutineos. Estes
resultados, porém serviram apenas como uma andlise preliminar para detectar a presenca ou
auséncia de atividade apos os compostos serem inseridos em nanoemulsdes. Foi também uma
forma de sinalizar a continuidade das formulagdes das nanoemulsdes. A faixa de concentracéo
de CIM para esse teste especificamente foi mais extensa do que para os demais (13.092,96 até
3,19 pg/mL).

Os resultados preliminares de CIM foram bastante significativos, conforme
apresentados na tabela 15. Quase todas as nanoemulsGes apresentaram valores de CIM de
818,3 ug/mL, com excecao de G5 que apresentou CIM de 409,15 pg/mL, valor ainda melhor
do que os anteriores. G5 € composta por maior por¢do hidrofilica (dgua e Tween20) do que

porcdo hidrofobica (Span80 e geraniol). Os valores de CBM e CIM foram iguais para as
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nanoemulsdes de G1 4 G5 (818,3 ug/mL) e para OE1 4 OES5 foram de 1636,62 e 818,3
pg/mL.

Tabela 15. Testes de atividade antimicrobiana preliminar das nanoemulsdes de OE da
palmarosa (OE1 a OE5) e das nanoemuls6es do geraniol (G1 & G5) recém-preparadas.

C.acnes ATCC 11828
PRODUTO TESTE
TESTADO
(ng/mL)
CIM*
Nanoemulsdo | OE1,0E2,0E3,0E4,0E5 818,3
com OE
Palmarosa CBM**
OE1,0E2,0E3,0E4,0E5 1636,6
CIM
Nanoemulséao G1,G2,G3,G4 818,3
com Geraniol G5 409,1
CBM
G1,G2,G3,G4,G5 818,3

Salvia-Trijullo et al. (2015) testaram a atividade antimicrobiana de emulsdes e
nanoemulsdes de alguns Oleos essenciais, incluindo a palmarosa, sobre E. coli. Eles
observaram que emulsfes e nanoemulsdes contendo 6leo essencial da palmarosa mostraram
umas das atividades antimicrobianas mais fortes, reduzindo exponencialmente a quantidade
de bactérias em 30 minutos. Eles prepararam as nanoemulsdes a partir do método de
microfluidizacdo e as emulsdes utilizando homogeneizadores de alta pressdo. A
transformacdo de macroemulsfes em nanoemulsdes afetaram significativamente a atividade
antimicrobiana, ja que as nanoemulsdes exibiram uma maior e mais rapida inativacdo sobre E.
coli, que é uma bactéria Gram-negativa, sobre a qual 6leos essenciais apresentam efeitos
inferiores quando comparado as bactérias Gram-positivas. A liberagdo do composto também é
mais rapida na nanoemulsdo do que em uma emulsdo. Para chegar a essas conclusdes o estudo
utilizou a chamada funcdo de distribuicdo de Weibull para avaliar a inativacdo cinética da
bactéria. O componente beta da equacéo representa o fator de escala e alfa é o fator de forma.
O fator de escala representa o tempo de contato (min) necessario para inativar o primeiro ciclo
logaritmico da populagdo microbiana, enquanto o fator de forma € relacionado a tendéncia da
curva de inativagdo. Um fator de forma com valor inferior 1 implica em liberacdo rapida do
composto nos primeiros momentos de contato e valores superiores a 1, implicam em uma
lenta liberacdo de compostos fendlicos. O valor de beta para a emulsdo preparada com
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palmarosa foi de 7,37 minutos, enquanto que para a nanoemulsdo foi de 4,39. O mesmo
ocorreu com a fator alfa, relacionado a liberacdo do principio ativo, como emulsdo ele tinha
um valor de 1,02 e depois passou a ter um valor de 0,71 quando na forma de nanoestrutura. O
melhor valor de fator beta para este estudo foi para a erva-cidreira, que na forma de emulsdo
era de 22,30 minutos e como nanoemulsdo mostrou valores de 6,97. Porém o fator alfa da
emulsdo, mostrou-se melhor para este caso: era 4,68 e depois passou a ser 0,98.

Como as formulacdes mostraram potencial antimicrobiano, elas entdo passaram por
todos os testes de caracterizacdo propostos para as nanoemulsdes foram realizados, chegando
a conclusdo que a melhor formulagdo tanto para nanoemulsdo de palmarosa quando de
geraniol é a formulagdo de nimero 3. Um conjunto de fatores foi levado em conta para a
escolha do melhor composto fisica e quimicamente falando, e este foi o escolhido para seguir
em frente nos novos testes antimicrobianos e aos quais a prata seria adicionada.

Todos os testes antimicrobianos utilizaram concentracGes de CIM de 5000 a 39,06
nug/mL como forma de facilitar comparagdes e estudos de estatistica. A tabela 15 mostrando
testes preliminares para as nanoemulsdes ndo entra nesta comparacao ou estatistica.

A Tabela 16 expde os dados de CIM e CBM para as nanoemulsbes de formulagéo
OE3 e G3 do farmaco padrdo. Clindamicina tem valores muito inferiores aos compostos
testados em todos os testes, afinal € um medicamento comercial ja a longo tempo no mercado.

Tabela 16. Atividade antimicrobiana das nanoemulstes OE3 e G3 e da clindamicina (que ndo
esta incluida em uma nanoemulséo) sobre trés cepas-padrdo ATCC C. acnes.

C. acnes
PRODUTO TESTE (ng/mL) ATCC
TESTADO
6919* 11828* 11827*
OE3 CIM 1250° 625° 312,5°
Palmarosa CBM 5000° 625° 2500°
Geraniol G3 CIM 1250°¢ 625°¢ 312,5°
CBM 5000° 2500° 1250°
Clindamicina CIM 39,062 19,53 2,44°
CBM 156,252 39,06% 39,06%

Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenca média de concentracdo estatisticamente
significativa (p < 0,05).
* Teste Kruskal-Wallis entre CIM e os compostos antimicrobianos - valor p < 0,001

No geral, os antimicrobianos lipofilicos nanoencapsulados sdo capaz de penetrar mais
facilmente através de membranas microbianas, o que leva a uma acdo bactericida melhorada.
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No caso de bactérias Gram-negativas como E. coli, a presenca de proteinas (porinas) que
formam canais (poros) na membrana externa da parede bacteriana permitem o influxo de
particulas hidrofilicas, sendo uma barreira para compostos lipofilicos e também restringem a
entrada de compostos por tamanho. Portanto, é razodvel assumir que a solubilizacdo de
antimicrobianos lipofilicos dentro de nanoemulsfes leva a um aumento de sitios de ligacao
capazes de interagir com as porina.

De acordo com trabalhos de pesquisa recentes, hd um aumento na atividade
antimicrobiana de nanoemulsdes contendo 6leos aromaticos como o 6leo de tomilho (Chang,
McLandsborough, & McClements, 2012), dleo de horteld-pimenta (Liang et al., 2012),
limoneno (Donsi et al., 2011) ou eugenol e cinamaldeido (Gomes, Moreira & Castell-Perez,
2011). Porém, de acordo com Buranasuksombat, Kwon, Turner e Bhandari (2011) o tamanho
da gota de emulsdo ndo tem influéncia sobre as propriedades antimicrobianas do 6leo de
murta de limdo. Estes resultados aparentemente controversos indicam que uma reducgéo
significativa do tamanho das goticulas ndo implica necessariamente num aumento da
funcionalidade do 6leo essencial das nanoemulses, ja que sua atividade antimicrobiana pode
ser dada pela capacidade de entrega total do sistema de sua capacidade particular em reagir
com membranas microbianas. Nesse sentido, também é sabido que a permeabilidade da
membrana e absorcdo celular é “’surfactante dependente’’ ja que a carga de goticulas é
conhecida por influenciar a eficacia de antimicrobianos nanoemulsionados.

Ziani et al. (2011) relataram um efeito antagbnico de surfactantes catiGnicos e
anidnicos sobre a atividade antimicrobiana de nanoemulsdes de 6leo de tomilho, atribuido a
particdo de moléculas de surfactante entre o dleo goticulas e superficies microbianas. No atual
estudo foram utilizados surfactantes neutros, ou seja, sem carga para evitar problemas como o
anteriormente relatado.

Donsi et al. (2011) testaram a nanoencapsulacdo de 6leos essenciais como forma de
aumentar a atividade antimicrobiana em alimentos e a conclusdo que eles chegaram é que
menores concentra¢cBes antimicrobianas sdo necessdrias para uma acdo bactericida de
compostos nanoencapsulados, com alteracdo minima das propriedades organolépticas.

N&o houve sucesso na utilizacdo de nanoemulsdes contra S. epidermidis. Nao ha
trabalhos mostrando o uso de nanoemulsdes de palmarosa ou geraniol contra S. epidermidis.
Alguns valores chegaram a serem maiores do que 5.000 ug/mL, como a CBM OES3 para cepa
12228 e CBM de G3 para cepa 35984 (Tabela 17). Isto pode ter ocorrido devido ao pouco
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tempo de contato entre as nanoemulsdes e a bactéria S. epidermidis. As placas contendo a
bactéria e os produtos garantiram que estes permanecessem juntos por apenas 24 horas, tempo
este ideal para o crescimento de S. epidermidis, enquanto que para C. acnes 0s produtos e 0s
mMIicro-organismos permaneceram juntos nos mesmos pogos por 48 horas. Os valores estéo
distantes da clindamicina, o farmaco controle, porém observando esses compostos frente as
cepas de C. acnes, nota-se que eles possuem um potencial futuro para tratamento especifico
de acne.

Tabela 17. Atividade antimicrobiana da nanoemulsdo OE3 da palmarosa, de G3 de geraniol e
da clindamicina (que ndo esta incluida em uma nanoemulséo) sobre S. epidermidis.

S. epidermidis
PRODUTO TESTE (ng/mL) ATCC
TESTADO
12228" 35984*
OE3 CIM 5000° 5000°
Palmarosa CBM >5000° 5000°
Geraniol G3 CIM 5000°¢ 5000°
CBM 5000° >5000°
Clindamicina CIM 312,52 312,52
CBM 312,52 312,5°

Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenga média de concentracdo
estatisticamente significativa (p < 0,05); © Teste Kruskal-Wallis entre CIM e o0s compostos
antimicrobianos - valor p < 0,001

Os testes com S. epidermidis foram Uteis para mostrar a reprodutibilidade do
experimento e a conhecida estabilidade das nanoemulsbes. O teste foi realizado com
nanoemulsdes preparadas em dois momentos diferentes: ha 4 meses e a cerca de 10 meses de
seu preparo. Os testes microbianos com S. epidermidis sdo faceis de executar pelo fato da
bactéria ser aerdbia facultativa e ndo exigir condicGes especiais de anaerobiose para seu

cultivo. Os resultados foram exatamente iguais aos da Tabela 17.

6.1.3 Atividade antimicrobiana das nanoemulsdes com Nanoparticula de Prata (AgNP):

As AgNP tem caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas Unicas principalmente devido a
sua alta taxa de superficie de contato. As particulas de prata preparadas por métodos
bioldgicos mostram alta solubilidade, estabilidade e rendimento. Essa metodologia é simples,

rapida, ndo toxica, confiavel e verde e produz particulas com tamanho e morfologia bem
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definidos. Uma vez preparadas e com propriedades fisico-quimicas estabelecidas, as AgNPs
podem ter um impacto significativo sobre propriedades bioldgicas, como aumentam a
biodisponibilidade de agentes terapéuticos ap6s administracdo sistémica e local, afetam a
captacdo celular, a distribuicdo bioldgica, a penetracdo em barreiras bioldgicas e os efeitos
terapéuticos resultantes (ZHANG et al.,2016).

A sintese verde surgiu como uma opc¢éo viavel para contornar o uso de métodos quimicos.
Ela representa uma abordagem rentavel, confiavel e que respeita 0 meio ambiente. O método
usa Varios sistemas bioldgicos incluindo bactérias, fungos, extratos de plantas e pequenas
biomoléculas como vitaminas e aminoacidos para sua realizacdo (ZHANG et al.,2016).

Os métodos biologicos parecem fornecer tamanho e forma de particula controlados, o que
¢ um fator importante para varias aplicacdes biomédicas Usando proteinas bacterianas ou
extratos vegetais como agentes redutores, pode-se controlar a forma, tamanho e
monodispersividade das nanoparticulas. As outras vantagens dos métodos biol6gicos séo a
disponibilidade de uma vasta gama de recursos bioldgicos, uma reducdo do tempo necessario,
alta densidade, estabilidade e a pronta solubilidade de nanoparticulas preparadas em agua.
Para sintese de nanoparticulas via metodo biologico sdo necessarios apenas trés fatores: (a) o
solvente; (b) o agente redutor; e c) o material ndo toxico (ZHANG et al.,2016).

Uma vez preparadas, sabe-se que as nanoparticulas de prata sdo conhecidas pelas suas
atividades antimicrobiana e antifungica (WEBBER e JIMENEZ, 2017). A prata isoladamente
mostra toxicidade para uma ampla gama de micro-organismos. Acoplada a nanoemulsdes
mostram ser um agente antimicrobiano promissor e seguro para terapias contra infeccoes
bacterianas (NAJAFI-TAHER et al.,2017).

A atividade antimicrobiana de AgNPs esta relacionada a geracdo de radicais livres.
Adicionalmente, AgNPs ligam-se ao DNA e bloqueiam transcricdo ou se anexam a
componentes da superficie celular e interromper respiracdo bacteriana/sintese de ATP. A
prata catibnica também se liga negativamente a cargas de proteinas e acidos nucleicos
causando alteracOes estruturais e deformacdes nas paredes celulares bacterianas, membranas e
acidos nucleicos. Além disso, ions de prata sdo geralmente conhecidos para interagirem com
um grande nimero de grupos funcionais de doadores de elétrons, tais como tidis, fosfatos,
hidroxilas, imidazdis, indols e aminas (NAJAFI-TAHER et al.,2017).

Os resultados obtidos nos ensaios microbioldgicos de sensibilidade para este tipo de
preparado sdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Atividade antimicrobiana da nanoemulsdo de 6leo essencial OE3 +AgNP, da
nanoemulsdo de geraniol G3 + AgNP e da clindamicina (que ndo esta incluida em uma
nanoemulséo) sobre trés cepas-padrdo ATCC de C. acnes.

C. acnes
PRODUTO TESTE ATCC
TESTADO (ng/mL)
69197 11828" 11827"
NanoOE3 CIM* >5000° 312,5¢ 39,06¢
Palmarosa CBM** >5000° 312,5¢ 1250°
+AgNP
NanoGeraniol CIM >5000° 312,5¢ 39,06¢
G3 +AgNP CBM >5000" 312,5¢ 625
Clindamicina CIM 156,264 4,88° 9,76'
CBM 156,262 4,88 19,53

Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenca média de concentracdo
estatisticamente significativa (p < 0,05); * Teste Kruskal-Wallis entre CIM e o0s compostos
antimicrobianos - valor p < 0,001

Para as cepas 11828 e 11827 as nanoemulsdes contendo a nanoparticula de prata
mostraram que a presenca de prata nas formulacdes foi importante, especialmente para a cepa
11827 que quando testada com nanoemulsées na forma de OE3 e G3 possuiam CIM de 312,5
pug/mL e CBM de 2500 pg/mL para OE3 e 1250 pg/mL para G3. Com a AgNP, esses valores
diminuiram para 39,06 pg/mL (CIM da nanoemulsdo OE3 e G3) e CBM para 1250 pg/mL
para OE3 e 625 pug/mL para G3. A cepa 6919 de C. acnes ndo teve resultados satisfatorios
com a prata. Os valores sdo 0os mesmos observados para o 6leo essencial analisado
isoladamente, sem vantagens adicionais pela diminui¢do do tamanho dos glébulos.

Outros estudos ja relacionaram o uso de 6leos essenciais em nanoemulsdes junto de AgNP.
Najafi-taher e colaboradores (2017) testaram a capacidade antimicrobiana do 6leo essencial
da Melaleuca alternifolia na forma de nanoemulséo junto de uma AgNP sobre Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. A metodologia utilizada foi a
mesma utilizada para o atual estudo, ou seja, durante a preparacdo das nanoemulsGes a
nanoparticulas de prata foi adicionada a fase aquosa. Os surfactantes utilizados foram o
Tween 80 e o Span 80, sistema bem parecido com o atualmente utilizado, que contém Tween
20 e Span 80. A Melaleuca alternifélia € um agente antimicrobianos usado para o tratamento
de bactérias, pneumonia fangica e acne. Os resultados obtidos para 0s ensaios antibacterianos
mostraram capacidade promissora dos nanosistemas para a erradicacdo de bactérias Gram-
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positivas e Gram-negativas (95%). Além disso, foi mostrado que a introducdo de AgNPs as
nanoemulsdes de 6leo essencial exerceu um efeito sinérgico contra Escherichia coli resistente
a clindamicina, e um efeito aditivo na capacidade antimicrobiana contra Staphylococcus.
aureus resistente a clindamicina.

Sheikholeslami et al. (2016) avaliaram os efeitos antibacterianos de nanoparticulas de
prata em combinagdo com um 6leo essencial contra S. aureus, S. epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa. Através do calculo das concentracdes inibitorias fracionarias (FICs) utilizando
valores de CIM das combinacdo de Ag-NPs e dleo / extrato divididos pela MIC de Ag-NPs ou
6leo / extrato isolado, concluiu-se que as nanoparticulas de prata apresentaram efeito
adicional a atividade antibacteriana quanto em conjunto com o 6leo essencial contra S.
epidermidis e S. aureus.

A Tabela 19 redne todos os valores de CIM e CBM para as nanoemulsdes OE3 de
palmarosa e geraniol frente as cepas ATCC 6919, 11828 e 11827 de C. acnes. Através desta
tabela pode-se perceber que os valores numéricos dos testes realizados decairam conforme os

compostos foram incluidos em nanoemulsdes ou foram unidos a nanoparticulas de prata.

Tabela 19. Comparativo entre valores de CIM e CBM dos compostos.

Bactéria COMPOSTOS
(Cepa (ng /mL)
ATCC)
OE Nano OE3 Nano OE3 | Geraniol NanoG3 Nano G3
Palmarosa Palmarosa Palmarosa de Geraniol
+AgNP Geraniol  + AgNP
6919
CIM >5000 1250 >5000 >5000 1250 >5000
CBM >5000 5000 >5000 >5000 5000 >5000
11828
CIM 5000 625 312,5 5000 625 3125
CBM 5000 625 312,5 5000 2500 3125
11827
CIM 1250 312,5 39,06 1250 312,5 39,06
CBM 5000 2500 1250 5000 1250 39,06
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6.1.4 Disco Difuséo:

O teste de disco difusdo é o teste de susceptibilidade microbiano mais facil de ser
executado e é frequentemente usado na determinacdo da atividade antimicrobiana
(PEDNEKAR et al.,2012). Um disco de papel embebido com OE é colocado em cima de uma
placa com agar inoculada com bactérias. Esse teste geralmente é usado como uma verificagdo
preliminar para atividade antibacteriana antes de estudos mais detalhados. Fatores como o
volume de OE colocado nos discos, a espessura da camada de &gar e 0 uso ou nao de
solventes varia consideravelmente entre os estudos, ou seja, significa que este método € Util
para a selecdo entre OEs, mas a comparacdo de dados para publicacdes ndo é viavel
(BURT,2004).

A desvantagem deste método € que ele ndo é ideal para compostos insollveis em agua,
como 0Oleos essenciais. O conjunto de componentes do 6leo essencial se dispersa através do
agar de acordo com sua afinidade pela dgua. A hidrofobicidade do Oleo essencial cria
dificuldades em obter uma dispersdo estavel do 6leo em meio aquoso e também cria problema
na difusdo do componente lipofilico através do agar. Isso leva a difusdo inadequada de dleo
através do meio de agar (PEDNEKAR et al.,2012). Para contornar problemas como este
foram adicionados 0,5% de Tween 20 aos meios de cultura durante sua preparacao.

A Tabela 20 traz os resultados obtidos para andlise de disco difusdo. Ela mostra que
tanto o 6leo essencial da palmarosa como seu composto majoritario (geraniol) ndo sofreram
dificuldade de se dispersar pelo agar e inibir cepas de C. acnes. Apesar de comparacdes entre
espécies do mesmo géneros serem complexas, um estudo de disco difusdo com o Oleo
essencial de Cymbopogon winterianus, que possui 19,6% de geraniol em sua composicéo,
destacou-se por sua atividade antibacteriana frente a S. aureus, gerando halos com 33,7mm e
Listeria monocytogenes (28,0 mm), bactérias Gram-positivas (SECCHI et al., 2011).

Os nanocompostos ndo foram capazes de inibir as cepas 6919 e 11827 inibindo apenas
a cepa ATCC 11828 (causadora de abcessos subcutaneos). Apesar dos meios de cultura terem
sido preparados com o Tween 20 e as nanoemulsdes possuirem baixa viscosidade, as
formulacBes ndo conseguiram dispersar pelo &gar. Outros testes jA& mostraram que essas
substancias possuem atividade antibacteriana, entdo esta ndo foi a causa da auséncia de halo.

Ao longo de todo o trabalho a cepa 6919 apresentou-se fortemente resistente aos

tratamentos em todas as metodologias. As cepas 11828 e 11827 foram mais susceptiveis
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mostrando valores de halo quase proximos ao valor da clindamicina (50 mm) para a cepa
11827 (40mm) tanto para o OE quanto para o geraniol.

Tabela 20. Resultados do método de disco difusdo de Kirby-Bauer.

Compostos Testados Cepas ATCC C. acnes (medidas em mm)

6919 11828 11827
OE da Palmarosa 15 24 40
Geraniol 16 30 40
Nano OE3 Palmarosa R* 28
Nano Geraniol 3 R 30
NanoOE3Palma+AgNP R 24
NanoGeraniol3+AgNP R 30 R
Clindamicina 50 50 50

*R= Resistente.

Najafi-taher et al.(2017) realizaram ensaios de disco difusédo para determinar a atividade
antimicrobiana de nanoemulsfes contendo 6leo essencial e nanoemulsdes contendo OE e
AgNPs frente as bactérias E. coli e S. aureus. As nanoemulsdes foram preparadas com Tween
80 e Span 80. Os diametros das zonas de inibicdo em torno dos discos foram medidos apos
incubagdo e mostraram que as atividades antibacterianas das nanoemulsdes e das
nanoemulsdes com prata ficaram entre 25 e 30 mm, mostrando-se até mesmo maiores do que
a do farmaco padrédo utilizado (tetraciclina). Com isso conclui-se que as nanoemulsdes sdo

capazes de se difundir sobre meios de cultura na forma de agar.

6.1.5 Curva de Sobrevivéncia (Time Kill Curve):

A capacidade de um agente antimicrobiano de matar uma bactéria pode ser expressa
como o indice de mortes em relacdo a uma concentracdo fixa de farmaco em condicGes
controladas. Este indice € determinado pela medida do nimero de bactérias viaveis em varios
intervalos de tempo. O grafico resultante é chamado de curva de sobrevivéncia. Ela pode ser
utilizada para verificar a presenca de efeitos persistentes, paradoxais e de tolerancia. S&o
usadas também para determinar o sinergismo entre dois ou mais agentes antimicrobianos. A
taxa de diminuicé@o de sobreviventes em diferentes concentra¢des de agentes antimicrobianos
garante mais informacdes do que concentracdes em que 99,9% do inéculo final morre
(SCHWALBE et al.,2007).
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Curvas do tipo time-kill monitoram o crescimento e morte bacterianos em uma ampla
gama de concentracfes antimicrobianas. Elas sdo utilizadas com frequéncia para avaliar o
efeito de antimicrobianos a longo prazo. Estes dados podem ser analisados usando modelos
matematicos e sdo o primeiro passo para estudos de farmacocinética e farmacodindmica
(FOERSTER et al.,2016).

A interacdo entre um produto natural e uma droga comercial pode ser utilizada como
um método rapido e eficaz contra infecgbes graves, podendo ter um efeito bactericida mais
rapido e talvez até prevenir a resisténcia bacteriana (DOSLER et al., 2015).

O sinergismo e antagonismo sdo definidos como uma diminui¢do ou aumento de 2-
logso, respectivamente, na contagem de colonias em 48 horas. O efeito bactericida foi definido
quando houve uma diminuigdo de > 3-log;e UFC/ml a partir do indculo inicial e
bacteriostatico quando inferior a 3-logio UFC/mL (DOSLER et al., 2015).

A Tabela 21 traz os valores numéricos, em log de UFC/mL, para cada tratamento para
bactéria C. acnes cepa ATCC 6919 e figura 16 é uma representacdo da tabela em forma de

grafico de linhas.
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Tabela 21. Curva de Sobrevivéncia para a bactéria ATCC 6919, nos tempos 0, 6, 12,
24 e 42 horas. Resultados em log de UFC/mL.

Compostos TEMPO (h)
(resultadosemlogde 0 6 12 24 48 Efeito
UFC/mL)
Bactéria 6919 5 48 53 6 9
(Controle)
MIC OE 5 0 0 0 0 Bactericida
MIC G 5 0 0 0 0 Bactericida
MIC OE3 5 46 50 53 81 Bacteriostatico
MIC G3 5 46 48 59 83 Bacteriostatico
MIC CLINDA 5 50 48 46 4,6  Bacteriostatico
25%MIC OE + 25% 5 47 50 62 50 Sinergismo
MIC CLINDA Bacteriostatico
25%MIC G + 4 50 48 53 6,3 Sinergismo
25%MIC CLINDA Bacteriostatico
25%MICOE3+25% 49 47 50 6,1 6,3 Sinergismo
MIC CLINDA Bacteriostatico
25% MICG3 +25% 40 4,7 48 54 54 Sinergismo

MIC CLINDA.

Bacteriostatico
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Figura 15. Curvas de sobrevivéncia para verificacdo das interac@es entre as diferentes
combinagBes de antimicrobianos e o farmaco padréo (clindamicina).

Na Tabela 21 nota-se um efeito bactericida para o 6leo essencial da palmarosa e
geraniol apos apenas 6 horas de exposicdo causando mais de 2,5-log;o de reducédo. Para as
nanoemulsdes de Oleo essencial e de geraniol ha claramente um efeito bacteriostatico até 24
horas de incubacgdo, pois hd uma diminuicdo inferior a 3-logio UFC/mL a partir do in6culo
inicial. Para as combinagdes com 25% do MIC do 6leo essencial + 25% do MIC da
clindamicina; com 25% do MIC do geraniol +25% do MIC da clindamicina; com 25% do
MIC da nanoemulséo de dleo essencial +25% do MIC da clindamicina e com 25% do MIC da
nanoemulsdo do geraniol +25% do MIC da clindamicina nota-se um efeito sinérgico
bacteriostatico até as 24 horas de incubagao.

Para as nanoemulsdes houve um expressivo aumento da contagem de coldnias em até
48 horas. A selecdo de mutantes resistentes, a degradacdo antimicrobiana e células bacterianas
ndo afetadas, podem levar a um aumento da contagem de colnias ap6s uma inicial redugédo
do numero de micro-organismos. Um aspecto importante desse efeito rebote é isolar os
sobreviventes, determinar o CIM e analisar se esses clones resistentes foram selecionados
como resultado de uma presséo seletiva. Se ocorrer uma degradacdo do antimicrobiano ou do
extrato natural, os valores de MIC para uma cepa ATCC conhecida vdo aumentar. Se uma
subpopulacdo resistente foi selecionada, os valores de CIM dos sobreviventes serdo muito
maiores do que as linhagens iniciais (SCHWALBE et al.,2007). Para o atual experimento a

degradacdo do Oleo essencial e do geraniol, especialmente nas nanoemulsdes, onde se
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encontram em menor volume, é uma realidade. Como o experimento foi realizado em
anaerobiose e a jarra que continha a placa precisou ser aberta varias vezes, deve-se considerar
a volatizacdo do 0leo essencial e do geraniol e a saturacdo do meio a cada troca de gerador de
anaerobiose, 0 que provavelmente levou a perda de principios ativos. O uso de uma camara de
anaerobiose eliminaria essa hipdtese.

Albano et al. (2016) testaram a capacidade de sinergismo de geraniol junto de outras
drogas comerciais (oxacilina, gentamicina, eritromicina, sulfazotrim, vancomicina,
penincilina G, levofloxacino, tetraciclina e linezolida) frente as bactérias gram-positvas S.
aures meticilina resistente e S. aureus sensivel a meticilina. Porém, ele ndo apresentou
sinergismo para nenhuma das drogas, e assim néo foi classificado para os ensaios de curva de
sobrevivéncia, ensaio mais refinado e preciso para estudar interacGes entre substancias
antimicrobianas. Isto mostrou que geraniol, e possivelmente o 6leo essencial do Cymbopogon
martinii que é rico neste composto, ndo apresentaram resultados 6timos para esse tipo de
ensaio, com dificuldade em realizar sinergismo. A figura 15 mostra resultados melhores
qguando geraniol e o 6leo essencial da palmarosa estdo sozinhos, livres de associacdes. Além
do mais, a metodologia realizada para o teste, pode ter levado a perda desses compostos, que
séo volateis. Embora a comparacao interespécies seja muito dificil de ser realizada, testes de
sobrevivéncia com Cymbopogon citratus (nome popular: capim-cidreira), pertencente também
a familia Poaceae (onde se encontra 0 Cymbopogon martinii), apresentaram bom potencial
inibidor para S. aureus e efeito bactericida, reduzindo 100% das células viaveis apos 24 horas
de incubacéo (SILVA et al.,2009).

Apesar dos desafios metodoldgicos devido ao fato de C. acnes ser uma bactéria
anaerdbica, outros estudos semelhantes ja foram realizados utilizando um o6leo essencial
contra bactérias que compdem a pele humana, incluindo C. acnes, S aureus e S. epidermidis e
S. pyogenes. Bons resultados foram obtidos, ou seja, 99% de C. acnes foram mortas apds 30
minutos, com 1,6% do valor de CBM (PRAJAKTA et al.,2012).

A clindamicina é uma droga conhecida por ser bacteriostatica. Isso ficou confirmado
pelos resultados da curva de sobrevivéncia, que se mantiveram praticamente constantes, com

uma leve queda inicial, mesmo apos 48 horas de experimento.
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7 CONCLUSAO:

As nanoemulsdes preparadas mostraram resultados promissores para testes preliminares
de estabilidade e para as caracterizacdes fisico-quimicas realizadas, indicando que a escolha
dos surfactantes foi correta. As formulacGes foram estaveis ao pH, condutividade elétrica,
densidade, centrifugacdo e analise de stress térmico. A formulacdo de nimero 3 mostrou-se
melhor dentre as dez preparadas pois permaneceu translicida e apresentou valores de -25,6
mv para potencial zeta, menor tamanho (63,3 d.nm) e PDI de 0,253, valores ideais segundo a
literatura consultada.

A atividade antimicrobiana foi melhorada, de uma forma geral, quando os compostos
isolados (6leo essencial da palmarosa e geraniol) passaram a integrar uma nanoemulsdo, mas
principalmente quando a nanoparticulas de prata foi acrescentada. Os valores de CIM e CBM
diminuiram para as cepas 11827 (de 1250 para 39,06 ug/mL) e para a cepa 11828 (de 5000
para 312,5 ug/mL) quando os compostos foram incluidos em nanoemulsdes e quando o AgNP
foi adicionado a formulagdo. A cepa ATCC 6919 mostrou valores maiores 5000 pug/mL para
as analises antimicrobianas dos compostos isolados e para as nanoemulsdes com
nanoparticula de prata. Houve alguma diminuicdo dos valores numéricos de CIM e CBM para
essa cepa quando testada frente as nanoemulsdes OE3 e G3 (CIM=1250 e CBM=5000 pg/mL,
mesmo valor para ambas).

Assim, o estudo em questdo mostrou a possibilidade de encapsulamento na forma de
nanoemulsdes de compostos naturais liquidos e a bactéria testada (C. acnes) foi susceptivel a
eles, podendo ser um candidato promissor a se tornar um dermocosmeéticos no futuro.

A nanotecnologia aplicada aos mercados farmacéuticos e médicos esta em constante
crescimento e despertando cada vez mais interesse, deixando assim abertas oportunidades de

novas pesquisas na area.
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