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RESUMO

As estruturas da derme como os foliculos pilosos e os ductos das glandulas
sudoriparas e de 6leo, proporcionam uma via de passagem por onde 0S micro-organismos
atingem os tecidos mais profundos da pele. A transpiragdo fornece umidade e alguns
nutrientes para o crescimento microbiano (TORTORA, 2012). Dentre 0s varios géneros de
bactérias que constituem a microbiota residente das axilas, encontram-se 0 Staphylococcus e 0
Micrococcus, responsaveis pelo odor do &cido isovalérico, o odor caracterisitico das axilas.
Estdo presentes também bactérias do género Corynebacterium, responsaveis pelo odor axilar
pungente dos esteroides androgénicos (JACKMAN & NOBLE, 1983). O método mais eficaz
de inibir a producdo de exoenzimas bacterianas responsaveis pelo mau odor axiliar sdo as
composicdes desodorantes. O metodo consiste em produzir um veiculo cosmeético (emulséo,
suspensdo em gas, composicao hidroalcodlica, entre outros) e adicionar um ativo desodorante
dissolvido ou em suspensdo, que tem como propriedade a inibicdo da producdo das
exoenzimas bacterianas que levam a producdo dos cheiros desagradaveis. (EIGEN &
FROEBE, 1997). Neste trabalho testamos a suscetibilidade de trés espécies de bactérias
semelhantes as que compdem a microbiota permanente das axilas (Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Corynebacterium xerosis ATCC
373), frente a trés formulagdes cosméticas hidroalcodlicas de desodorantes em spray contendo
ativos desodorantes. Utilizamos também a linhagem Escherichia coli ATCC 8739, pois esta
enterobactéria pode estar presente nas axilas principalmente pelo contato destas com as maos
(BORICK & SARRA, 1960). A metodologia utilizada para os testes foi baseada na norma
M7-A7 (CLSI, 2006), que trata dos testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos por
diluicdo para bactérias de crescimento aerébico. A formula desodorante que teve melhor
desempenho sobre as cepas testadas foi a que continha Polyaminopropyl Biguanide
(biguanida), quando comparado ao Polyglyceryl-3 Caprilate (éster) e ao 2-Methyl 5-
Cyclohexylpentanol (alcool), mesmo sobre a E. coli. Concluimos também que o veiculo
cosmeético utilizado, uma mistura de alcool hidratado neutro orgédnico 96% e agua
desmineralizada, ndo interferiu nas respostas das bactérias aos ativos desodorantes.

Palavras-chave: Microorganismos. Microbiologia Aplicada. Antimicrobianos. Desodorantes
Spray. Concentracdo Inibitéria Minima.
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1 INTRODUCAO

1.1 A indastria de cosméticos e 0 incentivo as pesquisas em desenvolvimento de
produtos inovadores

O mercado brasileiro de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos ocupa o terceiro
lugar no mercado consumidor de cosméticos e produtos de higiene pessoal no mundo, ficando
atras apenas dos EUA e Jap&o. E o primeiro mercado em perfumaria e desodorantes; segundo
mercado em produtos para cabelos, produtos masculinos, infantis, produtos para banho,
depilatorios e protecdo solar; terceiro em produtos cosméticos coloridos (maquiagem) e de
higiene oral; quarto em produtos para a pele (ABIHPEC, 2013).

Para o presidente da Associacdo Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos (Abihpec), Jodo Carlos Basilio, esse crescimento se deve principalmente as
mulheres, as quais representam quase 50% da populacdo economicamente ativa e também a
situacdo econdmica favoravel que o Brasil vive atualmente. As empresas do setor priorizaram
0s investimentos nas areas de marketing, inovacédo tecnolégica e na modernizacao do parque
industrial, o que representou um investimento de R$ 9,2 bilhdes em 2010 (SINDIFARMA JP,
2011).

Em se tratando dos investimentos em inovagdo, a industria de cosméticos vem
realizando muitas pesquisas de base, resultando em melhorias e inovagao para grande parte de
seu portfdlio de produtos. Nesse sentido, a Microbiologia desempenha papel preponderante na
industria de cosmeéticos, especialmente para a avaliacdo de conservantes e ativos desodorantes
mais eficientes e seguros ao consumidor.

Desde a introducdo do primeiro produto desodorante no mercado, em 1888 (SEITZ et.
al.), esta categoria de cosméticos vem crescendo e se tornando uma das maiores categorias
CFT (do inglés “cosmetics, fragrancies and toilletries’) em termos de numero de usuarios,
frequéncia de uso e total de vendas (SINDIFARMA JP, 2011).

1.2 Fisiologia do suor, microbiota axilar e desodorantes
A pele humana contém dois tipos de glandulas sudoriparas: as glandulas merécrinas e

as apdécrinas. As glandulas merdcrinas estdo espalhadas por toda a superficie corporal. O

composto secretado por estas Ultimas, o suor, é de natureza agquosa, composto por uma
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solucdo extremamente diluida, que contém sddio, potéssio, ions cloreto, ureia, amonia, acido
arico e pouca quantidade de proteinas JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Essas glandulas
agem tanto na termorregulacdo, pois sua secrecdo evapora ao atingir a superficie da pele,
fazendo baixar a temperatura corporal, quanto na excregdo de catabolitos. Ja as glandulas
apocrinas, estdo presentes nas axilas, nas regiGes perianal e pubiana e na auréola maméria.
Elas produzem uma secre¢do viscosa e inodora que adquire um odor desagradavel e
caracteristico devido a acdo decompositora (enzimatica) das bactérias da pele. Os ductos das
glandulas apdcrinas bem como os ductos das glandulas sebaceas, desembocam nos foliculos
pilosos, e suas secre¢des se misturam na superficie da pele. A secrecdo das glandulas sebéceas
€ uma mistura complexa de lipideos que contém triglicerideos, acidos graxos livres, colesterol
e esteres de colesterol, além de restos celulares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A investigacdo sobre a natureza do odor corporal se iniciou em torno da década de
1960 com a descoberta de que o odor axilar € produzido pela acdo decompositora de bactérias
sobre as secre¢des inodoras de glandulas apocrinas que produzem o suor (STRAUSS &
KLIGMAN, 1956). Embora a viséo inicial de Strauss e Kligman tenha sido de que qualquer
populacdo axilar de bactérias, sejam elas Gram-positivas ou Gram-negativas, pudesse causar
odor, poucos anos mais tarde, Shehaden e Kligman (1963) descreveram que o mau odor axilar
é causado principalmente por bactérias de natureza Gram-positiva, que liberam exoenzimas
que decompdem as secrec¢Bes glandulares, resultando em odores desagradaveis.

Segundo Tortora et al. (2012), as axilas apresentam-se como areas de oclusao parcial
que fazem com que a temperatura e umidade se elevem. Por serem quentes, Umidas e
revestidas de pelos em grande area superficial, respondem pela proliferacdo de bactérias
causadoras do tipico odor axilar.

As condicdes de temperatura e umidade das axilas ddo origem ao aparecimento de
uma microbiota peculiar, sendo uma parte desta microbiota residente e outra, transitoria. A
microbiota residente, representada por uma pequena diversidade de micro-organismos, esta
presente na superficie do extrato corneo, na parte superior dos foliculos pilosos e nas
glandulas sebaceas, sendo um lugar profundo e de dificil eliminacdo. JA& a microbiota
transitoria apresenta grande variedade de micro-organismos localizados sobre a superficie da
pele e é facilmente eliminada pela higienizacdo adequada (VIGLIOGLIA & RUBIN,1991
apud COSTA, 2005). Dentre os varios géneros de bactérias que constituem a microbiota
residente das axilas, encontram-se 0 Staphylococcus e 0 Micrococcus, responsaveis pelo odor
do &cido isovalérico, caracterisitico das axilas. Estdo presentes também bactérias do género

Corynebacterium, responsaveis pelo odor axilar pungente dos esterdides androgénicos, além
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de representantes de outros géneros, como Propionibacterium, Sreptococcus e Sarcina
(JACKMAN & NOBLE,1983). Ja a microbiota transitoria é constituida por bactérias Gram-
negativas, presentes no trato gastrointestinal e que podem ser passadas para as axilas pelo
contato de boca e méos devido a mé higienizacdo (BORICK & SARRA, 1960).

O método mais eficaz de inibir a producdo de exoenzimas bacterianas responsaveis
pelo mau odor axiliar sdo as composi¢des desodorantes. O método consiste em produzir um
veiculo cosmetico (emulsdo, suspensdo em gas, composicdo hidroalcodlica, entre outros) e
adicionar um ativo desodorante dissolvido ou em suspensdo, que tem como propriedade a
inibicdo da producéo das exoenzimas bacterianas que produzem o mau cheiro (EIGEN &
FROEBE, 1997).

1.3 Mecanismos de acdo de desodorantes

Os ativos desodorantes podem atuar de diversas maneiras: (i) demanda enzimatica; (ii)
quelantes de moléculas que geram o mau odor; (iii) impedientes da formacéo de biofilme; (iv)
acao antimicrobiana bactericida ou bacteriostatica (LUKACS et al, 1991). Outra maneira de
inibir a producdo do mau odor axilar é atraves de (v) substancias antitranspirantes, as quais

ndo sdo consideradas ativos desodorantes quimicos, mas fisicos.

1.3.1 Ativos que atuam sob demanda enzimatica

Os ativos desodorantes que atuam sob demanda enzimatica foram propostos no inicio da
década de 1990, com destaque para os ésteres citrato de etila, poligliceril-3 caprilato e o
lactato de alquila. Eles atuam indiretamente sobre a atividade das bactérias da axila, liberando
componentes &cidos na pele humana, os &cidos equivalentes: &cido citrico, acido caprilico e
acido latico, respectivamente. Esta liberagdo ocorre depois da clivagem enzimatica do éster
pela acdo das bactérias. Desta forma esses ativos modificam o ambiente axilar, reduzindo o
pH da superficie da pele e assim, previnem a acdo das bactérias sobre o suor, uma vez que
elas sdo mais ativas em lugares onde o pH da superficie da pele ¢ menos é&cido
(OSBERGHAUS, 1980).
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1.3.2 Ativos quelantes de moléculas de mau odor

Nos ativos quelantes de moléculas que geram o0 mau odor ou absorvedores de odor, como
0s sais de metais como o zinco, as moléculas presentes no suor, como as derivadas de aminas,
acidos graxos e compostos sulfonados ligam-se ao metal, formando outros compostos,
reduzindo assim a producdo do mau odor (KUHN, et al., 2000). O ativo com este mecanismo,
mais utilizado atualmente ¢ o ricinoleato de zinco, molécula patenteada pela empresa aleméa
Evonik e hoje utilizada em larga escala na neutralizacdo de odores de efluentes industriais
(KUHN, et al., 2000). Alguns pesquisadores acreditam que em algumas fragrancias ha
compostos que podem formar quelatos com o zinco e assim atuarem como um ativo
desodorante. Entretanto, neste contexto, as fragrancias em geral apenas sdo consideradas
ingredientes mascaradores de odor, pois se misturam com o odor corporal e ndo eliminam

ativamente as bactérias ou as moléculas de mau odor (LOWICHI, 1974).

1.3.3 Ativos impedientes de formacao de biofilme

Os ativos antibiofilme atuam de forma a imitar as estruturas e substancias da pele onde as
bactérias costumam aderir - estruturas especificas de proteinas, oligossacarideos, lipideos e
superficies hidrofobicas (COSMETIC SOLABIA GROUP, 2012). Como o ativo imita essas
estruturas, as bactérias aderem a ele ao invés de aderirem a pele, e com isso ndo ocorre a
formacdo de biofilme, formado principalmente pelas bactérias do género Saphylococcus e
Corynebacterium (BROCK, 2010), presentes na axila.

1.3.4 Ativos antitranspirantes

Outra maneira de controlar o crescimento da populacdo de bactérias responsaveis pelo
odor axilar se da pelo uso de sais de aluminio ou zircdnio nas composi¢fes desodorantes. Os
sais de aluminio obstruem fisicamente os ductos das glandulas, impedindo a sudorese, e dessa
forma, pela diminuicdo da quantidade de &gua nas axilas, as bactérias tem seu crescimento
diminuido (ALVES et al., 2006). Segundo Draelos (1999) desodorantes sdo tidos como
formulacGes destinadas a remover o mau odor das axilas, enquanto que os antitranspirantes
sdo usados para promover a reducdo da quantidade de suor produzido através de mecanismos
fisiolégicos. Os antitranspirantes também funcionam como desodorantes, mas os desodorantes
ndo agem como antitranspirantes. (DRAELQOS, 1999). Tem-se verificado grande eficcia na
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diminuigdo do odor axilar nestas formulacdes consideradas antitranspirantes, bem como na
reducdo do desconforto da sudorese (ALVES et. al., 2006).

1.3.5 Ativos antimicrobianos bactericidas ou bacteriostaticos

Os ativos desodorantes antimicrobianos sdo os mais utilizados para prevenir o mau odor.
Atuam de maneira a controlar o crescimento da microbiota bacteriana presente na superficie
da pele das axilas, agindo diretamente nas bactérias causadoras do mau odor, pela inibi¢do do
crescimento bacteriano ou causando a morte das bactérias. Como exemplos de ativos
antimicrobianos utilizados no mercado, temos o Triclosan e o Farnesol (COX, 1987).

O ativo desodorante Triclosan, é ainda amplamente utilizado nos dias de hoje por diversas
industrias cosméticas, mas tém sido questionado sob diversos aspectos (LUKACS, 1991). Em
1994, este ativo foi considerado um possivel agente carcinogénico pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos EUA (Usepa - United States Environmental Protection Agency) (ASSUNCAO
& PESQUERO, 1999). Em vista disso, algumas industrias tém investido na busca de novos
ativos desodorantes antimicrobianos, alternativos ao triclosan, comprometidos ndo s6 com a
eficécia do produto, mas também, com questbes de seguranca ambiental e social.

Ainda sobre os ativos antimicrobianos reside a problematica da resisténcia de patdgenos
humanos a mdaltiplas drogas, sendo que a procura de novos ativos antimicrobianos a partir de
espécies vegetais € uma das possibilidades para a producdo de ativos com maior eficacia e
seguranca (ANTUNES, et al.,2006) (CATAO et al., 2006) (NOVAIS, et al. 2003)
(OLIVEIRA, et al, 2006) (OLIVEIRA, et al. 2007). Extratos e dleos essenciais de varias
espécies vegetais mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma ampla variedade
de micro-organismos, incluindo fungos e bactérias e, portanto, apresentam grande potencial

para o desenvolvimento de produtos mais seguros para o uso (DEOUX, 1998).

Em vista do exposto acima, pesquisas para a producdo de conservantes e desodorantes
mais eficazes para o consumidor e mais seguros sécio ambientalmente, quando comparados

com os utilizados hoje, precisam ser estimuladas.



2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:
I. Determinar a suscetibilidade de micro-organismos residentes da flora axilar em relacéo a
trés diferentes formulas cosméticas de desodorantes em spray hidroalcoolicos.

I1. Determinar o mecanismo de agdo dos ativos desodorantes em relacdo as cepas testadas.
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3 MATERIAIS

3.1 Ativos desodorantes

3.1.1 Cosmocil® CQ (Polyaminopropyl Biguanide ou PHMB)

Cosmocil® CQ ou polyamynopropyl biguanide (figura 1), é uma solugdo aquosa de
20% de poly(hexamethylenebiguanide) hydrochloride, também conhecido como PHMB, um
agente antimicrobiano de amplo espectro, que tem sido utilizado ha anos como antisséptico no
meio hospitalar (KUSNETSOV et al, 1997). Na indlstria farmacéutica, é utilizado em
formulacBes para desinfec¢do de lentes de contato (HITI et al, 2002.), e como antisséptico
bucal (ROSIN et al, 2001, 2002). Na industria de alimentos, € utilizada para o tratamento de
ovos para incubacdo evitando a infeccdo por Salmonella (COX et al, 1998, 1999). Ja na
industria cosmética, o Cosmocil® CQ é um composto eficaz na conservacao de produtos tais
como removedores de maquiagem, cremes hidratantes, sabonetes liquidos, lencos umedecidos
e também tem agdo como conservante e desodorante (ARCH CHEMICAL, 2012).

Figura 1 — Estrutura quimica da Polyaminopropyl biguanide (PHMB)
Cl

",

n=12
Fonte: ARCH PERSONAL CARE PRODUCTS (2005)

3.1.2 SymDeo® B125 N (2-Methyl 5-Cyclohexylpentanol)

O 2-Methyl 5-Cyclohexylpentanol (figura 2) é um produto patenteado, amplamente
utilizado como agente antimicrobiano especifico contra as bactérias gram-positivas
causadoras do mau odor axilar, e também atua como agente antiformacdo de biofilme por

bactérias dos géneros Corynebacterium e Staphylococcus (SYMRISE, 2012).
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Figura 2 — Estrutura quimica do 2-Methyl 5-Cyclohexylpentanol

OH

Fonte: SYMRISE (2012)

3.1.3 Tego Cosmo P813®, (Polyglyceryl-3 Caprylate)

O polyglyceryl-3 caprylate, também conhecido como triglyceryl monocaprylate € um
éster de é&cido caprilico e poliglicerina-3. Possui atividade desodorante sob demanda
enzimatica. As enzimas produzidas durante a transpiracdo clivam o polyglyceryl-3 caprylate
formando &cido caprilico, que é cem vezes mais eficaz que o seu quimico de origem, no
combate ao mau odor (EVONIK, 2009), pois modifica 0 ambiente axilar pela redu¢éo do pH
da superficie da pele e dessa forma, diminui a acdo das bactérias sobre o suor
(OSBERGHAUS, 1980).

De origem vegetal, o éster é obtido do 6leo de coco ou de palma. Ndo contém adicédo
de conservantes e oxidantes. Possui fungdo surfactante e co-emulsionante, com atividade
antimicrobiana. Pode ser aplicado em logBes, cremes, sprays e geis transparentes para

produtos desodorantes e destinados ao cuidado da pele.

Figura 3 — Estrutura quimica do Polyglyceryl-3 Caprylate
OH OH OH

Fonte: ENOVIK (2009)
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3.2 Cepas bacterianas

Os seguintes micro-organismos (cepas de referéncia da ATCC, American Type
Culture Collection) foram utilizados nos ensaios: Saphylococcus aureus ATCC 6538;
Escherichia coli ATCC 8739; Saphylococcus epidermidis ATCC 12228; Corynebacterium
xerosis ATCC 373. S&o considerados como organismos-padrédo da flora axilar (TANNOCK,
1995) e sdo frequentemente utilizados em testes para verificacdo da acdo antimicrobiana de

desodorantes cosméticos.

3.2.1 Saphylococcus aureus e Saphylococcus epidermidis

As bactérias do género Staphylococcus apresentam-se como células esféricas com cerca
de 1um de diametro, tendendo a formar agrupamentos irregulares semelhantes a cachos de
uva. Elas também ocorrem como cocos isolados ou formando pares, tétrades ou cadeias
curtas. N&o formam esporos e sdo imdveis. Os cocos jovens sao Gram-positivos, mas com o
envelhecimento celular, algumas células podem tomar a aparéncia de Gram-negativos. Sao
largamente distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosas de
mamiferos e aves. Crescem rapidamente em muitos tipos de meios de cultura e por isso, sdo
pouco exigentes nutricionalmente. Sdo metabolicamente ativos, aerdbios facultativos,
fermentando carboidratos e produzindo pigmentos que variam do branco ao amarelo forte.
(JAWETZ, et al 2000; TORTORA, et al 2000).

O Saureus forma colbnias variando de acinzeantadas a amarelo-douradas. No isolamento
primario as colbnias de S.epidermidis costumam ser de cor cinza a branca. Muitas colénias s6
apresentam coloracdo apés a incubacao prolongada (JAWETZ, et al 2000).

Saphylococcus epidermisdis sdo muito comuns na pele, representando quase 90% da
microbiota desta regido. Geralmente sdo patogénicos apenas quando a barreira da pele é
rompida ou invadida por procedimentos médicos. Ja 0 S aureus é o mais patogénico dos
estafilococos. E residente permanente das passagens nasais de 20% da populagio, e cerca de
60% sao portadores ocasionais (TORTORA et al., 2012).

3.2.2 Corynebacterium xerosis

As bactérias do género Corynebacterium tém de 0,5 a 1um de didmetro e varios
micrémetros de comprimento (JAWETZ et al., 2000). Sdo organismos bacilares Gram-

positivos, aerdbicos, imdveis e com a propriedade de formarem arranjos de formato irregular,
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em clava ou em “V” durante o crescimento normal. O género Corynebacterium consiste em
um grupo extremamente diverso de bactérias, incluindo patégenos de animais e plantas
(BROCK, 2010).

3.2.3 Escherichia cali

S@o bactérias bacilares, Gram-negativas, aerobias facultativas e ndo formadoras de
esporos, que fermentam a lactose produzindo géas. E um micro-organismo habitante do trato
intestinal e algumas vezes sdo patogénicas. Formam col6nias lisas e um pouco mucoides.
Bacteérias do trato intestinal podem, ocasionalmente, ser encontrados na pele, dispersadas pelo
contato com as maos contaminadas. Elas raramente crescem sobre a pele, devido a sua
incapacidade de competir com os organismos Gram-positivos, mais adaptados as condi¢des
secas (BROCK, 2010).
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4 METODOLOGIA

Para se determinar a concentracdo ideal que os desodorantes em spray deveriam conter
de cada ativo antimicrobiano, foi feito um levantamento em bases bibliograficas comumente
utilizadas em cosmetologia como o Personal Care Products Council — On-line Infobase,
Ingredients Database, e em bibliografia emitida pelos fornecedores dos ativos desodorantes.

Posteriormente, os desodorantes foram manipulados baseando-se nas faixas de
concentragOes encontradas na literatura dos fornecedores. As concentragdes aplicadas nas
férmulas de desodorante deste trabalho encontram-se aproximadamente na média da faixa
indicada por eles (ver topico 5.1).

Com o intuito de se investigar a suscetibilidade de micro-organismos residentes da
flora axilar em relacéo a trés diferentes formulas cosméticas hidroalcodlicas de desodorantes,
foram realizados Testes de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM).

4.1 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) é definida como a menor concentracao de um
agente antimicrobiano que impossibilita o crescimento visivel do micro-organismo em teste
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI), 2006).

4.1.1 Preparacdo dos Desodorantes

Ap0s a determinacdo das concentragdes de cada ativo, os produtos desodorantes foram
manipulados em base hidroalcodlica, contendo quantidade fixa de alcool etilico neutro
organico (715g/L), e as quantidades de ativo desodorante indicadas pela literatura. O volume
foi completado para 1 litro com agua desmineralizada.

Também foi preparada uma solugdo de alcool etilico hidratado neutro organico 96% a
71,5% da férmula (715¢g/L), e 28,5% de agua desmineralizada (285g/L), sem ativo

desodorante, para controle negativo dos produtos.

4.1.2 Preparacdo do cultivo de 24 horas

As cepas conservadas em freezer a -80°C foram reativadas em meio Trypticase soy

agar (TSA). Apo6s 24 horas de incubacdo a 25°C, os isolados foram repicados novamente para
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0 meio TSA. As placas foram incubadas a 35°C +/- 2°C por 24 horas, para posterior utilizagcdo

nos testes.

4.1.3 Preparacao das placas e realizacdo do teste

A partir da cultura de 24 horas em TSA, foi preparada uma suspensdo celular em
solucdo salina 0,85%. A turbidez foi ajustada de acordo com a escala de McFarland 0,5, a
qual corresponde a uma suspensdo-padrdo de bactérias com concentracdo de fator 1,5x10°
celulas/mL.

Foram utilizadas placas de Elisa com fundo chato, indicadas para a leitura em
espectrofotémetro Anthos Multiread 400 - Leitora de Elisa Espectrofotométrica.

Na preparacao das placas, foram distribuidos 100 uL. do meio Trypticase Soy Broth
(TSB) em todos os pocos da microplaca. Foram acrescentados, de forma decrescente, 100ulL
de desodorante, em 10 pocos de cada linha da microplaca, ou seja, as diluicdes foram
procedidas transferindo-se 100uL da coluna 2 para a coluna 3, 100uL da coluna 3 para a
coluna 4 e assim sucessivamente até a coluna 11. A coluna 12 foi reservada para controle do
indculo (100uL do meio Tryptic Soy Broth (TSB) e 100uL do in6culo), e pogos da coluna 1
foram reservados para controle do meio (200uL do meio TSB) e controle do meio contendo
desodorante (100 uL de meio ¢ 100 puL de desodorante).

Ap0s esse processo, foi aplicado 100 pL da suspensdo de bactérias em todos 0s pocos
de duas linhas da microplaca, as quais j& continham o desodorante, de forma que todas as
cepas foram testadas em duplicata na mesma placa (figura 4).
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Figura 4 — Preparacéo das placas de Elisa: Coluna 1, pogos A, B, C e D: controle do meio
TSB; Coluna 1, pogos E, F, G e H: controle do meio com desodorante em teste; Coluna 12:
Controle dos indculos; Colunas 2 a 11: meio TSB, desodorante em diluigdes sucessivas e
indculos; Linhas A e B: Staphylococcus aureus ATCC 6538; Linhas C e D: Saphylococcus
epidermidis ATCC 12228; Linhas E e F: Escherichia coli ATCC 8739; Linhas G e H:
Corynebacterium xerosis ATCC 373.
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Com a adicdo do inoculo, as concentracfes dos desodorantes nos pocos variaram 1750
mg/L a 6,68 pg/L de Polyaminopropyl Biguanide; 750 mg/L a 2,86 p/L de Polyglyceryl-3
Caprylate; e 1250mg/L a 4,77ug/L de 2-Methyl 5-Cyclohexylpentanol.

Todos os testes foram realizados duas vezes para confirmacdo do primeiro resultado.

A incubacdo foi a 35°C +/- 2° C, em estufa com temperatura controlada, durante 24 e
48 horas.

4.2 Andlise dos resultados

Foram realizadas leituras visuais e em espectrofotdmetro apds 24 horas e 48 horas de
incubacéo.

A andlise visual foi realizada com o auxilio de um espelho para a leitura. Para os
ativos bactericidas, como o 2-Methyl 5-Cyclohexylpentanol e o Polyaminopropyl Biguanide,
a determinacdo da CIM se fez em 100% de inibicdo, ou seja, na concentracdo onde ndo se
observou nenhum crescimento. Para o ativo polyglyceryl-3-caprylate, a CIM foi determinada
com 50% de inibicdo, pois este ativo tem mecanismo de acdo sob demanda enzimatica, e
portanto poderia atuar como um bacteriostético, e ndo bactericida, de acordo com o nivel de
liberacdo de &cido caprilico. O controle do inéculo foi considerado como 100% de

crescimento, com o qual foi realizada a comparacéo para determinacdo da CIM.



22

Para a leitura em espectrofotdbmetro foi utilizado filtro de 450nm. Esta leitura é
realizada para confirmar a leitura visual, sendo importante principalmente para a anélise dos
resultados do ativo polyglyceryl-3 caprylate, ja que a determinacdo visual para 50% do
crescimento pode possibilitar maior chance de erro. Para este ativo, a CIM foi determinada
pelo valor de absorbancia mais proximo da metade do valor do controle do indéculo. Para os
ativos bactericidas, o resultado foi obtido a partir da analise do primeiro po¢o em que o valor
se aproximou do valor da absorbancia no controle do meio.

Os resultados da leitura visual e da absorbancia foram comparados para determinacéo

do resultado final.

4.3 Determinacéao da atividade antibacteriana dos desodorantes

Ap0s as analises visuais e por espectrofotometria, as placas foram submetidas a um novo
teste, para verificar a viabilidade das bactérias em cada poco das microplacas.

Com auxilio de um inoculador de maltiplos pontos, o contetdo dos pocos das placas foi
inoculado em placas de petri contendo meio TSA, e cultivado novamente em estufa com
temperatura controlada a 35°C +/- 2°C, por 24 horas.

Nos posicdes dos pocos onde ndo se observou crescimento, foi considerada a

concentracdo bactericida minima (CBM) do ativo desodorante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo da concentracao de ativo desodorante em cada produto

A partir de informagbes da literatura, comentadas na seg¢do 4 deste trabalho, foi
determinada a concentracéo ideal que cada desodorante deveria conter de ativo. E importante
ressaltar que a metodologia utilizada pelos fornecedores para determinar as faixas de
concentracdo ideal de ativo € determinada através da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM),
pelo Método das Diluigdes Sucessivas, de acordo com a norma M7-A7 (CLSI, 2006). As
concentracdes permitidas variam para a finalidade do uso — se desodorante, se conservante, se
emoliente; de acordo com a fungdo cosmeética a que se destina o ativo —, bem como o pais em
que se esta produzindo o cosmético.

A “poténcia”, se assim podemos dizer em relagdo as matérias-primas cosméticas, e o
espectro de acdo de cada ativo também varia, portanto, a concentracdo dos ativos nas
formulas de desodorante em spray ndo foram as mesmas para cada ativo. O desenho
experimental deste estudo baseou-se nas informacdes bibliograficas de cada fornecedor para
0s ativos desodorantes em questéo.

As concentragdes aplicadas nas formulas de desodorante deste trabalho encontram-se
aproximadamente na média da faixa indicada pelos fornecedores (tabela 1), e estdo dentro da
concentracdo permitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para a
formulacdo de desodorantes grau 1 (sem ativo antitranspirante) (RESOLUCAO - RDC N°
211, DE 14 DE JULHO DE 2005).

Tabela 1 — Faixa da concentracdo indicada pelos fornecedores para cada ativo em teste e
concentragéo utilizada nas formulagdes desodorantes.

Ativo desodorante Faixa de concentracao Concentracéo utilizada nas
indicada (g/L) férmulas (g/L)
Cosmocil 2al5 7
Symdeo lall 5

5.2 Determinacéo da Concentracédo Inibitoria Minima (CIM)

Os resultados deste teste demonstraram que a férmula desodorante contendo 715¢/L de

alcool etilico hidratado neutro organico 96% e agua desmineralizada, ou seja, o veiculo
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diluente das formulas desodorantes testadas neste trabalho, ndo teve efeito sobre os micro-
organismos, visto que ndo houve inibicdo do crescimento bacteriano. Observa-se na tabela 2
que para a E. coli, ndo houve inibicdo do crescimento nas duas primeiras colunas da
microplaca, onde a concentracdo do veiculo cosmético hidroalcodlico era de 178,75 mg/L e
44,6875 mg/L respectivamente.

A suscetibilidade das cepas de E. coli, frente ao veiculo cosmético hidroalcodlico,
quando comparada as outras bactérias estudadas, se deve ao fato de que bactérias Gram-
negativas apresentam relativa resisténcia a entrada de substancias no interior celular, devido a
presenca de uma membrana externa lipopolissacaridica, e as caracteristicas de suas porinas
(orificios da parede de bactérias Gram-negativas), que selecionam as moléculas que penetram
na célula (TORTORA et al., 2012).

Tabela 2 — CIMs para a formula de desodorante spray, sem ativo desodorante, frente as
quatro cepas de bactérias, com base em leitura visual.

Espécie Periodo de Incubacéo (h) CIM (mg/L)

S aureus 24 178,75
48 178,5

S epidermidis 24 178,5
48 178,5

C. xerosis 24 178,5
48 178,5

E. coli 24 11,2
48 44,7

Para interpretar os resultados de determinacdo da CIM segundo categorias de
suscetibilidade (suscetivel, suscetibilidade dose-dependente ou resistente) € necessario
comparacdo com informacdes ja disponiveis na literatura para cada espécie ou género frente a
cada ativo antimicrobiano. Como esses dados ndo estdo disponiveis para os ativos utilizados
neste trabalho, ndo existem valores especificos de breakpoints, portanto, adotaram-se para as
quatro espécies em questdo apenas a comparacao da atividade dos ativos frente as quatro
espécies de bactérias usadas nos ensaios.

A leitura de 50% de inibicdo para antibacteriano bacteriostatico se faz necesséaria para
que os valores obtidos sejam mais confidveis, uma vez que ndo atuam nas células ja formadas
que foram aplicadas no teste e estas podem acarretar em leituras de falsa resisténcia, através

do fenémeno de trailing. O trailing é identificado quando ha um aumento da CIM de 24 horas



25

para 48 horas e o isolado que era classificado como “sensivel” se torna “resistente” (CLSI,
2006).

Alguns resultados demonstraram diferenca de uma diluicdo entre a leitura visual de
24h e 48h; apesar disso, ndo houve alteracdo da categoria de interpretacdo, ou seja, ndo
resultou em uma mudanca da classificacdo da cepa de “sensivel” para “resistente”.

Porém, algumas cepas apresentaram um aumento no valor da CIM entre 24h e 48h,
frente aos ativos Symdeo e o Tego. No entanto, no caso do Symdeo, este aumento nédo foi
caracterizado como trailing, porque este ativo € bactericida. Por outro lado, no caso do Tego,
por atuar sob demanda enzimatica, este apresenta uma tendéncia de aumento dos valores de
CIM com o passar do tempo e, portanto, reforga-se a orientagéo sobre a realizagéo de leituras
no menor tempo possivel, desde que haja crescimento do isolado no controle-positivo, pois o
ativo pode perder sua atividade ao longo do tempo (EVONIK, 2009).

Os valores de CIM obtidos tanto nas duplicatas presentes na mesma placa quanto nos
testes realizados para confirmacdo dos resultados foram semelhantes. Para S aureus, esses
valores ficaram entre 0,03 mg/L a 0,11mg/L para o Cosmocil, 1,22 mg/L a 4,88 mg/L para o
Symdeo e 46,88 mg/L a 187,5 mg/L para o Tego. Para S epidermidis as faixas de CIMs
determinaram valores de 0,03 mg/L a 0,11 mg/L para o Cosmocil, 1,22 mg/L a 4,88 mg/L
para 0 Symdeo e 46,88 mg/L a 187,5 mg/L para o Tego. Para C. xerosis, os valores de CIMs
foram 0,01mg/L a 0,03 mg/L para o Cosmocil, 1,22 mg/L para o Symdeo e 11,72 a 46,88
mg/L para o Tego. Para a cepa de E. coli, Unica bactéria Gram-negativa utilizada nos testes,
este valores compreendem faixas maiores, sendo estas 0,03 mg/L a 0,43 mg/L para o
Cosmocil, 78,13 mg/L a 312,5 mg/L para o Symdeo e 11,72 mg/L a 187,5 mg/L de Tego.

Tabela 3 — Valores de CIM dos trés ativos desodorantes frente as quatro espécies de
bactérias, com base em andlise visual.

Periodo de Faixa de CIM (mg/L)

Especie Incubacao (h) Cosmocil Symdeo Tego
S aureus 24 0,03-0,11 1,22 -4,88 46,88 — 187,5
48 0,03-0,11 0,31-4,88 46,88 — 187,5
S epidermidis 24 0,03-0,11 1,22 -4,88 46,88 — 187,5
48 0,01-0,11 1,22 -4,88 11,72 -187,5
C. xerosis 24 0,01-0,03 1,22 11,72 — 46,88
48 0,01-0,03 1,22 2,93 - 46,88

E coli 24 0,03-0,43 78,13-312,5 46,88
48 0,03-0,43 78,13-312,5 11,72 -187,5
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Comparativamente, vemos na tabela 3 que o ativo Polyaminopropyl biguanide
(Cosmocil ou PHMB), teve o melhor desempenho, ou seja, inibiu o crescimento bacteriano
em menores concentragfes, quando comparado aos demais ativos. Broxton et al. (1984)
demonstraram que a atividade maxima do PHMB ocorre entre a faixa de pH de 5 a 6 e que,
inicialmente, o biocida interage com a superficie das células e, em seguida, é transferido para
o citoplasma e a membrana citoplasmatica.

Ikeda e colaboradores (1984) mostraram que o PHMB catidnico teve pouco efeito
sobre os fosfolipideos neutros da membrana bacteriana; sua principal atuacdo foi sobre as
estruturas de membrana carregadas negativamente que, induzidas a se agregarem, promoviam
um aumento na fluidez e permeabilidade. Isto resulta na liberacdo de lipopolissacarideos da
membrana externa, afluxo de ions de potassio e consequente morte celular. Portanto, talvez
esta deva ser a razdo da melhor atuacdo deste ativo, inclusive sobre a E. coli, a qual, por ser
Gram-negativa, apresenta membrana lipopolissacaridica.

Em estudo especifico sobre a acdo de PHMB sobre cepas de E.coli, Allen e
colaboradores (2004) descobriram uma forte relacio do PHMB com o DNA bacteriano,
conduzindo a uma precipitacdo in vitro. Esta descoberta indica um fator critico subjacente aos
diferentes efeitos das concentracdes de PHMB utilizadas (se bactericida ou bacteriostatico):
em baixas concentra¢fes, 0 PHMB causa danos ao genoma da bactéria, mas estes podem ser
tolerados e até mesmo reparados. Entretanto, em altas concentracbes o PHMB causa uma
intensa perturbacdo nas funcGes do DNA, levando a morte celular (ALLEN, et al. 2006).
Portanto, além dos danos a membrana celular descritos por Broxton e lkeda em 1984, o
PHMB ndo s afeta a membrana celular, mas também interage letalmente com o DNA da
celula, quando em altas concentragdes.

A classe das biguanidas tem amplo espectro de atividade e sdo efetivas contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, porém ndo apresentam atividade esporocida
(TORTORA, et al. 2012), o que corrobora com os resultados apresentados neste trabalho para
as espécies de Staphylococcos.

O ativo Symdeo, 2-metyl 5-hexylciclohexanol, ndo teve tanto sucesso na inibicdo da
E. coli, por ser um ativo que tem atividade especifica sobre as bactérias Gram-positivas
(SYMRISE, 2012). Entretanto, teve boa atuagéo frente a C. xerosis. Estudos fornecidos pelo
patenteador deste ativo desodorante, a empresa Symrise, mostraram que o 2-metyl 5-
hexylciclohexanol inibiu o crescimento planctonico de C. xerosis durante as primeiras 24h em
ensaio in vitro, dessa forma, impedindo a formacédo de biofilme por estas bactérias. Estudos

anteriores demonstraram que o Symdeo reduz em 92% a formacao de biofilme por C.xerosise
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em 56% o crescimento plancténico da mesma espécie, quando comparado ao Triclosan, na
mesma concentracdo (SYMRISE, 2012).

Ja o polyglyceryl-3 caprylate (Tego), quando comparado aos outros ativos
desodorantes, teve o pior desempenho. Nas concentracdes utilizadas atualmente pela empresa,
os valores de CIM foram insatisfatorios para a reducéo da atividade bacteriana, in vitro. O
Tego apresentou diferenca na CIM em 24h e 48h em relacdo a E. coli e isto pode ser
explicado pelo mecanismo de acdo por demanda enzimatica. Entretanto, para as bactérias
Gram-positivas, a CIM se manteve a mesma nos periodos observados, ja que este ativo

também atua melhor sobre esta classe de bactérias (EVONIK, 2009).

5.3 Mecanismos de ac¢éo dos ativos desodorantes

No caso do desodorante spray sem ativo desodorante, houve crescimento em todos os
pocos da microplaca, exceto na coluna onde apenas havia controle do meio (figura 5),

confirmando que o veiculo cosmético hidroalcoolico nédo afeta o crescimento microbiano.

Figura 5 — Crescimento em meio TSA das bactérias inoculadas a partir da suspenséao celular
da microplaca contendo a formula de desodorante spray sem ativo desodorante, com 24 horas
de incubacdo. Coluna 1 sem crescimento = controle do meio.

FONTE: elaborado pela autora

A concentragdo Otima do alcool etilico, com acdo antisséptica se da em 70%, mas
concentracfes entre 60 e 95% também podem funcionar (TORTORA, et al., 2012). O
mecanismo de acdo do alcool etilico normalmente é pela desnaturacdo de proteinas, mas ele
também pode romper membranas e dissolver lipideos (TORTORA, et al., 2012). Na férmula

spray utilizada neste trabalho a concentracdo inicial do &lcool era de 71,5% em agua =
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715g/L, e atingiu a concentragcdo méxima de 178,5 g/L nos teste de CIM. Dessa forma, néo foi
possivel uma comparacdo da atividade bactericida ou bacteriostéatica desta formulacdo sem
ativo desodorante, ela serviu apenas como controle negativo do ativo. Entretanto, é possivel
inferir que em estudos in vivo o alcool pode atuar melhorando o desempenho do desodorante
apenas nas primeiras horas de uso, j& que por esta formula de desodorante em spray ndo
conter ativo antitranspirante, a sudorese e a dilui¢do do veiculo irdo ocorrer normalmente apos
algumas horas, e o crescimento bacteriano pode voltar a ocorrer (informagdo pessoal
fornecida pela pesquisadora Thais Bezerra Claudio de Avila).

Estudos de Broxton (1984) e Gilbert (1990) demonstraram que o ativo PHMB apresenta
mecanismo de acdo bacteriostatica para E. coli em cultura liquida, em baixas concentracdes (1
mg/L a 10 mg/L), e em concentracdes acima de 10 mg/L, o ativo atua como bactericida.
Entretanto, neste trabalho, verificamos que o crescimento foi completamente inibido em
concentragOes mais baixas do que 1 mg/L (figura 6).

A formula de desodorante spray contendo o PHMB mostrou ser bactericida a partir da
concentracdo de 0,43 mg/L para Saureus e E. coli; 0,03 mg/L para S epidermidis e em
concentracdo igual a 0,01 mg/L para C. xerosis. Porém, ha a necessidade de maiores estudos

com o ativo puro, para a comprovacgéo destes resultados.

Figura 6 — Inoculo de Placa de Elisa contendo PHMB com 24 horas de incubacdo. Coluna 12:
Controle do indculo; Coluna 11: 0,01mg/L; Coluna 10: 0,03mg/L; Coluna 9: 0,11mg/L.

FONTE: elaborado pela autora



29

O ativo Symdeo, 2-metyl 5-hexylciclohexanol, ndo foi tdo eficiente na inibicdo da E.
coli (figura 7) por ser um ativo que tem atividade especifica sobre as bactérias Gram-positivas
(SYMRISE, 2012). Atuou como bactericida sobre as bactérias S. aureus, S. epidermidise C.
Xerosis, a partir da concentragdo de 0,11 mg/L, 0,01 mg/L e 0,01 mg/L respectivamente.
Entretanto, foi eficiente frente a C. xerosis. Estudos fornecidos pelo patenteador deste ativo
desodorante, a empresa Symrise, mostraram que o 2-metyl 5-hexylciclohexanol, inibiu o
crescimento planctonico de C. xerosis durante as primeiras 24h em ensaio in vitro, dessa
forma, impedindo a formacao de biofilme por estas bactérias.

Figura 7 - Indculo de Placa de Elisa contendo Symdeo com 24 horas de incubacéo.
Coluna 12: Controle do In6culo. Linhas E e F: E. Coli.

FONTE: elaborado pela autora
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os testes in vitro comprovaram que o veiculo cosmético hidroalcoolico, uma mistura de
715g/L de alcool etilico neutro organico 96% e 285¢g/L de agua desmineralizada, néo
interferiu na atividade antibacteriana dos produtos testados (ativos desodorantes). Entretanto,
é provavel que in vivo o alcool possa atuar melhorando o desempenho do desodorante, ao
menos nas primeiras horas de uso.

Verificamos que os melhores resultados foram obtidos com o Polyaminopropyl Biguanide
(Cosmocil ou PHMB), quando comparado aos ativos 2-Methyl 5-Hexylciclohexanol
(Symdeo) e Polyglyceryl-3 Caprylate (Tego), agindo tanto sobre as bactérias Gram-positivas
quanto para a E.coli.

Os resultados demonstraram também que as concentracdes dos ativos utilizadas nas
formulacdes podem ser reduzidas, ja que inibem o crescimento bacteriano em concentraces
muito menores do que as aplicadas nos desodorantes em spray. Com isso, podera haver
diminuicao de custos para a industria de cosmeticos, sem interferir na eficacia e qualidade do
produto.

A pesquisa precisa ser complementada com testes in vivo como 0 swab de axila e o sniff
test, os quais permitirdo comprovar a eficacia destes ativos em funcdo do tempo (24 ou 48 h
de protecédo) durante o uso.

Para estudos futuros, sugere-se também a verificacdo da suscetibilidade das bactérias em

presenca de dois ou mais ativos com mecanismos de agéo diferentes.
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ANEXOS - CONSTITUINTES DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Anexo A — Constituintes do meio TSB (Trypticase Soy Broth); Formula* aproximada por
litro de 4gua purificada

Componentes Quantidades (g/L)
Digerido pancreético de caseina 17,0
Digerido de soja por papaina 3,0
Cloreto de sddio 5,0
Fosfato dipotassico 2,5
Dextrose 2,5

*Ajustada ou suplementada conforme necessario para garantir os critérios de desempenho

Anexo B — Constituintes do meio TSA (Tripticase Soy Agar); Férmula* aproximada por
litro de agua purificada

Componentes Quantidades (g/L)
Digerido pancreético de caseina 15,0
Digerido de soja por papaina 5,0
Cloreto de sadio 5,0
Agar 15,0

*Ajustada ou suplementada conforme necessario para garantir os critérios de desempenho
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