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AVALIACAO DA EFICACIA DO EXTRATO DE FOLHAS DE Schinopsis
brasiliensis Engler. COMO CONSERVANTE EM UMA FORMULACAO
COSMETICA

ANDRADE, Jessica Cabral’

RESUMO

A contaminagdo microbiana ¢ um dos problemas enfrentados pela industria de
cosméticos, sendo de dificil controle e afetando negativamente a imagem final do produto. O
uso de conservantes sintéticos surge como uma alternativa para se tentar diminuir a
proliferacio de microrganismos. Existe uma variedade de classes dessas substancias
disponiveis no mercado, aumentando assim a vida util do produto. Porém, alguns desses
conservantes podem apresentar efeitos indesejaveis, tais como alergias, irritagoes, e até
mesmo efeitos toxicos. Na tentativa de diminuir esses problemas ¢ aumentar a valorizagao de
praticas alternativas, o uso de produtos naturais surge como uma solugdo. A Schinopsis
brasiliensis Engler, ¢ uma planta medicinal comum no nordeste brasileiro, principalmente na
regido que compreende a caatinga. Os raizeiros da cidade de Campina Grande-PB indicam o
seu uso com diversas finalidades, tais como: antimicrobiano, antidiarréico, agao antisséptica, e
para cicatrizacdo de feridas. Tais atividades, se devem ao fato dessa planta apresentar
metabolitos secundarios como: flavonoides, taninos, antocianinas, saponinas, alcaléides,
flavondis e flavonas. Assim, esse trabalho teve como objetivo, avaliar a atividade
antimicrobiana e conservante de S. brasiliensis utilizando microrganismos presentes em
contaminagdes de formulagdes cosméticas. O extrato etanoOlico foi obtido através de
percolacdo, utilizando o élcool etilico 96% como solvente. A atividade antimicrobiana do
extrato foi avaliada pelo método de microdilui¢ao utilizando as cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. A formulagdo
contendo o extrato foi, posteriormente, submetida ao teste-desafio, no qual as amostras foram
contaminadas artificialmente pelos microrganismos. Quanto aos resultados da CIM,
observou-se que S. brasiliensis mostrou uma boa atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados. E que, a formulagdo contendo o extrato como unico conservante
apresentou atividade inibitoria frente as bactérias, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
e contra o fungo Candida albicans. Dessa forma, pode-se concluir que o extrato apresentou
atividade relevante contra alguns microrganismos, podendo ser utilizado em substituicdo aos
conservantes sintéticos.

Palavras-chave: Conservantes. Plantas medicinais. Reagoes adversas
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados da Associa¢do Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumarias ¢ Cosméticos, o mercado brasileiro de produtos cosméticos vem crescendo em
um ritmo maior do que o da economia nacional. Diante disto, os proprios fabricantes buscam
uma qualidade cada vez maior desses produtos, realizando um controle de qualidade constante
durante os processos de fabricagio (MARQUES; MOREIRA, 2009).

Os fotoprotetores sdo produtos cosméticos contendo filtros solares, os quais sdo
substancias orgdnicas ou inorganicas, que exercem acao refletora ou de absor¢ao da radiacdo
ultravioleta sobre a pele. O filtro solar deve ser incorporado em um veiculo adequado que
contribua para a melhora da aparéncia, do sensorial e da aceitacdo do produto pelo
consumidor (LARANTES, 2009).

Os produtos cosméticos devem ser produzidos, armazenados, transportados e
distribuidos de forma segura, e devem atender a Resolugdo n.° 481/99 que define os limites
permitidos de carga microbiana para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes. A
presenca de agua e componentes organicos na formulacdo favorece o crescimento de
microrganismo. Em alguns casos, estes afetam a estrutura dos agentes conservantes
influenciando na estabilidade do produto, o que justifica a avaliagdoda sua qualidade
microbiologica (MARQUES; MOREIRA, 2009).

Os conservantes que comumente causam reagdes adversas e que estdo presentes na
maioria dos produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios sdo: parabenos, cloreto de
benzalconio, benzoato de sodio e o alcool benzilico. A maioria dos medicamentos possuem
combinagdes de agentes conservantes para melhorar sua eficicia de conservacao e ampliar o
seu espectro de agdo (ARAUJO; BORIN, 2012).

Neste contexto, insere-se a ncessidade de buscar novas alternativas terapéuticas.
Portanto, as plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais de grande interesse
cientifico, devido a possibilidade de emprega-las em futuras formulagdes farmacéuticas, como
por exemplo, fitofdrmacos. Isto se deve a grande diversidade de seus constituintes
(MACHADO, 2012).

Os raizeiros da cidade de Campina Grande-PB, indicam o uso de S. brasiliensis para
tratar diversas enfermidades como: inflamacdo na gengiva, faringite, laringite, diarréia,
disenteria, catarro, gripe, tosse, a¢do anti-séptica, e¢ para cicatrizagdo de feridas. Tais
atividades, se devem ao fato dessa planta apresentar metabolitos secundarios como:
flavonoides, taninos, antocianinas, saponinas, alcaldides, flavonoéis e flavonas (MACHADO,
2012).



Atualmente, vérias técnicas de screening sao utilizadas para definir se um determinado
extrato possui atividade antimicrobiana ou ndo. Sao técnicas que podem ser realizadas
rotineiramente, devido a sua simpicidade, até técnicas mais sofisticadas (NASCIMENTO,
2007).

Os testes de qualidade sdo aplicados com a finalidade de avaliar as caracteristicas
microbioldgicas e fisico-quimicas de matérias-primas e produtos acabados. Os resultados
encontrados devem estar de acordo com especificagdes farmacopéicas, legislagdes vigentes e
artigos cientificos (SILVA, 2008).

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e a
eficacia do extrato de S. brasiliensis Engler, aplicado a uma formulagdo cosmética, e com
isso, tentar substituir os conservantes sintéticos por substancias naturalmente presentes no
extrato da planta, com intuito de minimizar os efeitos adversos relacionados ao uso dessas

substancias sintéticas em formulagdes cosméticas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Atividade Antimicrobiana de Plantas Medicinais

Desde a Antiguidade, as plantas sdo recursos terapéuticos ao alcance do ser humano. E
fato que, no passado, o homem, quando acometido de seus males, recorria a alguma fonte de
poder curativo. Na perspectiva da pesquisa natural, o homem encontrou nas plantas, virtudes,
cujo valor tornou-se reconhecido e por tantas vezes, foi considerado como magico. De tal
forma demonstrando uma estreita interrelagao entre o uso das plantas e sua evolugao. Durante
milénios, as plantas representaram para os seres humanos a tnica fonte de substancias com
poder curativo. No inicio do seculo XIX, com o desenvolvimento da quimica, as plantas
passaram a representar a primeira fonte de substidncias para o desenvolvimento de
medicamentos (TURATTI, 2008).

A pesquisa das substancias antimicrobianas produzidas pelos vegetais, foi bastante
intensificada ap6s a descoberta da penicilina. Metabdlitos secundarios como, alcaléides,
terpenos, flavonodides, taninos e dleos essenciais, sao compostos produzidos pelas plantas e
tem importancia no mecanismo de defesa contra seus predadores naturais, como fungos,
bactérias, virus, parasitas, insetos e animais superiores. Os flavonodides, por exemplo, sao

compostos fenodlicos largamente distribuidos nos vegetais superiores. Muitos deles



apresentam atividade bioldgica como, por exemplo, atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, entre outras (SANTOS, 2007).

Ao longo do século XX, o homem moderno pode ser compreendido e diferenciado das
demais épocas pelo consumo elevado de medicamentos. As pesquisas quimicas possibilitaram
a cura e o tratamento para diversos males que assolaram a populagdo mundial, como a
depressao, cardiopatias, tuberculose e a sifilis. Porém, os medicamentos industrializados nao
resolveram os problemas de satide da maior parte da populagdo (VEIGA, 2008).

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), cerca de 65 a 80% da
populagdo mundial buscam nas plantas fins terapéuticos, seja por motivo de pobreza,
precariedade no sistema de satde ou locais de dificil acesso a postos de satde, onde ocorre a
prescricao e dispensa¢do de medicamentos alopaticos. Nos paises em desenvolvimento, as
plantas medicinais sdo utilizadas pela populacdo mais carente como terapias alternativas ao
tratamento de enfermidades. J& nos paises desenvolvidos, o uso de medicamentos a base de
plantas ¢ impulsionado pelo modismo do consumo de produtos naturais. Esse modismo
favoreceu a utilizagdo de plantas para o tratamento de doencas “contemporaneas” como a
ansiedade ¢ a obesidade (VEIGA, 2008).

Por possuir uma grande biodiversidade, o Brasil oferece subsidio suficiente para que
esta pratica se mantenha crescente. Tal biodiversidade ndo foi totalmente estudada, podendo
ainda ser descobertas varias outras substancias com caracteristicas medicinais. A midia atribui
valores astrondmicos para o patrimdnio natural, estimado em 2 trilhdes de dolares, ¢ um
mercado para terapias que movimentou, cerca de US$ 500 milhdes, somente no Brasil,
indicando assim um mercado em expansdo (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

O conhecimento das populagdes que fazem uso grosseiramente de plantas medicinais é
impresindivel para o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico. A producdo de um
fitoterapico requer necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botanicos,
agrondmicos, fitoquimicos, farmacologicos, toxicologicos, de desenvolvimento de
metodologias analiticas e tecnoldgicas. Nao menos importante, deve-se manter a integridade
quimica e farmacologica do vegetal, garantindo a constancia de sua acdo biologica e a sua
seguranca de utilizagdo, além de valorizar seu potencial terapéutico (TOLEDO et al., 2013).

As observagdes populares sobre o uso ¢ a eficacia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgagdo das virtudes terapluticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes

quimicos conhecidos (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).
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A etnobotanica ¢ um dos caminhos alternativos que mais crescem no Brasil e no
mundo, ¢ contribui na descoberta de novas substincias bioativas. A coleta e a utiliza¢ao
medicinal da planta sdo os dois fatores que sdo levados em consideracdo. O primeiro fator
estd relacionado com a regido, a época do ano e estagios de desenvolvimento ideal para a
utilizacdo do vegetal, envolvendo também a preparagdo de exsicatas. A etnobotdnica ¢ a
disciplina que estuda os conceitos desenvolvidos por uma sociedade sobre o mundo vegetal
(MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

O estudo etnobotanico consiste na avaliacdo da interacdo humana com todos os
aspectos do meio ambiente, através de levantamentos nas comunidades tradicionais sobre a
utilizacdo das plantas na farmacopéia caseira e na economia doméstica. Também permitem
inferir sobre eficacia dos produtos que atingem o mercado de producdo de chas, xaropes,
cremes e outros (SOUZA, 20006).

O problema da resisténcia bacteriana atualmente enfrentado pela industria
farmaceéutica, pode ser contornada com a utilizagdo de plantas com atividade bactericida e
fungicida, sendo utilizadas em substitui¢do aos antissépticos ¢ desinfetantes convencionais,
uma vez que os metabolitos secundarios presentes nas celulas dos vegetais atuam por
mecanismos variados. Dos anos 80 até os dias atuais, o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos tem diminuido, em contrapartida, o nimero de microrganismos resistentes
tem aumentado (TURATII, 2008).

A familia Anacardiacea compreende um grande numero de plantas utilizadas na
medicina popular. Sdo encontradas no Brasil cerca de 13 géneros e 68 espécies. Dentre as
espécies, as que possuem um maior valor econdmico sdo: S. brasiliensis Engl, S. haenklana,
S. lorentzii e S. balansae (SANTOS, 2013).

A Schinopsis brasiliensis Engler., ¢ um vegetal comum no nordeste brasileiro,
principalmente na regido que compreende a caatinga. Atinge uma altura de 12 a 22 metros,
apresentando caule aéreo, tronco forte e lenhoso, possui ramos espinhosos, folhas aromaticas,
com flores alvas e pequenas ¢ fruto alado. E classificado como uma planta xerofita, heliofita,
totalmente decidua durante o periodo seco ¢ que floresce em épocas variaveis do ano
(MACHADO, 2012).

A atividade antimicrobiana de S. brasiliensis, foi demostrada frente a varios
microeganismos, tais como: de S. brasiliensis contra Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans,
Salmonella, Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis e Enterococos. Outros estudos
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incluiram cepas multi-resistentes aos medicamentos tetraciclina, gentamicina, amoxicilina e
eritromicina (FERNANDES et al., 2015).

No extrato hidroalcoolico da casca de S. brasiliensis, detectou a presenga de flavonoides e
taninos, bem como a auséncia de toxicidade. Sendo possivel, também, se detectar
qualitativamente, a presen¢a de auronas, catequinas, chalconas, flavonas, saponinas e taninos
na fracdo acetato de etila do extrato hidroalcodlico, enquanto que, na fracdo hexanica e

cloroférmica apenas esteroides e triterpernos, respectivamente (SOUZA, 2015).

2.3 Formulacoes Cosmeéticas

O crescimento constante das mulheres no mercado de trabalho, o uso de tecnologias de
ponta, lancamentos constantes de novos produtos, atendendo as necessidades dos
consumidores, e aumento da expectativa de vida com consequente necessidade de manter a
aparéncia da juventude, sdo fatores que tem impulsionado cada vez mais o crescimento do
faturamento da Industria Brasileira de Higiene pessoal, Perfumaria e Cosméticos (MORAES;
CANUTO, 2011).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), os cosméticos sao
preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas
partes do corpo humano, buscando o objetivo de limpa-lo, perfuma-lo, alterar sua aparéncia,
corrigir odores corporais ou protegé-lo, mantendo o bom estado (MARQUES; MOREIRA,
2009).

A qualidade de cosméticos e produtos farmacéuticos estd relacionada com o grau de
conformidade, com os requisitos ¢ padrdes minimos estabelecidos pela Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 481, de 23 de setembro de 1999, que estabelece os limites
microbioldgicos para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes. Para que um
produto tenha boa qualidade, ndo s6 se deve evitar o crescimento de microrganismos
patogénicos, mas também deve-se manter o crescimento de microrganismos ndo patogénicos
dentro dos limites legalmente permitidos (VASCONCELOS; MEDEIROS; NASCIMENTO,
2015).

A contaminagdo microbiana de produtos farmacéuticos pode ocorrer durante o
processo de fabricagdo ou durante o uso do produto. As fontes de contamina¢do durante o
processo de producdo incluem agua, matérias-primas, equipamentos, utensilios, os

responsaveis pelo processo de produgdo e o ambiente de produgdo. O proprio paciente pode
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representar uma fonte de contaminagao, inoculando microrganismos durante o uso do produto

farmacéutico (LANNA; VIANA, 2013).

As empresas fabricantes devem ter a responsabilidade de submeter os produtos
cosméticos ao Controle da Qualidade, seguindo os seguintes aspectos na adequacdo das
caracteristicas de qualidade, incorporadas e comprovadas a cada etapa: a) Tecnologicos, que
incluem itens como dureza, condutividade ¢ acidez; b) Psicologicos, tratam-se das
caracteristicas organolépticas e de apresentagdo tanto da embalagem como do produto; c)
Relacionados ao tempo, sdo eles confiabilidade, seguranga, manutengao; d) Contratuais, como
é o caso das propostas de garantia e por fim; e) Eticos que incluem a honestidade do servigo

de vendas e a cortesia do pessoal de vendas (MORAES; CANUTO, 2011).

2.4 Conservantes e Reacoes Adversas

Os conservantes sdo preparagdes farmacéuticas utilizadas para manter a integridade do
produto durante o seu tempo de prateleira. Um conservante para ser considerado ideal deve
obedecer a algumas exigéncias, como: ser estavel e compativel com outros ingredientes da
formulacdo, sem interferir com a cor ou odor do produto, ter amplo espectro de acdo em
baixas concentragdes, permanecer ativo em diferentes faixas de pH, distribuir-se de forma
uniforme em sistemas emulsionados, inativar contaminantes rapidamente, prevenindo o
crescimento de microrganismos, além de ndo provocar efeitos toxicos, itritantes e
hipersensibilizantes (AMARAL, 2010; SANTOS, 2007).

Assim, os conservantes sdo adicionados as formulagdes com dupla finalidade: a
primeira ¢ proteger o usuario de qualquer dano a saude, em virtude da contamina¢do do
produto e, a segunda, ¢ proteger o produto, Desta forma, para o cumprimento da legislagao
atual e garantia da qualidade microbiologica dos produtos, ¢ necessario, além do controle da
formulacdo e o uso de conservantes adequados, garantir a qualidade das matérias-primas, da
producdo ¢ do armazenamento (STEVANATO, 2005).

Os conservantes devem ser utilizados em formulagdes cosméticas e farmacé€uticas para
prevenir e/ou inativar o crescimento de microrganismos que alteram a estabilidade do produto
ou causam infeccdes ao usudrio. Porém, as substancias que estdo disponiveis atualmente no
mercado sdo intrinsecamente toxicas, podendo causar reagdes de hipersensibilidade ao

usuario, sendo a segunda causa de reagdes adversas aos cosméticos (RUAS, 2010).



Na Tabela 1, estdo expostos os principais conservantes utilizados em formulacdes

cosméticas.

Tabela 1: Principais Classes de Conservantes Utilizados em Cosméticos

CLASSE DE CONSERVANTES CONCENTRACOES USUAIS (%)
Parabenos 0,1-1
Formaldeidos e liberadores de 0,1-0,2

formaldeido

Isotiazolinonas 0,1
Fenoxietanol 1
Fenoxietanol + 0,0075-0,06
Metildibromoglutaronitrilo
Sorbato de potassio 0,6
3-iodo-2-propinil-butilcarbamato 0,1
(IPBC)

Fonte: AMARAL et al., 2010.

Durante muitos anos, os parabenos foram introduzidos na induastria de cosméticos,
alimenticia e farmacéutica. S3o alquil ésteres do acido parahidroxibenzodico e utilizados em
formulagdes de uso topico e sistémico. Agem por inibigdo do transporte da membrana celular
ou da fun¢do mitocondrial de leveduras, tanto na fase germinativa quanto na fase vegetativa
de microrganismos. Sao comumente utilizados em associagdo, devido a suas caracteristicas de
solubilidade, especialmente o etil e o metil parabeno, sendo efetivos contra fungos e bactérias
gram-positivas. Numerosos casos de reagdes adversas foram relatados para as formulagdes
farmacéuticas que possuiam parabenos, como reagdes de hipersensibilidade. Apds o seu
metabolismo, os parabenos sdo convertidos em acido p-hidroxibenzodico, estruturalmente
relacionado ao acido acetilsalicilico, substincia bem conhecida por causar reagdes de
hipersensibilidade (STEVANATO, 2005; ARAUJO; BORIN, 2012; SILVA et al., 2008).

Outro grupo de conservantes bastante utilizados atualmente sdo o formaldeido e
liberadores de formaldeido. O formaldeido livre esta em desuso devido ao seu alto potencial
irritante, hipersensibilizante e carcinogénico. Os liberadores de formaldeido sdo os mais
problematicos em termos de alergenicidade e incluem DMDM hidantoina, imidazolidinil
uréia, diazolidinil uréia, bronopol e quaternium-15, sendo este ultimo o que mais causa

problemas de alergias nos Estados Unidos. Estes compostos possuem em sua estrutura uma
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molécula de formol, que quando liberada pode facilmente causar reagdes alérgicas ou
interagir com outras moléculas, formando nitrosamida que sdo agentes carcinogénicos
(AMARAL, 2010).

O élcool benzilico ¢ utilizado devido a suas caracteristicas antibacterianas e
antifungicas e em altas concentragdes ele pode ser utilizado como anestésico e
antipruriginoso. Compde a maioria das preparagdes cosméticas e medicamentos injetaveis. Os
recém-nascidos sdo os que mais desenvolvem reagdes adversas a essa classe de conservantes,
uma vez que o alcool benzilico ¢ convertido a dlcool benzdico que no figado ¢ conjugado com
glicina e excretado pela urina na forma de 4cido. Por terem uma via metabdlica pouco
desenvolvida, esses pacientes sdo os que mais sofrem (ARAUJO; BORIN, 2012).

O cloreto de benzalconio ¢ bastante utilizado em solucdes para descongestionates
nasais. As reagdes adversas tipicas desse conservante sdo: diminui¢do da funcdo pulmonar,
reagdes de hipersensibilidade em pacientes asmaticos e agravamento do quadro de rinite
medicamentosa em quem faz uso frequente de descongestionates nasais (ARAUJO; BORIN,

2012).

2.5 Teste de Eficacia do Sistema Conservante

Foi reconhecido previamente que a avaliacdo da atividade antimicrobiana de um
conservante, em formulacdo cosmética, so pode ser realizada através de testes, nos produtos
acabados, que exijam preservagao dos mesmos (LAIATE; ROSSI, 2012).

O uso correto de conservantes durante o desenvolvimento de um produto ¢ um aspecto
que deve ser considerado na qualidade microbioldgica de cosméticos. No entanto, para se
definir o conservante ideal a determinada formulagdo, ¢ necessario que se faca o teste de
desafio do conservante (AMARAL, 2011).

Durante o desenvolvimento de uma formulagdo farmacéutica, deve-se demonstrar que
a mesma esta livre de contaminagdo por microrganismos padrdoes no recipiente final. As
propriedades conservantes sdo consideradas adequadas se, durante o teste, nas condicdes
corretas, houver queda significante ou nenhum aumento do numero de microrganismos na
preparagao inoculada, apos os tempos e temperaturas preconizados (SANTOS, 2007).

Testes de desafio ou teste de eficacia de conservantes fazem parte dos testes de
seguranca de um produto. Embora os cosmeticos ¢ medicamentos aquosos em recipientes de
uso multiplo ndo precisem ser estéreis, devem ser adequadamente conservados por meio de

um sistema conservante. Tais produtos eliminam as bactérias contaminantes em tempo
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suficientemente rapido para que ndo se torne um perigo para a saide e para que as
preparacdes nao passem por alteracdes fisicas inaceitaveis (Turatti, 2008).

O teste mais utilizado para avaliagdo do sistema conservante ¢ o “teste desafio”, onde
microrganismos-testes sdo inoculados nas formulagdes, sendo feito um acompanhamento de
viabilidade destes microrganismos nos tempos de inoculagdo. Esse teste tem como objetivo
avaliar se a formulacdo fica segura e inalterada, frente a uma alta carga microbiana (por certo
periodo de tempo), consequentemente nos permite verificar se o conservante esta realizando a
sua fung¢do de forma correta e eficaz. (OLIVEIRA et al., 2007; LAIATE; ROSSI, 2012).

O uso de organismos-padrdes permite abrangéncia morfologica e metabolica de
bactérias, leveduras e bolores amplamente distribuidos na natureza e que tenham sido
associados a problemas microbiologicos. De acordo com a Farmacopéia Européia (2002), os
microrganismos padrdes a serem utilizados sdo (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010; SANTOS,
2007):

o0

s Pseudomonas aeruginosa;
¢ Staphylococcus aureus;

RS

¢

Candida albicans,

RS

*

Aspergillus niger;

D)

*
0.0

Escherichia coli;

O consumidor tem se tornado cada vez mais exigente e¢ mais criterioso com a
qualidade do produto que consome. E crescente a sua preocupagdo em fazer uso de produtos
menos agressivos, de origem natural ou o mais proximo possivel desta origem. Como por
exemplo, evitar o uso de matérias-primas sintéticas com a finalidade de conservacdo do
produto. Neste quesito sdo poucas as formulagdes que resistem a primeira inoculacao, quando
do Teste de Desafio do Conservante. Por tal motivo remete-se a pesquisa de produtos
extraidos de produtos naturais com valor conhecido, comprovado ou nao, que sdo ofertados a

indutstria cosmética (PACKER; MARISA, 2007).
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de estudo

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos (LABDEM), no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Estadual da Paraiba.

3.2 Processamento do material vegetal

Foram coletadas as folhas da planta Schinopsis brasiliensis Engl. As amostras foram
coletadas na regido do compartimento da Borborema, localizados no semiarido paraibano, a
partir de plantas adultas selecionadas. Foram realizadas as exsicatas para identificagdo
botanica das plantas e as andlises de verificagdo da sua autenticidade. A exsicata foi
depositada no herbario Professor Jayme Coelho de Morais, pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal da Paraiba, no municipio de Areia - PB, com registro de
nimero EAN-14049.

O processo de secagem das folhas foi realizado em estufa com renovagao e circulagdo
de ar, a temperatura de 40 °C, até estabilizacdo da umidade. Apos a secagem, o material foi
triturado em moinho de facas, com granulometria definida em torno de 10 mesh. Em seguida
foi acondicionado em frascos hermeticamente fechado, protegendo-o do ar e da radiagdo

solar.

3.3 Obtengao do extrato
Foi produzido um extrato etandlico obtido pelo método de extragdo percolagdo, tendo

o etanol a 96 % como solvente e evaporados a vacuo.

3.4 Caracterizacao fitoquimica

Foi realizado leituras das amostras das solu¢des do extrato vegetal, relacionando-se os
valores de absorbancia encontrados com a concentra¢do de cada metabodlito secundario
presente na solucdo, através de uma relagdo matematica obtida pela curva de calibragdo. Os
principais grupos de substincias ativas presentes no extrato testado, foi realizado através de
reagdes quimicas, utilizando reagentes especificos para cada metabolito secundério. Para a
construgdo da curva de calibragdo foram utilizados os seguintes padrdes: solucao de
quercetina para identificacdo de flavonoides, catequina para identificagdo de taninos, acido
galico para identificagdo de polifendis e vanilina para identificagdo de saponinas. O contetido
total de cada constituinte identificado foi expresso em miligramas equivalentes ao padrio

utilizado.
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.....

Para avalia¢do da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padroes American
Type Culture Collection (ATCC) de Candida albicans (18804), Escherichia coli (25922),
Staphylococcus aureus (25923), Pseudomonas aeruginosa (27853), as quais foram
disponibilizadas pela Fundag¢dao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).

Para realizacdo dos testes de sensibilidade dos microrganismos aos extratos vegetais
produzidos foram utilizados os meios agar e caldo triptona de soja (TSA/TSB), para bactérias;

e agar e caldo Sabouraud Dextrose, para fungos.

3.5.1. Preparacao do inoculo microbiano

As cepas ATCC, foram reativadas em tubos, contendo 10 mL de 4gar nutriente para
bactérias e agar Sabouraund para fungos, inclinado e incubado a 36 + 0,5 °C, por 24 horas,
para bacterias; e 22,5 £2,5 °C, para fungos.

O 1noculo foi preparado transferindo colonias de cada microrganismo para tubos de
ensaio contendo 3 ml de solugdo salina a 0,85%, a fim de se obter uma prepara¢do microbiana

com turvacao semelhante a escala 0,5 de McFarland.

3.5.2 Ensaio por microdiluicao

O ensaio foi realizado pelo método da microdiluigdo, utilizando microplacas de 96
pogos, contendo 190 pL/pogo do caldo triptona de soja previamente inoculado, com o
microrganismo a ser analisado. O extrato fora diluido em DMSO a 10%, nas concentragdes
de 1000 a 0,078 pg/mL, sendo adicionados 10 pL de cada extrato nos pocos contendo o meio
inoculado. Como controle positivo foi utilizado gentamicina para E. coli e P. aeruginosa,
cefalexina para o S. aureus e fluconazol, para C. albicans. E, como controle negativo a
solucdo de DMSO a 10%. As placas foram incubadas a 36 + 0,5 °C, por 24 horas, para
bactérias, e 22 + 2,5 °C, por 48 horas, para fungos. A CIM foi definida como a menor
concentragdo do extrato que inibir o crescimento microbiano, confirmado pela leitura em
espectrofotometro a 625 nm, para bactérias ¢ 580 nm, para fungos. O ensaio foi realizado em

triplicatas.

3.6 Desenvolvimento das formulacoes
Apos o estudo de compatibilidade extrato/excipiente, realizado anteriormente, foram
produzidos quatro formulagdes de protetor solar, as quais foram acondicionadas em sacos

estéreis de 20 gramas. As formulagdes produzidas foram:
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1° Formulag@o: protetor solar, contendo o extrato de S. brasiliensis, na concentragido
de 0,1%.

2° Formulagao: protetor solar, contendo o metil e propilparabeno + o extrato de S.
brasiliensis, na concentragdo de 0,1%.

3° Formulagao: protetor solar, contendo o metil e propilparabeno, na concentracdo de
0,1%.

4° Formulagdo: protetor solar, sem nenhum tipo de conservante.

3.7 Teste da eficacia do sistema conservante do protetor solar

Os microrganismos desafiantes utilizados no teste de eficacia do sistema de
conservantes foram: Candida albicans (ATCC 18804), Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

O inoculo microbiano foi padronizado em espectrofotometro, no comprimento de onda
de 625 nm, para bactérias, equivalente a 10° UFC/mL (Unidades Formadoras de
Coldnias/mL) e 580 nm para fungos, a qual foi equivalente a 10* UFC/mL.

Em cada amostra de 20 g do protetor solar produzido, foram inoculadas 0,2 mL da
suspensdo com cada um dos microrganismos desafiantes, de forma a se obter uma
concentragdo final de 10" UFC/mL, para as bactérias e 10° UFC/mL, para a C. albicans. As
amostras foram homogeneizadas e armazenadas a temperatura ambiente. Um grama de cada
amostra foi diluida em 9 mL de solu¢do salina estéril a 0,85%, obtendo a primeira diluigao 10
! a partir desta foi realizadas dilui¢des decimais até 10”. De cada diluigdo foi retirado 1 mL e
colocada em placa de Petri estéril, adicionando-se 20 mL de meio agar caseina soja (TSA),
para bactéria e agar Sabouraud Dextrose, para C. albicans. Apos o periodo de incubagdo foi
realizada a contagem das UFC de cada microrganismos sobreviventes. Esse procedimento foi
realizado nos tempos 0, 2, 7, 14, 21 e 28 dias, apds a produgdo das formulagdes. As analises

foram realizadas em triplicatas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fitoquimica

A caracterizagdo da S. brasiliensis Engler., foi feita por reagdes quimicas especificas
quatitativas, a partir da droga vegetal seca com reagentes especificos para cada classe,
mostrando presenca de flavonoides, polifenois, taninos e saponinas, como esta apresentado na

tabela 2.

Tabela 2: Caracterizagdo Fitoquimica Realizada com os Extratos da Planta Estudada

Taninos Flavonoi
Polifendi Saponin
Extrato  condensados des totais . .
s totais (mg/g)  as totais (mg/g)
(mg/g) (mg/g)
S.
brasiliensis 13,16 70,03 386,75 171,37
(folha)

Fonte: Dados do autor

Existe uma crescente conviccdo de que alguns flavonodides sdo particularmente
benéficos, atuando como antioxidantes e dando protecdo contra doengas cardiovasculares e
certas formas de cancer, apresentando ainda atividade antimicrobiana. Os taninos apresentam
acdo antidiarréica podendo ser utilizado no caso de disenteria; atividade antisséptica,
explicada pela acdo em precipitar as proteinas das células superficiais das mucosas e dos
tecidos, formando um revestimento protetor e atividade antimicrobiana (MORAIS;
CANUTO, 2011)

E de conhecimento cientifico o potencial antioxidante dos compostos fenolicos,
atuando como redutores de oxigénio singleto, nas reagdes de oxidacdo lipidica e na quelagdo
de metais. Apresentam uma ampla gama de propriedades farmacologicas, como
antialergénicas, antiarteriogénicas, antiinflamatérias, antimicrobianas, antitromboticas e

também efeitos cardioprotetores e vasodilatadores (ROCKENBACH, 2008).

.....

A concentracdao inibitéria minima ¢ definida como a menor concentracdo de uma

formulagdo que inibe o crescimento microbiano visivel in vitro. Os resultados para a
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determinagdo da concentracdo inibitéria minima do extrato feito a partir da folha de S.

brasiliensis no teste de dilui¢des, conduziu aos valores demonstrados na tabela 3.

Tabela 3: Determinagéo da Concentragdo Inibitoria Minima

Percentual de Inibigao (%)

" Concentracdo  S.aureus  E.coli P aeruginosa  C.albicans
(mg/mL)
1,000 97,67 80,01 100,07 87,07
0,500 62,08 67,63 91,08 78,85
0,250 52,07 55,00 83,73 67,89
0,125 37,20 4724 65,22 67,34
0,063 5,89 41,48 50,55 58,43
0,031 i 40,47 41,11 50,54
0,0156 : 38,88 41,66 50,24
0,0078 _ 3015 35.25 g

Fonte: Dados do autor

Um aspecto bastante relevante da CIM de extratos vegetais ¢ a preocupacao,
principalmente em relagdo aos aspectos toxicoldgicos, microbiologicos e legais pertinentes
aos compostos naturais ou suas combinagdes (OSTROSKY, 2009).

Os valores apresentados indicam a faixa da concentragdo do extrato que inibiu o
crescimento do microrganismo, no teste de microdiluigdes. O percentual de inibigdo para a
bactéria S. aureus foi de 5,89%, onde o extrato se encontrava em uma concentra¢do de 0,063
mg/mL. J4 para os demais microrganismos, o percentual de inibi¢ao foi inferior a 50%, e o
extrato estava a uma concetragdo de 0,0078 mg/mL. De acordo com Rios et al. (2005), a
concentragdo de um extrato vegetal com atividade antibidtica deve ser menor que 1 mg/mL,
para que o extrato seja bem utilizado na terapéutica.

A atividade exibida pelos extratos testados provavelmente estd relacionada com a
presenca de compostos fenolicos como polifendis e flavonoides (CHUNG, 1998). De acordo
com Scalbert (1991) e Cowan (1999) os taninos podem atuar sobre o metabolismo nos micro-
organismos através da inibicdo de enzimas, da fosforilagdo oxidativa e do sistema de

transporte de elétrons e inativagdo de adesinas microbianas e proteinas do envelope celular.
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Os flavonoides podem atuar na inibi¢do de sintese de dcidos nucléicos impedindo a
formagdo de pontes de hidrogénio entre bases nitrogenadas e, podem perturbar as bicamadas
lipidicas penetrando diretamente ¢ interrompendo a fungdo de barreira, como também podem
provocar a fusdo da membrana, resultando em vazamento de materiais intracelulares. Por sua
vez, os alcaldides podem atuar causando falhas na sintese de DNA (CUSHNIE, 2003).

De acordo com o estudo de Chaves (2011),existe uma grande perspectiva para a
obtengdo de antibidticos naturais a partir da S. brasiliensis, pois apresenta uma boa atividade
contra cepas de elevado significado clinico, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e o fungo Candida albicans.

4.3 Eficacia do sistema conservante
A Tabela 4 apresenta os valores referente ao crescimento dos microrganismos ao

longo do teste-desafio.

Tabela 4: Redugdo Log;o de UFC/g dos microrganismos presentes nas formulagdes utilizando o extrato de S.
brasiliensis nas quatro formulag¢des de protetor solar, em fungdo do tempo (T).

Tempos (dias)

Microrganismos Produto T0 T2 T7 T14 T21 T28

Extrato 1,30 1,69 4,00 <1 <1 <1

Extrato+conservante 2,00 1,48 1,69 1,85 1,90 <1

P. aeruginosa Conservante 1,69 195 238 3,60 <1 <1
Controle negativo 4,48 429 3,00 4,60 3,60 4,70

Extrato 7,69 300 2,70 3,60 <1 <1
Extrato+conservante 3,48 <1 <1 1,30 3,00 1,78

E. coli Conservante 4,90 <1 <1 2,00 1,60 <1
Controle negativo 748 6,30 348 4,88 4,85 4,60

Extrato 4,08 <1 0,0 <1 1,30 <1

Extrato+conservante 2,48 <1 <1 4,08 <1 <1

S. aureus Conservante 3,69 <1 0,0 1,78 <1 <1
Controle negativo 6,30 5,30 7,95 3,49 3,30 3,48

Extrato 1,30 0,0 0,0 0,0 <1 0,0
Extrato+conservante <l <1 0,0 <1 0,0 1,23

C. albicans Conservante 0,0 1,26 <1 0,0 0,0 <1

Controle negativo 2,60 446 530 7,04 330 3,69

Fonte: Dados do autor

De acordo com a 5° edicao da Farmacopéia Brasileira (2010), os produtos de uso
topico, constituidos de base, ou veiculo aquoso, produtos nasais ndo estéreis e emulsdes,
incluindo aqueles aplicados em membranas mucosas, devem atender as seguintes

especificagdes: para bactérias, a partir do 14° dia de teste, deve haver reducdo de 2 logs do n°
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de UFC’s inicialmente inoculados, permanecendo assim ate o 28° dia. J& para bolores e
leveduras, ndo deve haver aumento do n° de UFC’s inicialmente inoculados, permanecendo
ate o 28° dia do teste.

Para as formulagdes contendo o extrato de S. brasiliensis, houve resultados
satisfatorios com relagdo aos microrganismos Pseudomonas aeruginosa e Escherichia colli,
uma vez que, observou-se uma diminuicdo de 2 ciclos logaritmicos (2,7 e 4,09,
respectivamente), ndo havendo crescimento até o 28° dia. A formulagdo contendo o extrato
mais o conservante se mostrou ineficiénte frente a estas bactérias, uma vez que ndo inibiu seu
crescimento.

Para a bactéria gram (+) Staphylococcus aureus, o extrato quando utilizado como
unica forma de conservacdo, conseguiu reduzir 2 ciclos logaritmico até o 14° dia, porém,
observou-se crescimento no 21° dia do teste, e posterior diminui¢do no 28° dia, ndo
obedecendo aos compendios oficiais. De acordo com Ostrosky et al., 2009, isso se deve a um
efeito conhecido como “rebound” ou “Phoenix”, que ¢ um efeito caracterizado pelo
decaimento de microrganismos sobreviventes e posterior aumento do numero, no decorrer do
tempo do teste.

A formulagdo contendo o extrato juntamente com o conservante sintético, se mostrou
ineficiente frente ao crescimento de todas as bactérias que foram utilizadas no teste.

Os resultados apresentados para o fungo leveduriforme Candida albicans, indicaram
que, o extrato utilizado apresentou uma ac¢ao conservante eficaz. Observa-se uma reducao do
numero de UFC/g a partir dos primeiros tempos, ndo apresentando um aumento significativo
no numero de células vidveis em 21 dias, estando em acordo com os critérios de aceitagdo da
Farmacopéia Brasileira.

Na formulagdo sem o conservante sintético e sem o extrato de S. brasiliensis,
verificou-se que nao houve reducdo de carga microbiana. Pois, para bactérias e fungos, até a
contagem de 28 dias, houve o crescimento de células vidveis.

Pinto et al., (2010) ressalta a importancia da comprovacdo do in6culo no momento
zero, efetuando a determinacdo da carga contaminante inicial em solucdo fisiologica. Pois o
tempo envolvido na homogeinizagdo do in6culo, a tomada de ensaio e/ou dilui¢cdes até as
semeaduras das aliquotas no meio de cultura € suficiente para a a¢do biocida inicial, falseando
os resultados do sistema conservante frente aos microrganismos testados.

Amaral (2010), mostrou uma grande preocupagdo quanto ao uso de conservantes que

tém acdo sobre organismos ecucariotos, como os fungos, pois a probabilidade destes



23

conservantes desencadearem efeitos toxicos em humanos ¢ extremamente maior que aqueles
que tém agdo sobre células procariotas.

Os parabenos possuem largo espectro de agdo, sendo mais ativos contra fungos e
bactérias gram-positivas e menos eficiente contra bactérias gram-negativas (DUARTE, 2014).
Tal afirmacdo pode ser observada nos resultados exibidos, onde o maior grau de reducdo da

carga microbiana ocorreu contra Candida albicans.

5 CONCLUSAO

Nas condigdes em que os testes foram conduzidos, pdde-se concluir que o extrato da
planta Schinopsis brasiliensis, apresenta atividade antimicrobiana frente as bactérias que
foram utilizadas no teste, mantendo a integridade microbiologica do produto. Podendo ser
utilizado exclusivamente como sistema conservante em futuras formula¢des cosméticas,
diminuindo o nimero de efeitos adversos. Observou-se ainda que o extrato juntamente com o
conservante sintético, apresentou uma atividade antagdnica, ndo podendo serem utilizados em

uma mesma formulacio.
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EFFECTIVENESS EVALUATION OF Schinopsis brasiliensis ENGLER LEAVES
EXTRACT AS A PRESERVATIVE IN A COSMETIC FORMULATION

ABSTRACT

Microbial contamination is one of the problems faced by the cosmetics industry, being
difficult to control and negatively affecting the final image of the product. The use of
synthetic preservatives appears as an alternative to try to reduce the proliferation of
microorganisms. There is a variety of classes of such substances available on the market, thus
increasing the life of the product. However, some of these preservatives can have undesirable
effects, such as allergies, irritations and even toxic effects. In an attempt to reduce these
problems and increase the appreciation of alternative practices, the use of natural products
emerges as a solution. The Schinopsis brasiliensis Engler, is a common medicinal plant in
northeastern Brazil, mainly in the region comprising the caatinga. The healers of Campina
Grande-PB indicate its use for various purposes, such as: antimicrobial, diarrhea, antiseptic
action, and wound healing. Such activities are due to the fact of that plant presents secondary
metabolites as flavonoids, tannins, anthocyanins, saponins, alkaloids, flavonols and flavones.
Thus, this study aimed to evaluate the antimicrobial and preservative activity of S. brasiliensis
using microorganisms present in cosmetic formulations. The ethanolic extract was obtained
by percolation using 96 ° ethyl alcohol as solvent. The antimicrobial activity of the extract
was ecvaluated by broth microdilution method using strains of Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. The formulation
containing the extract was subsequently submitted to the test-challenge, in which the samples
were artificially contaminated by microorganisms. As the results, it was found that S.
brasiliensis showed a good antimicrobial activity against the microorganisms tested. And that,
the formulation containing the extract as the sole preservative, showed inhibitory activity
against the bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
against the fungus Candida albicans.

Keywords: Preservatives. Medicinal plants. Adverse reactions
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