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RESUMO

Sabe-se que na atualidade, é grande a preocupag¢ao da comunidade cientifica mundial,
em relagcdo a resisténcia microbiana frente as substéncias convencionais, utilizadas
indiscriminadamente, por isso, € crescente a motivacdo da pesquisa basica na
bioprospeccdo de novas substancias, que apresentem atividade antimicrobiana e
antifungica e que possam ser uma alternativa segura e eficaz contra esses
microorganismos no tratamento das doengas causadas por eles. As dermatofitoses, por
exemplo, sdo processos infecciosos de pele, pélo e unhas que acometem muitas
pessoas, de todas as faixas etarias, no mundo todo, provocando as chamadas tinhas
ou tineas, denominadas corporis, pedis, cruris, capitis, unguium(onicomicose) e outras
(dependendo o local do corpo onde estdo), causadas pelo dermatodfito filamentoso,
Trichophyton rubrum. Estudos envolvendo este patégeno s&o cada vez mais
importantes, devido ao aparecimento de linhagens resistentes aos medicamentos
antifungicos disponiveis no mercado, e ao comportamento invasivo deste agente em
pacientes com o sistema imune comprometido. Porém, somente a descoberta de novas
drogas nao € suficiente, & preciso desenvolver produtos eficazes e seguros, que
possam veicular essas substancias sem causar prejuizo ao paciente. Sendo assim, a
proposta desse trabalho é desenvolver uma emulsdo A/O, contendo 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia (TTO), verificar sua estabilidade preliminar e caracteriza-la
realizando o estudo reoldogico da formulagdo, determinar a concentragdo inibitoria
minima (CIM) e a concentragao fungicida minima (CFM) do TTO e averiguar a atividade
antifungica in vitro da emulsédo frente ao T. rubrum, agente patogénico ao qual se

destina o uso do produto.

Palavras-chave:T. rubrum, tineas, Melaleuca alternifolia, TTO.
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ABSTRACT

It is knownthatnowadays, there is a greatconcernof theinternational scientific
communityin relationtomicrobial resistancein the face ofconventional substances,
usedindiscriminately,soit isincreasingthemotivationofbasic researchinbioprospectingof
newsubstances,whichhaveantimicrobial activity andantifungaland canbeasafe
andeffective against thesemicroorganismsin thetreatment of diseases causedby them.
Dermatophytosis, for example,infectious processesareskin, hair and nails that
affectsmany  peopleofallages,  worldwide, causing  theso-calledtineaortineas,
calledcorporis, pedis, cruris, unguium, andothercapitis(depending on thelocation ofthe

bodywhere they are) causedbydermatophytefilamentous, Trichophytonrubrum.

Studiesinvolvingthispathogen,areincreasinglyimportant duetoemerging
resistancetoantifungal drugsavailable,andtheinvasive behaviorof thisagentin
patientswithcompromised immune systems. However, only
thediscoveryofnewdrugsisnotenough, we must developeffective

andsafeproductsthatcanservethesesubstanceswithout harmingthepatient, so thepurpose
of thisstudyisto developaW / 0] emulsioncontainingessential
oilMelaleucaalternifolia(TTO), determine your primary stabilityand to characterize itby
performingtherheological behaviorof the formulation,to determine theminimum inhibitory
concentration(MIC) andminimalfungicidalconcentration(MFC) of TTOand to investigate
theantifungal activityinvitroagainsttheemulsionT.rubrum, the pathogenic

agenttowhichtheintendeduse ofthe product.
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INTRODUGAO 19

1 INTRODUCAO

1.1  EMULSOES

1.1.1 Conceito

Emulsbes sdo sistemas dispersos contendo pelo menos duas fases liquidas
imisciveis entre si, geralmente uma fase oleosa e outra fase aquosa, onde uma das
fases esta totalmente dispersa como goticulas na outra fase, (GENNARO et al, 2004). A
fase que esta dispersa € denominada fase interna ou fase descontinua, enquanto a
fase na qual o liquido esta disperso € denominada fase dispersante, fase externa ou
fase continua (ANSEL et al, 2007).

Séao sistemas termodinamicamente instaveis, tendendo a separar-se uma vez
cessada a forca aplicada para obter a dispersado, sendo por esse motivonecessaria uma
terceira fase denominada fase emulsionante, adicionada ao sistema a fim de minimizar

a tendéncia de separacédo das fases e estabilizando o mesmo, (GENNARO et al, 2004).
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1.1.2 Tipos de Emulsdo

Uma emulsdao em que a fase dispersa corresponde a fase oleosa, enquanto a
fase dispersante constitui a fase aquosa é classificada como uma emulsao do tipo 6leo
em agua (O/A). Uma emulsdo em que a fase dispersa corresponde a fase aquosa,
enquanto a fase dispersante constitui a fase oleosa é classificada como uma emulsao
do tipo agua em o6leo ou A/O, (GENNARO et al, 2004).

Ha ainda sistemas conhecidos como emulsées multiplas, onde goticulas de fase
aquosa estao dispersas em goticulas maiores de fase oleosa, que por sua vez, estao
dispersas em uma fase dispersante aquosa formando emulsdes tipo A/O/A, ou
goticulas de fase oleosa que estao dispersas em goticulas maiores de fase aquosa, que
por sua vez, estdo dispersas em uma fase dispersante oleosa formando emulsées do

tipo O/A/O, (AULTON, 2005).

1.1.3 Processo de Formagao de Emulsao

Na interface de duas fases liquidas imisciveis moléculas da fase aquosa sao ao
mesmo tempo atraidas pela fase aquosa e repelidas pela fase oleosa e vice-versa
(LACHMAN et al, 2001).

Ao fornecer energia mecanica suficiente a um sistema formado por duas fases
liquidas imisciveis, ha uma conturbacado na interface das fases, que se expandem até
formarem-se digitacdes ou filamentos de uma das fases que passa por dentro da outra
fase e vice-versa. Como os filamentos formados séo instaveis, assumem o formato de

gotas que se separam tornando-se esféricas como demonstrado nafigura 1.
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Dependendo ainda da quantidade de energia fornecida, goticulas maiores sao

também deformadas em pequenos filamentos que vao produzir goticulas ainda

menores, (GENNARO et al, 2004).

Etapa lll -Emulséao
do tipo AJO

Etapal - Duas EFapa Il -
Fases Distintas Disperséo A/O ou
O/A

Etapa lll - Emulséo
do tipo O/A

Figura 1 - Representacdo esquematica da formacdo de uma emulsao
Fonte: Adaptado de BARBOSA e MINETOMA, 2001

Todos os liquidos tendem a assumir a forma que produz a menor area interfacial
exposta, que corresponde a uma esfera, e por isso a tendéncia a formagao de goticulas
esféricas, que por sua vez, apresentam forcas internas que resistem a distorcdo da
esfera.

Como na dispersao de duas fases imisciveis, ha um grande aumento na area de
contato interfacial, a quantidade de energia fornecida para obtencdo da dispersao
traduz-se por elevacdo da energia livre de superficie deixando o sistema

termodinamicamente instavel, (ANSEL et al, 2007).
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A reunido de duas ou mais gotas produz uma gota maior cuja area superficial é
menor que a soma das areas superficiais das goticulas anteriores, com a consequente
reducao da energia livre de superficie. Dai a tendéncia, das goticulas reunirem-se em
goticulas cada vez maiores, apdés cessado o fornecimento de energia que mantém a
fase dispersa na forma de goticulas, até que aconteca a separacao total das
fases,(ANSEL et al, 2007).
A adicdo de um agente emulsionante capaz de reduzir a tensédo interfacial das
goticulas, que pode reduzir a coalescéncia das goticulas a niveis insignificantes,
reduzindo a instabilidade termodindmica das emulsbées que podem permanecer

estaveis por longos periodos, (GENNARO et al, 2004).

1.2 GEL

Géis sao sistemas semi-sélidos que consistem na dispersdo de moléculas
grandes ou pequenas em veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a
gelatina por acdo de uma substancia nele adicionada, como a carboximetilcelulose
(ANSEL et al., 2007).

Existem duas classes de géis: os hidrofébicos, sendo que, as bases sao oleogéis
ou geralmente de parafina liquida com polietileno ou ainda 6leos gordurosos gelificados
com silica coloidal, sabdes de aluminio ou zinco, e géis hidrofilicos (hidrossoluveis ou
hidrogéis), sendo a constituicdo de agua, glicerol ou propilenoglicol gelificado com
agentes gelificantes adequados como: adraganto, amido, celulose e seus derivados,

polimeros de carboxivinil e silicatos de magnésio-aluminio (GENNARO, 2004).
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Os géis hidrossoluveis tém sido grandemente utilizados em produtos cosméticos
e como base dermatoldgica, pois apresentam facil espalhamento, ndo sdo gordurosos e
podem veicular principios ativos. Geralmente, as substancias formadoras de géis sao
polimeros que quando dispersos em meio aquoso, assumem a conformac¢ao doadora
de viscosidade a formulagdo. Polimeros sado substancias de alto peso molecular,
também chamados de macromoléculas (CORREA et al., 2005).

O tipo de polimero empregado na formulacdo do gel pode influenciar o
comportamento reolégico e influenciar a estabilidade fisica do produto, assim como o
seu comportamento sobre a pele (em nivel de liberagcdo do ativo pelo veiculo e
formac&o de filme na pele) (CORREA et al., 2005).

E recente (& menos de 50 anos) a preocupacéo de pesquisadores acerca dos
estudos sobre as macromoléculas, porém seu uso tém sido vertiginoso.

Séao observados varios polimeros constituindo produtos como géis de aplicagcao
cosmética e farmacéutica, puros ou em uma emulsdo (como o gel-creme) e
conquistaram este espacgo e preferéncia por caracteristicas como: facil espalhamento,
sensorial agradavel e refrescante sem o tato gorduroso e nao apresenta acao
comedogénica como também podem transportar inumeros principios ativos
(hidrossoluveis, lipossoluveis), sao vetores e carreadores de farmacos como lipossomas
e nanoparticulas. Podem ser indicados para pessoas com pele oleosa e mista

(CORREA et al., 2005; FLORENCE & ATHWOOD, 2003).
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Existe grande variedade de matérias-primas disponiveis para a preparacao de
géis e a selegcao adequada para o desenvolvimento destas formulagdes, baseia-se nos
requisitos necessarios para a estabilidade, liberagdo e eficacia do ativo que
eventualmente sera incorporado na preparacao.

Partindo do pressuposto que o farmaco nao se liga ao polimero, tais géis liberam
bem o farmaco. Os poros permitem a difusdo relativamente livre de moléculas menores
(AULTON, 2005).

Gennaro (2004) também diz que os géis muitas vezes proporcionam uma
liberacdo mais rapida da droga, independentemente da solubilidade da droga em agua,
quando comparados com 0s cremes e pomadas.

A formulacdo semi-solida gel € muito utilizada, devido seu comportamento
reolégico, os semi-solidos (cremes, gel-creme, pomada, pasta, gel) aderem a superficie
de aplicagdo por periodos suficientemente longos até serem removidos. Essa
propriedade prolonga a liberagdo do medicamento no local de aplicagéo, apresenta
facilidade de aplicacdo e aumenta a variedade de moléculas medicamentosas que

podem ser liberadas por esse veiculo (GUPTA & GARG, 2002).
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1.2.1 Polimero do Carbémero 940

Carbdémero é um polimero do &cido acrilico, de alto peso molecular (CORREA et
al., 2005; BONACUCCINA et. al., 2004). E um dos espessantes mais utilizados em fase
aquosa. Tem sidousado em inumeras formulacbes farmacéuticas liquidas e semi-
sélidas como géis, géis-creme, suspensodes, emulsdes e como modicador reoloégico
(BONACUCINA et al., 2004).

Os carbémeros sao fornecidos na forma pulverizada, como acido livre. Apos a
dispersao em meio aquoso, 0os grupamentos acidos desses polimeros sdo neutralizados
com uma base, produzindo sistemas gelificados de elevada viscosidade. Sdo mais
estaveis e menos suscetiveis a degradagdo microbiolégica que a maior parte das
gomas (THOMPSON et al., 2006).

Estudos mostram que os polimeros de carbomero também apresentam relevante
propriedade mucoadesiva e assim sdo usados em formula¢des de uso oftalmico, retal,
bucal, nasal, vaginal e preparacdes topicas (BONACUCINA et al., 2004).

O carbébmero 940 é preferido por resultar em um gel cristalino, brilhante sendo
aquoso ou hidroalcodlico. Apresenta maior efeito espessante dentre as resinas de
carbdmeros. Quando dispersa em agua, a resina, entumesce e forma uma dispersao
aquosa (resina/agua) com pH na faixa de 2,8-3,2. Neste estado pré-dissolvido, a
molécula do carbdmero esta totalmente enovelada e sua capacidade como espessante
é limitada (FERREIRA, 2000). Para obter o espessamento é necessaria a neutralizagao
com bases inorganicas, como o hidroxido de sédio (NaOH) ou bases orgéanicas de

baixo peso molecular, como a trietanolamina (CORREA et al.,2005; FERREIRA, 2000).
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Figura 2 - Mondmero do polimero
Fonte: http://www.volp.com.br/br/informativo/ACRYPOLET-2020

Figura 3 - Polimero: (A) — estado 1, (B) — estado 2, (C) — estado 3
Fonte: http://www.volp.com.br/br/informativo/ACRYPOLET-2020

A figura 3 demonstra as trés fases que o polimero passa, quando o mesmo é
neutralizado. Em (A) observa-se o polimero ainda em po, totalmente enovelado e
compactado, antes do contato com a agua e ainda possui ligagcdes cruzadas, ja em (B)
observa-se o0 polimero ja disperso em agua, sendo o inicio do desenovelamento e
finalmente em (C) opolimero € neutralizado com uma base (NaOH ou trietanolamina)
nesse processo ha o aparecimento de cargas negativas ao longo da estrutura, sendo
assim a forga de repulsdo que é gerada que desenovela totalmente o polimero, e

aumenta sua viscosidade.
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Géis de carbémero sdo bem documentados e aprovados para uso farmacéuticos

em diferentes tipos de administragcao. O uso tépico de géis é vantajoso, pois como eles
apresentam bom comportamento reoldgico permanece maior tempo no local de
administracdo. Por isso, eles também representam boa alternativa para formulacbes de
unguentos a base de dleos essenciais. S&o hidrogéis aniénicos com boa capacidade

tamponante, o que pode contribuir para manter o pH desejavel (MERCLIN et al., 2004).

1.3 ESTABILIDADE PRELIMINAR (BRASIL, 2004)

A estabilidade preliminar foi realizada, conforme esta descrita no “Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos” da série Tematica de 2004, elaborado pela
ANVISA.

Para o desenvolvimento de emulsdes, além do aspecto macroscopico da
formulacao, é fundamental o conhecimento das propriedades fisicas e da estabilidade
(MOSTEFA et. al., 2006). As principais ocorréncias de instabilidade de uma emulsao
sao: coalescéncia, cremeacao e floculagdo. Alguns fatores causam instabilidade como:
tensoativo utilizado na férmula, viscosidade, pH, processo de fabricagao e a velocidade
da agitacdo (BREUER, 1985); bem como: luz, temperatura, exposi¢cdo ao ar e outros

fatores externos.
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O Guia ja mencionado preconiza que este estudo seja feito por 15 dias
consecutivos, avaliando caracteristicas organolépticas (cor, odor e aspecto
macroscopico) e caracteristicas fisicas (viscosidade e pH) das formulagbes que sao
submetidas a condigdes extremas , com o objetivo de acelerar possiveis reagdes entre
os constituintes da férmula e o principio ativo e observar como é o comportamento de

alguns parametros frente as condi¢des drasticas propostas (BRASIL, 2004).

1.4 REOLOGIA

A reologia poder ser caracterizada pela “resisténcia do fluido ao fluxo ou ao
movimento”, utilizada para caracterizar sistemas, é de fundamental importancia para a
elaboragcdo, desenvolvimento e avaliagcdo de produtos tanto cosméticos como
farmacéuticos (AULTON, 2005; CHIEN, 2001).

Pode ser descrita também como, o estudo do comportamento deformacional e do
fluxo de matéria, que é submetida a diferentes tensdes, sob determinadas condi¢des
termodindmicas ao longo de um intervalo de tempo. Inclui propriedades como:

elasticidade, viscosidade e plasticidade (BAILEY, 1998).
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A correta interpretacdo dos dados obtidos neste tipo de analise permite
relacionar a qualidade de um sistema emulsionado, podendo prever a possibilidade de
separagao de fases, instabilidade quanto a estocagem, armazenamento e transporte e
possiveis problemas relacionados ao processo de fabricacdo e aceitacdo do produto
pelo consumidor (SCHRAMM, 1998). Considerar a temperatura na durante a analise é
de fundamental importancia, pois pequenas variagdes deste paradmetro podem
ocasionar resultados bastante discrepantes (TADROS, 2004; BARRY, 1993).

O comportamento reoldgico pode ser classificado como viscoso ou elastico,
dependendo das condicdes de tensao aplicada, taxa de cisalhamento ou tempo. A
viscosidade pode ser definida pela resisténcia a qualquer alteracdo de seus elementos
(deformacéo) e a elasticidade € a capacidade que uma substancia tem de retornar ao
seu estado inicial depois da deformacdo, apds cessada a tensao de cisalhamento
(SCHRAMM, 1998) .

Na reologia, os fluidos s&o classificados em dois tipos: os Newtonianos; onde a
viscosidade n&o varia com a taxa de cisalhamento; e os ndo-Newtonianos que a
viscosidade varia com a taxa de cisalhamento e apresenta resultados caracteristicos,

sendo assim, eles tem uma subclassificagdo como descrita na figura 4, abaixo.

7ﬂ “Julio de Mesquita Filho” - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
}"‘"‘ Juliana Vendramini de Paula Oliveira



31

Figura 4 -Classificacdo dos Fluidos segundo seu comportamento reoldgico
Fonte: http://www.setor1.com.br/analises/reologia/cla_ssi.htm

A grande maioria das formulagbes semi-solidas farmacéuticas e cosmeéticas
apresentam caracteristica de fluxo nao-Newtoniano e pseudoplastico. A figura 5,

apresenta a forca de cisalhamento e como é o comportamento do fluxo em diferentes

velocidades.
area
Farga aplicada h En;a e cizmlhamento "
& velocidade v
Petil de
altura welocidade v
x
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Figura 5 - Forca de cisalhamento aplicada sobre um fluido
Fonte: http://www.setor1.com.br/analises/reologia/cisa_figu.htm
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O grafico da figura 6 demonstra os comportamentos reolégicos dos fluidos

Newtonianos e dos ndo-Newtonianos independentes do tempo.
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Figura 6 -(a) Curvas de fluxo para diferentes tipos de comportamento reolégico. (A)
pseudopléstico; (B) plastico; (C) dilatante; (D) newtoniano; (- - - -) comportamento newtoniano
extrapolado. (b) Curvas de viscosidade correspondentes as curvas de fluxo

Fonte: Adaptado de SHAW, 1975

Conforme observado na figura 6, os fluidos Newtonianos sao caracterizados pela

viscosidade constante, ndo sendo afetados por mudangas na taxa de cisalhamento. Os

fluidos nao-Newtonianos pseudoplastico sao caracterizados pela diminuigdo da

viscosidade quando € aumentada a taxa de cisalhamento, para a maioria desses

materiais o efeito do cisalhamento é reversivel quando o mesmo é interrompido. Os

fluidos ndo-Newtonianos dilatantes possuem a caracteristica de aumentar a viscosidade

quando a taxa de cisalhamento aumenta e os fluidos nao-Newtonianos plasticos

(também chamados de pseudoplasticos com limite de escoamento), tem um carater

solido e com viscosidade extremamente alta, caracterizando-se pela deformacéao

elastica na presenga de forgas extremas de tensdo e podendo mudar de estado de

maneira irreversivel (SCHRAMM, 1998).
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A tixotropia é outra caracteristica que é descrita como sendo o potencial de uma
estrutura ser reversivel quando a taxa ou tenséo de cisalhamento é cessada. Portanto,
a estrutura se rompe (deforma-se) quando a tenséo € a plicada sobre ela, mas quando
a tensédo é interrompida a estrutura original volta a ser quase a mesma, caracteristica
importante para formulagdes de uso topico. Quando o produto é aplicado na pele ele
sofre uma deformacéo decorrente da aplicacéo, podendo ser comparado com a tensao
e a taxa de cisalhamento aplicada no teste de reologia. E interessante que, apds cessar
a aplicacado o produto volte a sua forma original, para que nao escorra. As amostras
tixotropicas tém estruturas relativamente fracas, que podem ser destruidas

temporariamente como resultado do cisalhamento constante ou dinamico (SCHRAMM,
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Figura 7 - Curva de fluxo, demonstrativo da tixotropia e area de histerese (area hachurada em
cinza)
Fonte: Adaptado de SCHRAMM, 1998.
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A avaliagao da capacidade de um sistema em recuperar sua forma inicial é feita
utilizando-se o teste de fluéncia e recuperacdo. E necessario entender que uma
amostra pode levar pouco tempo para romper sua estrutura tixotropica, e sua
recuperagao para o estado original pode demorar muito. Portanto durante este teste,
espera-se que uma amostra viscoelastica tenha recuperacdo de 30 a 50% da
viscosidade, em um periodo de tempo pré-estabelecido (SCHRAMM, 1998).

Estudos sobre a reologia de formulagdes farmacéuticas de uso tdpico tém se
tornado cada vez mais frequentes, pois nota-se que a estabilidade fisica da formulagcao
é fundamental para o controle de qualidade, aceitagcao pelo consumidor e eficacia da
mesma (CORREA et al., 2005). Segundo Ansel e colaboradores 2007, reologia é o
estudo do fluxo levando-se em conta as caracteristicas de viscosidade de pds, liquidos
e semi-solidos. S&o classificados em: newtoniano e n&o-newtoniano. O fluxo
newtoniano caracteriza-se por viscosidade constante, independente da velocidade de
cisalhamento aplicada (exemplo: agua). O fluxo ndo-newtoniano caracteriza-se pela
mudanca da viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento.

A viscosidade é a medida da resisténcia do fluido ao fluxo de um sistema apos a
aplicacdo de um estresse. Portanto, quanto maior a viscosidade, maior sera a
resisténcia e a forca a ser aplicada para produzir o fluxo com uma determinada

velocidade (THOMPSOM, 2006;CORREA et al., 2005).
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Segundo alguns autores, o fluxo ndo newtoniano séo ainda classificados em trés
subclasses de acordo com suas capacidades de fluxo, s&o elas: plasticos,
pseudoplasticos e dilatantes (ANSEL et al.,, 2007; THOMPSOM, 2006). Em geral os
geéis hidrossoluveis, possuem o comportamento reoldgico do tipo pseudoplastico —
tixotrépico ou reopédico, ou seja, deformam-se durante a aplicagéo (sua viscosidade
diminui com o seu cisalhamento) tornando-se mais fluidos e facilitando o espalhamento;
€ perceptivel a recuperacédo da viscosidade inicial no momento em que é cessada a
aplicagdo, o que evita que o produto escorra. Os produtos do tipo tixotrépico e
reopédico tendem a ter maior prazo de validade, pois durante o periodo no qual o
produto permanece em repouso, este apresenta viscosidade constante ou aumenta a
viscosidade, o que dificulta a separagao dos constituintes da formulagdo, se esta
porventura apresentar um emulsionante e constituintes de caracteristica oleosa, ou
apolar (AULTON, 2005).

A reologia das emulsbes e demais formulagcées farmacéuticas de uso tdpico,
estdo cada vez mais frequentes em pesquisas realizadas pela comunidade cientifica,
sendo fundamental para seu controle de qualidade e eficacia a que se destina
(CORREA et al.,2005). A caracterizacdo reoldégica & efetiva na comparacdo das
propriedades estruturais de emulsdes e obter informacdes sobre a resisténcia a forcas
externas, e ainda pode dar indicios sobre a estabilidade da formulacao

(THORGEIRSDOTTIR et. al., 2006).
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1.5 FUNGOS

Os fungos sao organismos eucariéticos, com nucleo bem definido circundado por
uma membrana nuclear; uma membrana celular que contém lipideos, glicoproteinas e
esterois; parede celular; mitocondrias; aparelho de Golgi; ribossomos ligados ao reticulo
endoplasmatico e um citoesqueleto constituido por microtubulos, microfilamentos e
filamentos intermediarios. Essa descricdo demonstra que esses microrganismos
possuem células tdo semelhantes as hospedeiras que € dificil elaborar estratégias
terapéuticas especificas dirigidas contra o parasita e atdoxica para o hospedeiro
(SCHAECHTER et al., 2002).

De acordo com sua morfologia os fungos podem ser classificados em
filamentosos, leveduras e dimorficos. Este ultimo grupo pode apresentar-se na forma
filamentosa ou leveduriforme, dependendo da temperatura a que é exposto; na
temperatura ambiente (25 - 28°C), apresentam-se na forma filamentosa e na
temperatura de 37 — 39°C mostram-se como leveduras (SIDRIM; ROCHA; CORDEIRO,

2004).
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1.5.1 Trichophyton rubrum

T. rubrum é um dos principais agentes causadores das dermatofitoses. Sua
identificacdo é feita pela observacdo de suas caracteristicas, muito proprias desta
espécie, macro e microscopicamente. Este fungo desenvolve-se em menos de 7 a 14
dias, a uma temperatura de 22°C ( £ 2) em agar Sabouraud e agar Potato-Dextrose,
forma colbénia branca, cotonosa que com o passar dos dias se torna aveludada; sendo

que seu reverso apresenta pigmentacado avermelhada, como demonstrada na figura 8.

Figura 8 - Col6niado T. rubrum
Fonte: Adaptada de PEREIRA, 2009

Microscopicamente apresentam hifas septadas com microconideos laterais em
forma de gota de lagrima; macroconideos podem ser raros, abundantes ou ausentes e,
quando presentes sao longos, de parede fina com presencga de 3 a 8 células, formando-
se diretamente no final das hifas. Na sua maioria sdo antropofilicos, ou seja, isolados

apenas do homem (LACAZ, 2002).
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Figura 9 - Hifas do T. rubrum septadas com microconideos - visdo microscépica
Fonte: PEREIRA, 2009

O T. rubrum é comumente agente de dermatofitoses crénicas e refratarias ao
tratamento convencional com antifungicos. Diversas vezes o resultado inicial, mostra-se
favoravel, porém cria a falsa impressdo de cura e logo a dermatofitoses ocorre

novamente (ZAITS, 1992).

1.5.2 Micoses Superficiais

As micoses podem ser classificadas, segundo os tecidos e 6rgaos atingidos em:
micoses superficiais, de localizagdo nas camadas mais superficiais da pele ou dos
pélos; micoses cutdneas ou dermatomicoses, localizadas na pele, no pélo ou nas
unhas; micoses subcutineas; micoses sistémicas ou profundas atingindo,
principalmente, érgéos internos e visceras, e as micoses oportunistas que atingem os
pacientes imunocomprometidos por doenga de base, como cancer, diabetes, ou
aqueles que sao submetidos a tratamentos com uso de corticoidoterapia,

imunossupressores e antibioticoterapia (TRABULSI E ALTERTHUM, 2004).
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Dentre as micoses superficiais, estdo as dermatofitoses, que se localizam nas
zonas planas e intertriginosas da pele (LACAZ et al., 2002), e sdo produzidas por
fungos especializados, denominados dermatdfitos, os quais tém a habilidade de

degradar a queratina e transforma-la em material nutritivo para seu crescimento

(BALDA et al., 2007).

Figura 10 - (a)Dermatofitose extensa - Tineacorporisem paciente; (b)Onicomicose branca
superficial - Tineaunguium em paciente
Fonte: Retirado de PEIXOTO, 2010

Pertencem ao grupo dos dermatdfitos os fungos filamentosos, hialinos, septados,
algumas vezes artroconidiados, queratinofilicos, passiveis de colonizar e causar lesées

clinicas em pélos e/ou extrato corneo de homens e animais (COELHO et al., 2008).

-

ulio de Mesquita Filho” - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
N “Juliode M ita Filho” - Faculdade de Ciéncias F éuti
)\"" Juliana Vendramini de Paula Oliveira



40

Os dermatofitos compreendem cerca de 45 espécies enquadradas em trés
géneros: Trichophyton (Figura 6), Microsporum (Figura 7) e Epidermophyton (Figura 8).
As espécies mais comumente isoladas de dermatofitoses no Brasil sdo: T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, M. canis, M. gypseum e E. floccosum (SIDRIM,
BRILHANTE, ROCHA, 2004).

Os fungos desse grupo secretam queratinases, um grupo de enzimas que
degradam a queratina, proteina presente no cabelo, na pele, nas unhas e nos pélos. A
infecgao é transmitida a partir de um individuo para outro, de um animal para 0 homem
ou do homem para o animal, por contato direto ou indireto por fémites contaminados
(TORTORA et al., 2002).

As dermatofitoses sdo infeccbes cosmopolitas, havendo, no entanto, variagbes
regionais marcantes no que diz respeito a tipos e frequéncia das espécies isoladas. A
literatura mundial aponta o T. rubrum como a espécie de dermatdéfito mais comumente
isolada em humanos.

Estudos de incidéncia de dermatofitoses na Regido Sul e Sudeste do Brasil tém
apontado o T. rubrum, M. canis, T. mentagrophytes, respectivamente, como as trés
espécies mais prevalentes. Na Regido Nordeste foram apontados T. tonsurans, seguido

de T. rubrum e M. canis (SIDRIM, BRILHANTE, ROCHA, 2004).
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O aumento das incidéncias das micoses tornou-se um importante problema de
saude publica, afetando grande parte da populagdo mundial e como consequéncia pode
ocorrer diminuicao da qualidade e da expectativa de vida. O problema é agravado em
pacientes imunocomprometidos, que sao mais susceptiveis a desenvolver estas
infec¢des, e podem leva-los a morte (MASCHMEYER & HAAS, 2008; SEGAL et. al.,
2008; JARVIS et. al., 2008; ESPINEL-INGROFF, 2009).

Além de problemas com diagnésticos inconclusivos, e problemas na terapéutica,
pois a disponibilidade de antifungicos ainda é relativamente pequena, algumas vezes
ineficientes e com alta toxicidade, a resisténcia microbiana que tém sofrido um aumento
acentuado, também é motivo de dificuldade na terapéutica (GIROIS et al., 2006).

A resisténcia microbiana deve-se a sucessivas mutagdes que podem ocorrer nas
células fungicas e os farmacos ja utilizados na terapéutica tém o papel de agente de
selecao dessas células (WHITE et. al., 1998).

A frequéncia das infecgbes fungicas causadas por linhagens resistentes vem
aumentando e assim cresce também a necessidade de bioprospeccdo de novas
moléculas para o emprego de novas terapias que sejam mais eficientes para o

tratamento dessas infecgoes (PERLIN et. al., 1997).
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1.5.3 Tratamento

A terapia para tratamento das dermatofitoses consiste na remog¢ao completa de
estruturas epiteliais infectadas e mortas, e aplicacdo de uma substancia antimicética no
local (SIDRIM, BRILHANTE, ROCHA, 2004). No tratamento topico, s&o utilizados
preparados a base de tintura de iodo, acido salicilico ou antifungico em forma de creme
ou solugado: cetoconazol, isoconazol, miconazol, tolciclato, clotrimazol, bifonazol,
ciclopiroxolamina, terbinafina. O tratamento sistémico é feito por derivados azdlicos,
cetoconazol, itraconazol e fluconazol, pela terbinafina ou griseofulvina (MORIELO et al.,
2006; TRABULSI et al., 2004). Embora a terapia ndo dependa da espécie fungica, o
sucesso no tratamento pode estar relacionado ao conhecimento do patdégeno, e por
consequéncia, do seu perfil ecoldgico, a fim de garantir a erradicagdo do microrganismo
e a interrupcdo do ciclo epidemiolégico da doencga (SIDRIM, BRILHANTE, ROCHA,

2004)
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 MELALEUCA ALTERNIFOLIA

Melaleuca alternifolia (TTO), pertencente a familia das Myrtaceaes que
encontram-se distribuidas em regides tropicais e subtropicais (BARROSO et. al.; 1991),
sendo esta espécie em especial, uma planta arbustiva nativa da Australia, oeste da
india e América tropical(LORENZI, 2000; STASI et al., 2002), como demosntrado na
figura 11 . Seu habitat natural € na margem de rios, ou limite de péantanos
(MELALEUCA, 2004 e 2008).

Ha varias espécies da familia Myrtaceae que fornece inUmeros produtos, como
resinas, temperos, unguentos, sendo que, os 6leos essenciais s&o 0os mais utilizados na
medicina tradicional (STASI et al., 2002) e mesmo ja sendo utilizada primitivamente por
nativos da Australia, os colonizadores que la aportaram, promoveram a destilacao do
6leo das folhas (CARSON et al., HALCON e MILKUS, 2004) ,obtendo assim, um 6leo

mais puro e com caracteristicas medicinais ainda mais notaveis.
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(a) (b)

Figura 11 - (a) Flores do arbusto da Melaleuca alternifélia, (b) Fotografia do arbusto da Melaleuca
alternifolia.
Fonte: http://www.wildcrafted.com.au/Tea_Tree_Oil_(Melaleuca_alternifolia).html;

Fonte: http://www.soliearth.com/tea_tree.php.

O dleo essencial desta planta possui mais de 100 componentes sendo os
principais: terpinen-4-ol e 1,8-cineol, a-terpineol, terpinoleno e a- e y-terpineno e juntos
compreendem cerca de 90% da constituicdo do 6leo (BROPHY et. al,, 1998). A
composigdo do TTO ¢é regulamentada pela norma internacional 1SO-4730, que
estabelece limites maximos e minimos para 14 componentes sendo que independente
da amostra, esta deve conter terpinen-4-ol e a-terpineol, que sdo considerados os
principais para a atividade antimicrobiana (CARSON E RILEY, 1995; CARSON et al.,

1998).
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HO

Figura 12 - Estrutura quimica do terpinen-4-ol
Fonte: hitp://www.alibaba. com/productgs/Terpinen 4 ol CAS No 562.html

O terpinen-4-ol, apresentado na figura 12, € a molécula marcadora da planta,
com teor indicado acima de 30%, e o 1,8-cineol ndo deve exceder 15%, pois este
composto nao interfere significativamente na agao terapéutica e possui propriedades
altamente toxicas e irritantes. Normalmente os valores encontrados destes dois
componentes sdo de 40% e 3%, respectivamente (InternationalOrganisation for
Standardisation, 1996; SILVA et al, 2002), os demais componentes de relevancia, sdo

apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 - Principais componentes do 6leo essencial de M. alternifolia

Componentes Padréo Australiano 1SS0-4730 (%)
AS2782-1997(%)
a-pineno 1-6 1-6
Sabineno TRACOS-3,5 TRACOS-3,5
a-terpineno 5-13 5-13
Limoneno 0,5-4 0,5-1,5
p-cimeno 0,5-12 0,5-8
1,8-cineol 0-15 TRACOS-15
y-terpineno 10-28 10-28
terpinoleno 1,5-4 1,5-5
Terpinen-4-ol 30 30-48
a-terpineol 1,5-8 1,5-8
aromadrendeno TRACOS-7 TRACOS-3
A-cadineno TRACOS-8 TRACOS-3
globulol TRACOS-3 TRACOS-1
viridiflorol TRACOS-1,5 TRACOS-1

46

O ¢6leo de M. alternifolia € amplamente utilizado pela populagdo, embora os

dados disponiveis sobre a segurancga e toxicidade do 6leo sejam limitados (HAMMER et
al, 2006). A maior parte dos estudos com o TTO estéo relacionados com sua atividade

antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-viral e anti-cancer (CALCABRINI et al, 2004).
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O oleo essencial é obtido por hidrodestilacdo das folhas, apresentando um
rendimento de aproximadamente 1 a 2 % do peso fresco da planta. E recolhido com 50
mL de agua, extraido com pentano trés vezes, seguido da adigdo de sulfato de
magnésio anidro na fase organica (SILVA et al, 2002).

Alguns fatores como solo, clima, irrigagao, plantacao, colheita, idade da arvore,
época do ano, influenciam na producédo da substancia ativa na planta, assim como o
modo de extracdo do principio ativo das folhas, farmacégino da M. alternifolia.
Dependendo destas condigdes tém-se diferentes concentragdes dos ativos. O
acondicionamento, transporte e armazenamento também sao relevantes a qualidade do
produto final, pois tem sido sugerido que o armazenamento prolongado provoca o
aparecimento de produtos de oxidagao que s&o os principais alergenos (HAMMER et al,
2006).

O terpinen-4-ol (figura 12 ) é o principal componente do 6leo de Melaleuca
alternifolia, mas também pode ser produzido pelo metabolismo secundario de outras
plantas, como Alpiniazerumbet, Camelliasinensis, Eucalyptusglobulus, Laurusnobilis,
Artemisia, Cinnamomum, Citrus, Cuminum, Cupressus, Cymbopogon, Lantana, Lippia,
Myrisfica, Origanum, Pimpinella, Rosmarinus, Salvia, Thymus, entre outras (PRIEST &

PRIEST, 2002; BETTONI, 2004; VIEIRA et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2005).
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MATERIAISE METODOS

MATERIAIS

Solventes, Reagentes, Matérias-Primas e Meios de Cultura

o Oleo Essencial de Melaleuca alternifolia(GALENA®)

. Butilhidroxitolueno (BHT) (PHARMA SPECIAL®)

o Alcool Cetoestearilico Etoxilado 20 OE (ALL CHEMISTRY®)

o Estearato de Octila (ALL CHEMISTRY®)

o Propilenoglicol (VETEC®)

o Acido EtilenodiaminoTetracético (EDTA), sal dissédico (VOLP®)

o Trietanolamina (CARLO ERBA®)

o Metilbromoglutaronitrila e fenoxietanol (Cosmoguard® - COSMOTEC®)
o Polimero carboxivinilico (Carbopol®) (Pharma Chemical)

. Hidroxido de Sédio (CINETICA®)

o Acido 3-[N-morfino] propanosulfénico (MOPS) (ACROS ORGANICS®)
o Monoleato de Sorbitano Etoxilado 20 OE (Tween 80®) (LABSYNTH®)
. Meio RPMI-1640 (SIGMA-ALDRICH®)

J Meio Sabouraud sélido (ACUMEDIA®)

o Anfotericina B de Streptomyces (SIGMA-ALDRICH®)

. Meio Potato Dextrose solido (ACUMEDIA®)

o Rezasurina (SIGMA-ALDRICH®)
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Equipamentos e Softwares

o Agitador Orbital (INNOVA 4430®)

o Agitador vertical (FABBE 103®)

o Autoclave Vertical (FABBE 103®)

o Balancga Analitica (MICRONAL AB 204®)

o Banho de aquecimento — Fistom

o Bomba a Vacuo (MOTORES ELETRICOS BRASIL®)
o Camara de Fluxo Laminar (VECO®)

o Céamara de Neubauer (BOECO®)

o Centrifuga (FANEM®)

o Estufa de ar circulante (FANEM®)

o Estufa de Esterilizacdo (FANEM® 315 SE)

o Estufa de Incubacao bacteriologica (OLIDEF CZ®)

. Microfiltro 0,22um (MILLIPORE®)

o Microscopio 6ptico (CARL ZEISS JENA®)

o Peagdbmetro (MICRONAL B374®)

o Placas de 96-wells “flat bottom” (TTP®, CONSTAR®)
o Redmetro de Oscilagdo (HAAKE® modelo RHEOSTRESS RS-1)
o Refrigerador (CONSUL®)

o Software Rheowin 3.5 (HAAKE®)

o Sensor tipo cone placa (acessoério do redbmetroja descrito )
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o Sistema de Purificador de agua (MILLIPORE MILLI Q BIOCEL®)
J Termdmetro (INCOTERM®)

o Vidrarias em geral

. Vortex (VISION KMC 1300V®)

° Turrax

3.1.3 Microrganismo

Trichophyton rubrum — cepa do acervo:Fundagao Oswaldo Cruz — INCQS:40051

3.2 METODOS

3.2.1 Analise da Atividade Antimicrobiana

3.2.1.1 Preparo e diluicao dos antifungicos

O antifungico Anfotericina B foi utilizado como substancia controle, uma vez que
as cepas fungicas utilizadas sao sensiveis a sua agao. Foram dissolvidos 16 mg de
anfotericina B em 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) sendo diluidos, posteriormente, em
meio RPMI-1640, de forma que as concentragdes finais foram de 16; 8; 4; 2; 1; 0,5;

0,25; 0,125; 0,0625 e 0,013pL/ml.
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3.2.1.2 Diluicdo do TTO

Para a diluicdo do TTO, foram utilizados tubos de ensaio, e como diluente
utilizou-se Tween 80® a uma concentragao de 1%, juntamente com agua Milli Q g.s.p..

Foi diluido 1% de TTO na solugdo de Tween 80®, no microtubo de eppendorf,
sendo este agitado vigorosamente no vortex, por 2 minutos para a completa

homogeneizacgao.

3.2.1.3 Preparo do Meio de cultura Batata Dextrose

Este meio de cultura foi utilizado na manutencao das colénias do T. rubrum em

estoque, para sua utilizagao durante o trabalho e também nos ensaios deMFC e difusdo

em agar descritos nos itens 4.2.1.8 e 4.2.1.10 respectivamente.

o Extrato de batata 20g
o Dextrose 109
. Agar 159
. Agua Milli Q 1000mL

Pesados os componentes sdélidos, os mesmos sao diluidos na agua e

autoclavadosa 1 atmosfera de pressao por 20 minutos.
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3.2.1.4 Preparo do Meio RPMI 1640

Este meio de cultura foi utilizado no ensaio de MIC.

. Meio de RPMI 1640 10,49
o Tampao MOPS 35,49
o Glicose 19,09
. Agua Mili Q 1000mL

Apods o processo de pesagem, o meio RPMI foi dissolvido em 900mL de agua,
acrescentado o MOPS (concentragao final de 0,165mol/L), agitando-se até dissolver. O
pH foi ajustado para 7,0 a 25°C utilizando hidroxido de sodio 1 mol/N e apds foi
acrescentada agua até o volume final de 1000mL. Este meio de cultura foi esterilizado

por filtracdo e armazenado a 4°C até o uso.
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3.2.1.5 Preparo do Inéculo

As linhagens foram desenvolvidas em placas de agar Bata-dextrose por um
periodo de 7 a 14 dias. Apos o desenvolvimento adotou-se o seguinte procedimento
para o preparo do inoculo: raspou-se as colbénias com alga microbioldgica,
desgrudando-as do meio e colocando-as em tubo coénico contendo 3mL de solucao
salina estéril. Apds este procedimento, misturou-se em votex por aproximadamente 3
minutos. As células foram contadas na cdmara de Neubauer. O numero de células foi
ajustado para que se obtivesse um numero final de 5,0 x 103 UFC/mL em meio RPMI. A

seguir foi feito o indculo de 100uL por pogo da microplaca de 96 pogos.

3.2.1.6 Aplicacdo do inéculo em microplaca parao TTO

Para determinacdo da concentracao inibitéria minima foi utilizada adaptacao da
metodologia CLSI M38-A (NCCLS, 2002).

Para tanto nesta técnica foi utilizada microplaca de 96 pocos que contém 8 linhas
e 12 colunas. O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 com 2% de glicose e
tamponado em MOPS pH 7,2. A coluna 11 foi usada para o controle negativo do TTO e
também controle da turbidez, nesta coluna foram colocados 100uL do meio e 100uL do
TTO (ja diluido na solugéo de Tween 80). Na coluna 12, os 4 primeiros pogos (A,B,C,D)
foram considerados controles positivos, de uma vez que neles foram inoculados apenas

100uL da suspenséo de células (5 x 103 UFC/mL) e 100uL do meio, em contrapartida
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os 4 ultimos pocgos (E,F,G,H) continham apenas RPMI sem in6culo, sendo assim o
controle negativo do meio de cultura.
Posteriormente na coluna 1 nas linhas A,C e D, foram colocados 100uL do TTO
e 100 pL de RPMI, sendo assim, homogeneizados e retirados 100uL e passado para a
coluna 2, desta também foram retirados 100uL e repassados a coluna 3 e assim
sucessivamente até a coluna 10, onde apds a adi¢do dos 100uL retirados da coluna 9,
foram retirados 100uL e descartados, obtendo-se entdo a diluigdo do TTO, assim, o
mesmo procedimento foi feito nos pogos F e G da coluna 1 a 10, porém nestes foram
utilizados somente o0 meio e a solugdo de Tween 80® (sem TTO) autoclavado, sendo
assim o controle positivo.
Na linha H foram feitas diluicdes de anfotericina B com o meio. Foram colocados
100uL da suspencao de células em concentragao 5 x 103 UFC/mL em cada pogo das

colunas 1 a 10 sendo este o controle negativo.

O esquema da figura 13 exemplifica todo o experimento aqui descrito.
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Figura 13 -Esquema da microplaca utilizada no ensaio de CIM
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. Pocos contendo inéculo T. rubrum , solucdo deTween80® adicionada de TTO e
RPMI 1640.

. Pocos contendo Solugdo deTween80®, RPMI 1640 e indculo de T. rubrum.

Pocos contendo Anfotericina B, RPMI 1640 e indculo de T. rubrum.

Pocos contendo RPMI 1640 e solucédo de Tween80® adicionada de TTO.
Pocos contendo RPMI 1640 e indculo T. rubrum.

Pocos contendo RPMI 1640.

3.2.1.7 Determinagao da Concentragdao InibitériaMinima (CIM)

Apos a montagem, a microplaca foi incubada em estufa com agitagao de 20 rpm
por 7 dias a 28°C. A leitura foi feita observando-se o desenvolvimento do
microrganismo em relagao ao controle negativo, isto € a auséncia de crescimento, para
essa leitura ser mais clara foi feita a revelacdo da placa com rezasurina, um corante
que em presenca de um microrganismo, muda sua cor. Foi determinada como CIM o
poco com a menor concentragao do antifungico ou substancia a ser testada, onde nao

ocorreu o desenvolvimento do microrganismo inoculado.

7ﬂ “Julio de Mesquita Filho” - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
}"‘i‘ Juliana Vendramini de Paula Oliveira



56

3.2.1.8 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A determinagdo da concentragdo fungicida minima foi realizada em placa de
petri, contendo o meio agar batata-dextrose. A placa de Petri foi previamente
demarcada de acordo com as posigdes das diluigdes dos extratos e antifungicos na
placa de microdiluigéo.

Uma aliquota do conteudo dos pogos da placa de microdiluicdo foi transferida
com o auxilio de um palito de madeira esterilizado, para o respectivo local na placa de
Petri, como demonstra o esquema da figura 14. Incubou-se a placa em estufa a 28°C
por 7 dias. Foi determinada como a CFM a menor concentracdo do extrato ou

antifungico onde ndo ocorreu o desenvolvimento dos microrganismos.

a
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Figura 14 - Placa de Petri demarcada com os pogcos da microplaca
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3.2.1.9 Preparo das formulagdes

A formulacéo foi preparada, seguindo o procedimento adotado no periodo de
pré-formulacido, onde foram pesquisadas matérias-primas e propostas de formulagcao a
fim de que se escolhesse a melhor formula.

Prepararam-se as fases da formula separadamente, ou seja, a primeira
correspondente a fase aquosa e a segunda, a fase oleosa.

Para o preparo da primeira fase, foi pesado o polimero, em seguida a agua,
agitou-se até a completa dispersdo do carbdmero. Adiciona-se propilenoglicol, EDTA
dissédico e o Cosmoguard®. Essa mistura foi submetida ao TURRAX para agitacao a
600 rpm por 30 minutos. Apds esse procedimento, esta fase, ficou em descanso de 5 a
10 minutos para saida do ar gerado pela intensa agitagao.

Adicionou-se aos poucos a trietanolamina até atingir pH proximo ou igual a 6.0,
sempre agitando até a completa polimerizagao do carbémero.

Para o preparo da segunda fase, foram pesados os demais componentes da fase
oleosa em outro béquer. Levou-se ambas as fases ao aquecimento, até atingirem a
temperatura de 70°C, verteu-se a fase aquosa sobre a fase oleosa, e a mistura foi
novamente submetida ao TURRAX para a formacéo da emulséao.

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia (TTO), foi adicionado a emulséo,
quando esta atingiu a temperatura ambiente devido os componentes termovolateis. A

composicao da formulagao esta demonstrada na tabela 2.
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Tabela 2 - Componentes da formulagdo proposta de emulséo tipo gel-creme
Componentes Porcentagem (%)

BHT 0,05%

Estearato de Octila 1,0%

Alcool Cetoestearilico Etoxilado 20 OE 0,6%

Propilenoglicol 5,0%
EDTA Dissodico 0,1%
Cosmoguard® 0,2%
Carbémero 940 0,6%
Trietanolamina g.s. pH~6,0

*%*

Oleo de Melaleuca

Agua destilada q.s.p. 100%

3.2.1.9.1 Difusao em agar

A analise antimicrobiana conduzida por difusdo em meio sdlido é aceita pelo FDA
(FoodandDrugAdministration) € um método fisico, no qual o micro-organismo é
colocado em interagdo com o produto biologicamente ativo em meio sélido e relaciona o
tamanho da zona de inibicdo de crescimento do micro-organismo “desafiado” com a

concentragao da substancia ensaiada (PINTO et al., 2003).
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O teste de difusdo em agar deste trabalho, foi realizado com base na Norma
M38-A do NationalCommittee For ClinicalLaboratory Standards, atualmente
denominado ClinicalandLaboratory Standards Institute (CLSI), porém com modificagdes
descritas neste item (NCCLS, 2003a).

O in6culo do fungo preparado anteriormente, na concentragdo 5 x 103 UFC/mL,
foi semeado 100uL e espalhado usando-se a al¢ga de Drigalski sobre o meio agar
batata-dextrose . Apds esse procedimento, o agar foi perfurado 4 vezes, com cilindros
de 6 mm de didmetro eretirado o agar excedente para que fosse formada a cavidade
denominada de “pog¢o”, de modo que este sulco feito no agar, tivesse a mesma
dimensao do cilindro tomando, precaugbes para que o agar nao fosse totalmente
perfurado. Colocou-se entdo 50 uL de amostra placebo em 1 poco e as outrasamostras
contendo diferentes concentragcbes de TTO nos outros 3 pogos. As placas foram
deixadas duas horas a temperatura de 4°C para permitir a difusdo das amostras e apds
este procedimento, as mesmas foram incubadas a uma temperatura de 22°C * 2°C por
7 dias. Apo6s a incubacéo, foi medido o didametro do halo de inibicdo com o paquimetro
digital e esta medida foi considerada como, medida do poder inibitério da amostra
contra o microrganismo testado. Os ensaios de difusdo em agar foram realizados em

triplicata.
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(a) (b)

Figura 15 - (a) Esquema da execuc&o do experimento de Difusdo em Agar, onde nos pogos Al, A2
e A3 foram colocadas as amostras da emulséo (gel-creme) com diferentes concentragdes de TTO
adicionado de conservante e outras amostras com TTO e sem conservante. O po¢co denominado
Pconteve amostra placebo sem TTO e sem conservante.(b)Fotografia do ensaio realizado,
seguindo o esquema descrito

3.2.2 Analise Fisico-Quimica

3.2.2.1 Estabilidade Preliminar

A estabilidade preliminar foi realizada conforme estd descrita no Guia de

Cosméticos da ANVISA.
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3.2.2.2 Centrifugacao

A estabilidade preliminar foi realizada conforme esta descrita no Guia de
Cosmeéticos da ANVISA, portanto ndo é obrigatoria sua execugdo em medicamentos,
mas por ser uma ferramenta importante, foi utilizada neste trabalho, com o intuito de
auxiliar e orientar a escolha das formulagbes que foram utilizadas na estabilidade
acelerada e demais testes.

Inicialmente as amostras foram submetidas a centrifugacédo a 3000rpm, por 30
minutos, e avaliadas visualmente verificando seu aspecto, cor, odor, precipitagdes e
separagdo de fases. As amostras submetidas ao teste de centrifugacdo, que néao
apresentaram sinais evidentes de instabilidade foram submetidas aos testes de
estabilidade preliminar. As formulagdes foram expostas a estufa (45 +1°C), geladeira (5
1+1°C), temperatura ambiente (TA) (25°C £ 1 °C) e ao ciclo, onde a formulagéo alternou
entre temperatura de —5 +1°C por 24 horas e 45 £1°C por 24 horas, sendo analisadas
por 15 dias consecutivos. Foram realizados os testes de pH, aspecto macroscopico, cor
e odor todos os dias. As analises microscépicas e os testes de viscosidade foram
realizados no primeiro e décimo quinto dia. Todos os testes foram realizados em
triplicata. A analise do primeiro dia € chamada de analise inicial (Al), sendo considerado

um tempo de 24 horas apds a manipulacao.
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3.2.2.3 Caracteristicas organolépticas

O aspecto macroscopico foi avaliado visualmente, em relagdo a cor, aspecto,

odor e separacao de fase.

3.2.2.4 pH

A determinacdo do pH foi realizada em  peagdbmetroMicronal,
devidamenteCalibrado, @ empregando-se o método descrito no  Manual
ofCosmeticAnalisys noqual adiciona-se 9,0 mL de agua destilada e 1,0 g de amostra

(NEWBURGER,1997).

3.2.2.5 Viscosidade aparente

A viscosidade foi determinada utilizando o equipamento rebmetro deoscilagao
HAAKE modelo RHEOSTRESS RS-1 utilizando o sensor do tipo coneplaca (C35/2°Ti) e
os dados analisados pelo softwar e Rheowin 3.5. A viscosidade aparente foi obtida a
partir da curva de fluxo, sendo observada quando a taxa de cisalhamento maxima era
alcancada. Os dados foram obtidos a partir de uma taxa de cisalhamento de 0 — 100
Pa, por um periodo de 120 segundos para curva ascendente e 120 segundos para a

curva descendente, a temperatura de 25°C.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

A finalidade deste trabalho foi,desenvolver uma formulagdo de gel-creme,
utilizando o 6leo essencial de Melaleuca alternifoliacomo o principio ativo, e avaliar a
efetividade microbioldgica desta formulacao frente aoTrichophyton rubrum, para que
futuramente possa ser uma alternativa no tratamento das dermatofitoses causado por

este microrganismo, incentivando assim o uso seguro de fitoterapicos.

42 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver emulsdo do tipo O/A contendo diferentes concentracbes de 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia (TTO);

Avaliar a estabilidade preliminar da formulacdo escolhida, tendo como principal
parametro a viscosidade aparente.

Determinar CIM e CFM do TTO frente a T. rubrum;

Verificar a atividade antifungica da formulagcdo contendo diferentes

concentragdes de TTO, frente a T. rubrum,;
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1  ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.1.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e Determinagéo da
Concentracdo Minima Fungicida (CFM) do TTO

A figura abaixo ilustra os ensaios de CIM e CFM que foram realizados com o

TTO, a fim deobter-se minimas concentracbes possiveis de inibicdo e morte do T.

rubrum.

(RO 0 o o e e b el Vo

Er6 " M O O = »

(B1) (B2)
Figura 16 - (A) Placa de microdiluicdo revelada com resazurina, para determinar a CIM; (B1) Placa
de Petri de onde foram aferidos os resultados de CFM; (B2) A mesma placa, comesquema da
microplaca ao fundo
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A tabela abaixo mostra os resultados obtidos nos ensaios de CIM e CFM

utilizando o TTO.

Tabela 3 - Média das concentra¢8es do ensaio realizado em triplicata em comparagdo com as
concentra¢des do padrdo negativo utilizado

Amostras CIM CFM
TTO 0,125% 0,125%
Anfotericina B 0,062 ug/mL 0,062 pg/mL

Desta forma, pela Tabela 3 observa-se que a CIM é igual a CFM, de 0,125% de
TTO, resultado este que se encontra em concordancia aos resultados apresentados por
Carson e colaboradores (2006) que indicam como CIM uma faixa de concentragao de
0.03-0.6% e para CFM indicam uma faixa de 0.25-1% de TTO, sendo assim sugere-se
que o TTO tem atividade antimicrobiana mais acentuada ou menos dependendo do
cultivo e da forma de extracao do 6leo essencial.

A partir desses resultados, foi sugerido que o ensaio tivessem formulacdes
contendo a CIM e CFM; contendo o dobro desses valores e a metade dos mesmos,
desta forma haveriam mais parametros de comparagado, ainda seria possivel ter um
panorama da eficacia invitro do produto e como é o comportamento somente do TTO
frente ao T. rubrum, sem a interferéncia do conservante (Cosmoguard®) que possui

acao antimicrobiana.
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5.1.2 Difusdo em agar

As tabelas 4 e 5, demonstram os resultados e as médias dos valores dos halos de

inibicdo obtidos com o ensaio de difusdo em agar.

Tabela 4 - Valores e médias dos halos de inibicdo do crescimento de T. rubrum com as amostras
contendo conservante e diferentes concentragcfes de TTO

Amostras adicionadas Halo 1 Halo 2 Halo 3 Média

de Cosmoguard®

[TTO]=0,125% 25,8cm 2452cm 24,98cm  24,86cm
[TTO]=0,0625% 22,08cm 22,61cm 22,72cm  22,47cm
[TTO]=0,250% 26,30cm  26,17cm  26,10cm  26,19cm

(@) (b)

Figura 17 - (a) (b) Fotografia dos ensaios feitos com as amostras contendo TTO e conservante,
dispostas conforme esquema demonstrado na figura 15
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Tabela 5 - Valores e médias dos halos de inibicao do crescimento de T. rubrum com as amostras
sem conservante e contendo diferentes concentragcfes de TTO

Amostras sem Cosmoguard® Halo 1 Halo 2 Halo 3 Média

[TTO]=0,125% 23,13cm 23,02cm 23,21cm 23,10cm
[TTO]=0,0625% 20,19cm 21,72cm 20,40cm 20,40cm
[TTO]=0,250% 25,10cm 25,69cm 25,50cm 25,43cm

(@) (b)

Figura 18 - (a) (b)Fotografia dos ensaios feitos com as amostras contendo TTO e sem
conservante, dispostas conforme esquema demonstrado na figura 15.
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Observando-se esses valores, percebe-se que as médias dos valores dos halos
de inibigdo, sdo proporcionais a concentragdo de TTO, ou seja, quanto maior € a
concentragado do ativo, maior é a inibicdo do crescimento do T. rubrum sendo esses
valores possiveis de serem ordenados de forma crescente em ambas as amostras
(contendo ou nao Cosmoguard®).

Observa-se também que as médias dos halos de inibicido das amostras que
contém Cosmoguard® sdo maiores do que as amostras que ndo sao adicionadas do
mesmo, portanto, isso sugere que o sistema conservante possa, neste ensaio, agir em
sinergismo com o TTO, de forma a inibir ainda mais o crescimento do T. rubrum.
Comparando-se os dois tipos de amostra, percebe-se a proximidades dos valores das
médias isso sugere que mesmo sem 0 sinergismo com o conservante, o TTO possui
aceitaveis valores de halos de inibigao.

Nas amostras que ndo continham o conservante (Cosmoguard®) observou-se
outros tipos de colbnias de microrganismos que cresceram bem proximas ao pogo,
conforme demonstrado na figura 18, com isso ndo ha como afirmar, se o T. rubrum foi
inibido por acdo do TTO ou por competicdo com esses microrganismos. Nao ha como
sugerir a supressao do conservante da formula, pois ndo ha como afirmar se o TTO
nessas concentragbes testadas garantiia a integridade do produto contra
contaminacdes, para isso seriam necessarios mais ensaios para se definir uma
concentragcao de TTO na férmula, onde ele poderia ser o ativo e ao mesmo tempo

conservante.
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Conforme € observado nas figuraso pogo do 4° quadrante sentido anti-horario
sempre ha crescimento antimicrobiano, pois nesse poc¢o foi colocado a amostra placebo

que nao continha nem conservante, nem TTO.

52 PRE-FORMULAGCAO E FORMULACAO

A pré-formulacdo nada mais é que, a pesquisa de um conjunto de matérias
primas e as concentracdes de uso indicadas na literatura para diferentes formulagdes,
que quando combinadas entre si, obtém-se uma férmula com as caracteristicas
desejadas pelo formulador. Para isso foram realizados varios testes com pequenas
modificagbes de concentragao e procedimento da formula,com o objetivo de obter um
produto com sensorial leve e agradavel,possuindo alta espalhabilidade e aderéncia na
pele, sendo assim uma forma de garantir a permanéncia do TTO sobre a micose que
estiver na area aplicada. Tendo em vista o objetivo deste trabalho, buscou-se também
obter uma emulsaoestavel, com procedimento simples, reprodutivel e com baixo custo.

Para o preparo da formulagao, foram pesquisados e utilizados coadjuvantes no
veiculo com a finalidade de minimizar efeitos de oxidagdo, contaminagéo e veicular o
ativo (TTO) com eficiéncia.

O BHT foi utilizado como agente antioxidante da formulagdo, evitando o
aparecimento de compostos de degradagcdo consequentes do processo oxidativo,

sendo este um antioxidante comumente utilizado para conservar 6leos em geral.
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O estearato de octila foi utilizado como emoliente ajudando na espalhabilidade e
conferindo a sensacao aveludada e seca a pele, ndo impedindo sua respiragao.

O alcool cetoestearilicoetoxilado 20 OE é agente emulsionante, compativel com
outros alcoois graxos, € um excelente emulsionante para emulsdes do tipo O/A
conferindo a elas alta estabilidade.

O conservante antimicrobiano utilizado na férmula foi o Cosmoguard® sendo
este uma associagdo de conservantes,metilbromoglutaronitrila e fenoxietanol, com
intuito de impedir a proliferagdo de microrganismos no produto final.

O propilenoglicol € um composto da fase aquosa e devido as suas propriedades
higroscopicas, tem a capacidade de absorver agua e funcionar como um hidratante e
umectante em formulacbes para a pele.

O EDTA dissoddico, € o responsavel pela acdo quelante ou sequestrante de
metais que possam estar presentes e oxidar a formulacgao.

A trietanolamina foi utilizada para acertar o pH = 6,0 da formulacdo e assim
polimerizar o carbédmero 940 (ANSEL, 2007) que teve funcdo de co-emulsionante na
férmula, sendo também um espessante da mesma e oferecendo um sensorial de

adesividade a emulsao.
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5.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA

5.3.1 Estabilidade Preliminar

Foram feitos as 3 amostras contendo respectivamente 0,125%, 0,625% e
0,250% de TTO divididas e acondicionadas em bisnagas de aluminio com capacidade
para 5 gramas e em potes com capacidade para 60g cada um contendo também o
headspace conforme o indicado no Guia de Cosméticos da ANVISA, sendo somente os

potes que foram submetidos a estabilidade preliminar.

Figura 19 - Acondicionamento das amostras em potes.

@) (b) (c)

Figura 20 - Acondicionamento das amostras em bisnaga de aluminio, sendo: (a) [TTO] de 0,125%;
(b) [TTO] de 0, 625% e (c) [TTO] de 0,250%.
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5.3.1.1 Centrifugacéao

Apo6s a manipulagado das amostras da formulagao proposta, foi realizado o teste
de centrifugacado, sendo realizado na fase inicial de desenvolvimento de produtos, com
a finalidade de auxiliar na triagem das formulagbes. Neste teste as emulsbes sao
consideradas estaveis se os constituintes da fase dispersa mantiveram-se na fase
dispersante, apos submeté-las a agitacao e forca da gravidade, ou seja, nao deve ser
observada a ocorréncia de separacado de fases ou coalescénciae sim a formacao de

sedimento compacto (BRASIL, 2004; ANTONIO, 2007) como observado na figura 21.

(@) (b) ()

Figura 21 — Fotografia das amostras (a) 125%, (b) 0,0625% e (c) 0,250% de TTO que foram
submetidas a centrifugacéo logo apds serem produzidas.
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5.3.1.2 Caracteristicas organolépticas

Apos a execugao das formulagdes, elas apresentavam coloragao branca e opaca

tipica de emulsdo, com aspecto homogéneo, de superficie levemente brilhante e odor

caracteristico do TTO.

Figura 22 - Aspecto inicial das amostras no 1° dia de estabilidade preliminar.

No 15° dia, foi observado que, as unicas, de todas as amostras que foram
colocadas na estabilidade preliminar conforme as 5 condi¢gdes descritas, que mudou as
caracteristicas organolépticas foram as amostras do ciclo de temperatura (24 horas na
estufa e 24 horas do refrigerador). Elas apresentaram diminuigdo do odor caracteristico
do TTO, sua coloragédo mudou de branca opaca para amarelo opaco e a emulsio teve

visivel perda de agua com diminui¢do do volume e massa.

b‘ “Julio de Mesquita Filho” - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
» Juliana Vendramini de Paula Oliveira
oY



74

710/2010

04/10/2010

(a) (b)

Figura 23 -(a) Amostra contendo 0,250% de TTO que sofreu mudanca nas caracteristicas
organolépticas; (b) comparacao da amostra citada em (a) com a amostra contendo 0,250% de TTO
submetida a temperatura ambiente.

As amostras acondicionadas na bisnaga de metal apresentaram a mesma

alteragcado das amostras acondicionadas nos potes.

5.3.1.3 pH

Nas tabelas 6, 7 e 8 encontram-se os resultados da analise de pH das
formulagdes contendo as concentragbes de TTO escolhidas (0,125%, 0,0625% e

0,250%) submetidas ao estudo de estabilidade preliminar com médias e desvio-padrao.
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Tabela 6 - Média e desvio Padrdo do pH da amostra com [TTO] de 0,125%
Dias da pHem TA* pH em pH em pH em pH em

Estabilidade 5°C* 45°C* -5°C* ciclo*

2° 6,91 6,91 6,91 6,92 6,9

4° 6,89 6,9 6,93 6,91 6,88

6° 6,91 6,91 6,91 6,91 6,9

8° 6,9 6,91 6,92 6,89 6,88

10° 6,9 6,92 6,95 6,89 6,87

12° 6,91 6,91 6,94 6,9 6,89

14° 6,9 6,92 6,94 6,9 6,88

M 6,906 6,916 6,928 6,902 6,888

* valores da média dos pH’s que foram medidos em ftriplicata*
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Tabela 7 - Média e desvio Padrdo do pH da amostra com [TTO] de 0,0625%
Dias da pHem TA* pHem 5°C* pH em pH em pH em

Estabilidade 45°C* -5°C* ciclo*

2° 6,91 6,91 6,91 6,92 6,9

4° 6,91 6,92 6,9 6,9 6,88

6° 6,91 6,91 6,89 6,88 6,86

8° 6,93 6,91 6,89 6,89 6,88

10° 6,9 6,92 6,9 6,89 6,87

12° 6,92 6,91 6,89 6,9 6,86

14° 6,94 6,92 6,9 6,9 6,85

M 6,919 6,916 6,897 6,896 6,866

* valores da média dos pH’s que foram medidos em ftriplicata

“Julio de Mesquita Filho” - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Juliana Vendramini de Paula Oliveira



77

Tabela 8 - Média e desvio Padrdo do pH da amostra com [TTO] de 0,250%
Dias da pH em TA* pHem pH em pHem - pH em

Estabilidade 5°C* 45°C* 5°C* ciclo*

2° 6,9 6,91 6,91 6,92 6,9

4° 6,89 6,9 6,91 6,91 6,88

6° 6,91 6,91 6,91 6,91 6,85

8° 6,9 6,91 6,91 6,89 6,87

10° 6,9 6,92 6,92 6,89 6,87

12° 6,91 6,94 6,91 6,9 6,89

14° 6,9 6,93 6,94 6,9 6,85

M 6,902 6,922 6,916 6,902 6,87

* valores da média dos pH’s que foram medidos em ftriplicata
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As médias dos valores de pH obtidos foram reunidos na tabela 9 e utilizados

para construir o grafico exposto na figura 24.

Tabela 9 - Média dos valores de pH obtidos na estabilidade preliminar

Condicoes [TTO]=0,125% [TTO]=0,0625% [TTO]=0,250%
MTA 6,906 6,919 6,902
M 45°C 6,928 6,897 6,916
M (-) 5°C 6,902 6,896 6,902
M 5°C 6,916 6,916 6,922
M ciclo 6,888 6,866 6,87
6,94 -
6,93 |
6,92 4
6,91 -
6,9 -
6,689 =4=|TTO)=0,125%
6,88 =l TTO]=0,0625%
6,87 - e [TTO]=0,250%
686 -
6,85 |
684
6,83 . . _
M TA MAS'C M[-)5°C MS5'C  Mciclo

Figura 24 - Grafico obtido a partir das médias dos valores de pH expostos na Tabela 10
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Observando-se o grafico da figura 24, percebe-se que houveram, nas trés
amostras, a queda do pH na condigéao ciclo (24 horas a -5°C e 24 horas a 45°C) sendo
que a queda foi mais preponderante nas amostras com [TTO] de 0,0625% e 0,250%,

mesmo assim n&o representou significancia numérica.

5.3.1.4 Viscosidade Aparente

A viscosidade aparente foi um parametro medido apenas no 1°, 7° e 15° dia de
estabilidade preliminar e os valores de viscosidade obtidos a partir da média de trés
leituras. Na tabela 10, n =viscosidade minima aparente, Pa = Pascal, TA = Temperatura
ambiente, Al = Analise inicial, 5°C = geladeira, 45°C = estufa, ciclo = 24 horas a -5°C e
24 horas a 45°C, M = Média e DP = desvio padrao relativo entre as amostras
submetidas as condi¢des citadas, e foi obtida na curva de fluxo do equipamento

rebmetro de oscilagcao HAAKE foi analisada pelo software Rheowin 3.5.
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Tabela 10 - Valores de viscosidade aparente no teste de estabilidade preliminar, referente as
formulagdes com as [TTO] 0,125%, 0,0625% e 0,250%

Dias da M n (Pa) M n (Pa) M n (Pa)
estabilidade [TTO]=0,125% [TTO]=0,0625% [TTO]=0,250%
TA Al 2,315 2,315 2,315
TA 15° dia 2,263 2,206 2,263
45°C 15°dia 2,056 2,04 2,037
5°C 15° dia 2,156 2,199 2,198
5°C 15° dia 2,211 2,13 2,17
ciclo 15° dia 2,199 2,167 2,119
M 2,20 2,17 2,18
DP 0,089429302 0,091041566 0,099626636
2,35
2,3 -
2,25 4
2,2 -
215 | ——M n (Pa) [TTOJ=0,125%
2,1
=&=Mn (Pa)
2,05 [TTO]=0,0625%
1,1;; a1 (Pa) [TTO]=0,250%
19 -
1,85 - . . . . .
TAAl TA15" 45°C 5°C15° (-)5°C cido
dia 15°dia dia 15°dia 15" dia

Figura 25 - Grafico representativo das variagc6es de viscosidade das amostras.
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Observa-se uma queda intensa da viscosidade na condicdo de 45°C, isso pode
ter ocorrido devido a perda de agua da emulsdo em consequéncia do aquecimento
causado pela alta temperatura, resultado esse ja apresentado na figura 23, que
demostrou as mudangas organolépticas dessa amostra e a diminuigdo de volume
caracterizando a perda de agua, outra hipétese da queda de viscosidade € a possivel
ocorréncia de mudancgas nas estruturas intrinsecas a emulsao.

E observada também a diminuicdo da viscosidade nas condi¢des de ciclo (24
horas a -5°C e 24 horas a 45°C) e temperatura de congelamento (-5°C), e por se
tratarem condigdes drasticas de congelamento e aquecimento sucessivamente, era
esperado esse comportamento da amostra, o qual pode estar relacionado com perda

de agua e mudangas intrinsecas a emulsao, devido a tais condigdes submetidas.
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Na figura 26, 27 e 28, € possivel observar as curvas de fluxo referentes as

formulagdes , tendo um grafico da tensdo de cisalhamento em fungdo da taxa de
cisalhamento.

200
1504

1001 :

50

) 20 40 60 80 100

HAAKE Fiheoyin 3 50 ¢

Figura 26 - Curva de fluxo da amostra contendo [TTO]=0,125%; onde, o eixo das ordenadas:
tensdo de cisalhamento em Pascal; no eixo das abcissas: taxa de cisalhamento [1/s]

200
150

100} F

504}

0 20 40 60 80 100

HALKE Rheoyyin 3, 50

Figura 27 -Curva de fluxo da amostra contendo [TTO]=0,0625%; onde, o0 eixo das ordenadas:
tensdo de cisalhamento em Pascal; no eixo das abcissas: taxa de cisalhamento [1/s]
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250
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150

100

50F---- - -- e e d------- R 4

0 20 40 G0 =20 100

Figura 28 - Curva de fluxo da amostra contendo [TTO]=0,250%; onde, o eixo das ordenadas:
tensdo de cisalhamento em Pascal; no eixo das abcissas: taxa de cisalhamento [1/s]

De acordo com as curvas de fluxo, apresentadas nasfiguras 26,27 e 27, as
formulagdesdesenvolvidas foram caracterizadas como fluxos n&o-Newtonianos e
reopédicos, apesar area de histerese ser diminuta, € possivel perceber,na observacao
atenta dos graficos, que as curvas ascendentes e descendentes cruzam-se, o que
indica a reopexia.

Os fluidos reopédicos sao caracterizados pelo incremento da viscosidade
relacionado ao tempo de cisalhamento, sendo assim, quando sido deixados em
repouso, podem recobrar sua viscosidade, porém mais baixa que original,sendo que
este ciclo pode ser repetido indefinidamente com posterior recuperagao da viscosidade

original (POSSA & DE LIMA, 2000).

‘I“ “Julio de Mesquita Filho” - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
}"‘i‘ Juliana Vendramini de Paula Oliveira



CONCLUSOES 84

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que:

Em linhas gerais, os resultados demonstraram o potencial antifungico do TTO
frente ao T. rubrum;

No ensaio de CIM e CFM os resultados se mostram em concordancia com
literatura consagrada;

O TTO foi de facil incorporacdo na formulacdo proposta e ndo se mostrou
incompativel a nenhum dos componentes, portanto demostra facilidade em sua
utilizacao;

O potencial antifungico do TTO nao foi afetado, quando este foi incorporado a
emulsdo , demonstrando que sua eficiéncia é preservada mesmo nao estando in
natura;

O TTO apresentou-se um promissor antifungico e uma alternativa fitoterapica ao
arsenal de produtos com conhecida atividade antifungica, principalmente para o
tratamento das dermatofitoses, isso justifica a necessidade de estudos farmacoldgicos
mais aprofundados sobre esse ativo;

A formulacdo contendo TTO mostrou-se relativamente estavel e com reologia
adequada a sua pretensa utilizagéo, sendo possivel seu melhoramento farmacotécnico;

O produto tem potencial terapéutico preponderante e pode se tornar uma

alternativa real para o tratamento das dermatofitoses causadas pelo T. rubrum.
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