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“O estudo em geral, a busca da verdade e da beleza sdo dominios em que nos é
consentido ficar criancas toda a vida.”
Albert Einstein

“A natureza € o unico livro que oferece um conteudo valioso em todas as suas
folhas.”

Johann Goethe

“Determinacédo, coragem e autoconfianca séo fatores decisivos para 0 sucesso. Se
estamos possuidos por uma inabalavel determinacédo conseguiremos supera-los.
Independentemente das circunstancias, devemos ser sempre humildes, recatados e
despidos de orgulho.”

Dalai Lama



RESUMO

O uso de produtos de higiene pessoal tornou-se preocupacdo diaria na vida das
pessoas. No entanto, devido aos comprovados efeitos toxicolégicos de alguns
compostos sintéticos, os consumidores estdo cada vez mais interessados na
utilizacdo de ativos naturais. O objetivo desse estudo foi investigar o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial de Origanum vulgare Linnaeus frente as principais
bactérias responsaveis pelo mau odor axilar (Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Proteus vulgaris ATCC 13315, Micrococcus luteus ATCC 7468 e
Corynebacterium xerosis IAL 105) e desenvolver um desodorante antitranspirante
gue contenha o Oleo essencial de O. vulgare como agente antimicrobiano. Foi
avaliado o perfil quimico do Oleo essencial por cromatografia gasosa de alta
resolucdo (CG-AR) e o componente majoritario identificado foi o y-terpineno (30,5%).
O dleo essencial apresentou atividade bactericida frente ao P. vulgaris ATCC 13315,
M. luteus ATCC 7468 e C. xerosis IAL 105 com valores de concentracao inibitoria
minima (CIM)=1400; 2800 e 1400 pg/mL, respectivamente. Apresentou também
atividade bacteriostatica com valores de CIM=2800 pg/mL para S. epidermidis ATCC
12228 e de CIM=700 ug/mL para as demais. O desodorante antitranspirante
contendo 2% de 6leo de O. vulgare demonstrou atividade bactericida frente a todas
bactérias testadas. As eletromicrografias das linhagens bacterianas expostas aos
tratamentos propostos demostraram alteragbes na estrutura das bactérias. O
desenvolvimento do desodorante antitranspirante contendo o 6leo essencial de O.
vulgare como ativo natural antimicrobiano, confere uma alternativa ao uso do
triclosan.

Palavras-chave: Origanum vulgare. Produtos com acdo antimicrobiana. Plantas
medicinais. Bactérias. Desodorantes.



ABSTRACT

The use of personal care products became a daily concern in the life of ordinary
people. However, due to the toxicological effects of some synthetic compounds,
consumers are increasingly interested in the use of natural actives. Thus, this study
aimed to investigate the antimicrobial potential of essential oil of Origanum vulgare L.
against the main bacterial strains responsible for bad perspiration odor
(Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Micrococcus luteus ATCC 7468 and Corynebacterium xerosis IAL 105) and to
develop an antiperspirant deodorant containing only the essential oil of O. vulgare as
an antimicrobial agent. The chemical profile of the essential oil was evaluated by
high-resolution gas chromatography and the major component was identified y-
terpinene. Bactericidal activity was observed against P. vulgaris ATCC 13315, M.
luteus ATCC 7468 and C. xerosis IAL 105, with minimum inhibitory concentration
(MIC) values of 1400, 2800 and 1400 ug/mL, respectively and bacteriostatic activity
against all of them (MIC=700 ug/mL) and S. epidermidis ATCC 12228 (MIC=2800
pMg/mL). The antiperspirant deodorant containing 2% essential oil presented
bactericidal activity against all tested bacteria. Electron microscopy images confirmed
the physical damage and morphological alteration in the structure of bacteria
exposed to the treatments. The development of antiperspirant deodorant formulation
containing the essential oil of O. vulgare can be a natural antimicrobial alternative to
the use of triclosan.

Key words: Origanum vulgare. Products with Antimicrobial Action. Plants, Medicinal.
Bacteria. Deodorants.
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1 INTRODUCAO

Até a década de 70, os principais objetos de discriminacdo no mercado de
trabalho eram o sexo e a ragca. Com o decorrer dos anos, esse tema foi ampliado,
passando a incorporar também uma nova forma de discriminacdo relativa a
aparéncia fisica (DWECK, 1999). A importancia desse atributo no mercado de
trabalho ja foi comprovada, mostrando ser um dos responsaveis pelo diferencial de
renda entre os trabalhadores (HAMERMESH; BRIDDLE, 1994). Assim sendo,
cresceu a demanda de servicos ligados a beleza e a melhoria da aparéncia fisica.
Essa nova forma de discriminacdo e a maior insercdo da mulher no mercado de
trabalho, nos ultimos anos, provocaram um forte impacto na demanda de bens e
servigos de higiene pessoal (DWECK, 1999).

Harper (2000) demonstrou que as pessoas de aparéncia simples ganhavam
menos que as pessoas de boa aparéncia e essa diferenca correspondia a 15% para
0os homens e 11% para as mulheres. O mercado da beleza é um setor em expanséao,
movido por mulheres e homens que estado cada vez mais preocupados com seu bem
estar, forma fisica e aparéncia (CAMPOS, 2012).

O asseio pessoal também afeta diretamente na qualidade de vida das
pessoas. Cardoso e colaboradores (2009) demonstraram que 92% dos pacientes
gue apresentavam hiperidrose, uma condicao caracterizada pela excessiva producéo
de suor, obtiveram melhora na qualidade de vida quando esse problema foi
solucionado.

As atividades bacterianas sobre as secrecdes e células mortas da pele
normalmente resultam em odores desagradaveis. O suor é geralmente inodoro, no
entanto, como as bactérias se multiplicam sobre a pele e consomem estas
secrecdes, 0s subprodutos resultantes podem conter um odor forte e indesejavel.
Dos diferentes odores que emanam do corpo humano, os axilares sao considerados
os mais ofensivos (JAMES et al., 2013; PANDEY; KIM, 2011).

Pode-se dizer que os habitos de higiene tém aspectos culturais e se faz
presente nas preocupacoes diarias das pessoas. O Brasil, sendo um pais tropical, se
destaca como o maior consumidor de desodorantes no mundo (SEBRAE, 2012).
Adicionalmente, 94% dos consumidores brasileiros buscam ingredientes naturais em

produtos cosméticos e de higiene pessoal, muitas vezes devido aos comprovados
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efeitos toxicolégicos de alguns compostos sintéticos presentes nas formulacdes
(MARIENHAGEN; BOTT, 2012; UNION FOR ETHICAL BIOTRADE, 2012).

A industria da beleza é uma das que mais tém se beneficiado com o uso de
produtos naturais. No entanto, esse beneficio depende de uma regulamentacao
sanitaria muito rigorosa coordenada por especialistas de diversas areas e que néo
dispensa estudos paralelos e de controle. Dessa forma, o respaldo cientifico é
essencial para o desenvolvimento de novos produtos (CHAMMA, 2007).

A prospeccdo tecnoldégica é um meio sistematico de mapear
desenvolvimentos cientificos e tecnolégicos futuros, que influenciam de forma
significativa, uma inddstria, a economia ou a sociedade como um todo (SILVA
FILHO; RODRIGUES, 2012). No entanto, a escassa inovacdo tecnoldgica em
pesquisa e exploracdo de produtos naturais € uma das caracteristicas marcantes de
paises em desenvolvimento (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

No Brasil, as inova¢des tém sido de baixa ou média tecnologia, enquanto as
grandes empresas sediadas em paises industrializados, como Alemanha, Franca,
Estados Unidos e Japao, vém aplicando competéncias cientificas e tecnolégicas no
desenvolvimento de produtos derivados de plantas medicinais, muitas vezes
oriundas dos paises em desenvolvimento e com emprego tradicional (YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). Consequentemente, esses paises se
consolidam como lideres neste crescente e promissor mercado de produtos naturais.
Cabe ressaltar que, na maioria das vezes, ndo ha uma partilha de beneficios com o
pais de origem da matéria-prima ou com as comunidades tradicionais que lhes
indicaram as aplicagbes das plantas convertidas em um produto final (FUNARI;
FERRO, 2005). Dentre as diversas espécies vegetais existentes, o Origanum
vulgare L. (Lamiaceae), conhecido como orégano, € uma planta encontrada
mundialmente sendo de facil acesso e seu Oleo essencial apresenta atividade
antimicrobiana, além de ser utilizado em perfumaria na obtencdo de fragrancias
picantes (SOUZA et al., 2005).

Dentro deste cenario, o objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial de Origanum vulgare frente as principais linhagens
bacterianas responsaveis pelo mau odor axilar e desenvolver um desodorante

antitranspirante como o 6leo de O. vulgare como ativo antimicrobiano.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRANSPIRACAO

O olfato humano é a forma mais antiga de nossos sentidos distais, fornecendo
informacdes de diferentes produtos quimicos provenientes de fontes distantes em
tempo real. Os seres humanos exalam odores diferenciados em funcdo de sua
genética, dieta, estresse e estado imunolégico. Numerosos compostos volateis
podem ser liberados a partir de diversas areas do corpo que estdo propensos a
producado de odor (couro cabeludo, axilas, pés, virilha e cavidade oral). No entanto, o
odor do corpo humano pode ser subdividido em trés categorias: odor da pele (por
exemplo: transpiragéo), odor liberado da cavidade oral (por exemplo: ar exalado) e
odor liberado da excrecdo humana (por exemplo: urina) (PANDEY; KIM, 2011).

O suor é uma funcdo fisiolégica importante para o controle e a manutencao da
temperatura corporal em aproximadamente 37°C, além de manter a hidratacdo e a
plastificacdo da camada cérnea. Caracteriza-se por ser uma solucdo contendo
cloreto de sddio, agua, uréia e pequenas quantidades de ions potassio, outros
eletrdlitos e acido lactico (BENOHANIAN, 2001).

O controle da temperatura corporal ocorre tanto pela perda de &agua
transepidermal como pela sudorese, que é uma secrecdo intensa, resultante do
estimulo das glandulas écrinas, apdécrinas e apoécrinas, presentes em todo
organismo. Essas glandulas sdo controladas diretamente pelo sistema nervoso
central, por meio do hipotalamo que responde a sinais referentes a temperatura do
organismo e do ambiente, sendo também influenciado por hormdénios, atividade
fisica, substancias pirogénicas enddgenas e emocbes. A habilidade de transpirar
permitiu a adaptacdo do ser humano a diversos climas (BENOHANIAN, 2001;
BOONME; SONGKRO, 2010).

A axila é uma regiao fisiologicamente Unica, quando comparada a outras
partes do corpo, pois possui os trés tipos de glandulas: écrinas, apocrinas e
sebaceas (HARRIS, 2009). Ao serem secretados, tanto o suor écrino como o
apacrino, sao estéreis e inodoros. Os diferentes odores do corpo formam-se depois,
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na superficie cuténea, pela acdo das bactérias sobre o suor apdcrino, rico em
substéancias organicas ideais para o crescimento bacteriano (HAUSNER, 1993).

A superficie do corpo contém de 2 a 4 milhdes de glandulas sudoriparas
distribuidas na pele. Podem ser divididas em dois tipos: as écrinas e as apocrinas
(AZEVEDO, 2008).

2.1.1 Glandulas écrinas

As glandulas écrinas sao responsaveis pela sudorese, sGo menores e mais
numerosas que os demais tipos de glandulas (HAUSNER, 1993). Seu namero varia
de 1,4 a 4 milhdes e depende de cada individuo e da parte anatdmica em que se
encontra. Podem ser encontradas por toda a superficie corporal, concentrando-se
mais nas palmas das maos, solas dos pés, pescoco e tronco. Nas axilas podem ser
encontradas aproximadamente 25000 glandulas écrinas (BENOHANIAN, 2001).

O suor écrino consiste em uma solucdo eletrolitica diluida que contém
principalmente cloreto de soédio, potassio, ambénia e bicarbonato, além de
substancias organicas, como lactato e uréia. Embora seja mais abundante que o
suor apocrino, trata-se de uma solucdo muito diluida para originar o odor axilar,
conferindo também a pele um pH &cido (4,7 para os homens e 6,0 para as mulheres)
que se opde a proliferacdo bacteriana (BENOHANIAN, 2001; HAUSNER, 1993).

No entanto, segundo Draelos (1995), apesar de 0 suor écrino nao promover
odor axilar, ele pode agir indiretamente dispersando o suor apécrino ao longo da
superficie cutanea e fornecer umidade necessaria para o crescimento bacteriano.

A maioria das glandulas écrinas responde a estimulo termal. No entanto, as
gue estdo presentes nas palmas das maos, na regido plantar dos pés e nas axilas
também respondem a estimulos emocionais (SMALLEGANGE, VERHULST;
TAKKEN, 2011).
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2.1.2 Glandulas apdcrinas

As glandulas apocrinas sdo as consideradas responsaveis pela producéao de
odor. Elas tém tamanho muito maior que as écrinas, encontram-se localizadas
principalmente nas axilas, podendo aparecer na regido abdominal, no couro
cabeludo, na aréola mamaria e na regido pubiana. S&do relacionadas ao
desenvolvimento sexual. Por aparecerem em menor quantidade, sabe-se que estas
respondem ao estresse emocional e contribuem pouco na termorregulacdo
sistémica. O controle de seu funcionamento ndo é bem definido, mas sabe-se que
contém inervacdes do sistema simpético adrenérgico e sua secrecdo € estimulada
por excitacdo ou medo. O suor apécrino contém, além de agua e cloreto de sédio,
porcentagens mais elevadas de proteinas, lipoproteinas e lipides provenientes da
desintegracdo do epitélio, que servem de substrato ao crescimento bacteriano
(BENOHANIAN, 2001; FREDRICH et al., 2013; HARRIS, 2009; HAUSNER, 1993;
KONG, 2011).

O processo de conversao dos precursores de odor (triglicérides e esteréis) em
moléculas odoriferas provocadas pelas bactérias € chamado de osmidrose axilar.
Alguns exemplos das substancias odoriferas produzidas s@o androstenona que
lembra o odor de urina, alfa-androstenol que provoca odor almiscarado e &cido
isovalérico que provoca odor acido, adocicado (HARRIS, 2009).

O pelo axilar também colabora para o odor agindo como um local de acumulo
de secrecdo apdcrina, gerando o aumento da superficie de contato que contribui
para a proliferagéo bacteriana (DRAELOS, 1995).

Enquanto nos animais, as substancias liberadas (triglicérides e esterdis) por
essas glandulas exercem o papel de feromdnios e tem como objetivo atrair o sexo
oposto, nos humanos pode ocorrer o contrario, pelo odor muitas vezes considerado
desagradavel (BENOHANIAN, 2001; HAUSNER, 1993).
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2.1.3 Glandulas apoécrinas

Estas glandulas possuem caracteristicas das écrinas e das apocrinas
(BENOHANIAN, 2001).

Segundo Harris (2009), elas sé@o consideradas glandulas écrinas que recebem
enervacao adrenérgica, respondendo a impulsos de origem emocional e térmica.

Localizam nas palmas das maos, solas dos pés e testa.

2.1.4 Glandulas sebaceas

A glandula sebéacea esta localizada em toda parte onde se localizam os pelos,
apresentando maior quantidade no rosto, no couro cabeludo, na linha mediana do
dorso e no perineo. Seu tamanho é variavel e o esvaziamento das suas secrecoes é
feito para os canais dos pelos ou para os foliculos a que esté ligada. E praticamente
inativa antes da puberdade, mas aumenta de tamanho e se torna funcionalmente
ativa durante e apés essa fase (EISEN; MICHAEL, 2009; PRISTA; BAHIA; VILAR,
1992; VIVIER, 2004).

As glandulas sebaceas sdo suscetiveis a regulacdo pelos hormbnios sexuais
e sofrem mudancas de acordo com as alteracdes hormonais que ocorrem durante a
vida. Seu tamanho pode aumentar com a idade, embora seu nidmero permaneca
aproximadamente o mesmo (TAGLIOLATTO; ALCHORNE; ENOKIHARA, 2011).

Cada pessoa tem um odor Unico devido também as secrec¢fes das glandulas
sebaceas (sebo), ao efeito combinado de alimentos recém-ingeridos, ao estado
fisico e psicologico. Portanto, duas pessoas podem exalar odor diferente mesmo
utilizando o mesmo perfume (DRAELOS,1995).

A producgédo do sebo é dependente dos hormdnios androgénicos, sendo que a
producdo média nos homens é cerca de 50% superior que as mulheres. Nas
mulheres, as glandulas sebaceas respondem aos ciclos hormonais, havendo maior
producado durante a ovulacao (HARRIS, 2009).

O sebo é uma mistura lipidica complexa que inclui triglicerideos, ésteres de
acidos graxos, ceras esterificadas, esqualeno e ésteres de colesterol. Sua funcao
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nos seres humanos, provavelmente inclui protecdo, impermeabilizacdo da pele,
controle da perda de &gua pela epiderme, lubrificacdo do pelo tornando-o menos
quebradico e contribui com a termorregulacéo. Além disso, possui funcéo inibidora
do crescimento de fungos e bactérias, sendo fonte de antioxidantes como a vitamina
E (HARRIS, 2009; NIEMANN; HORSLEY, 2012; VIVIER, 2004).

A localizagdo das glandulas sudoriparas e sebaceas pode ser observada na
Figura 1.
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Figura 1 — Esquema da histologia da pele.
Fonte: Adaptado de Grice e Segre, 2011.

2.1.5 Mecanismo da transpiracao

A pele é o maior 6rgdo do corpo e é formada por trés principais camadas: a
hipoderme, derme e epiderme. A hipoderme é a camada mais profunda, seguida da
derme que é onde se encontra a maioria dos tecidos conectivos da pele, ductos de
glandulas sudoriparas, sebaceas e foliculos pilosos e por ultimo, a camada mais
superficial, a epiderme. Este 6rgdo é responsavel por varias fun¢des imprescindiveis
para o organismo, como a termorregulacao (FIORENTINO, 2009; FONTES, 2013).
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A termorregulacé@o é responsavel por manter a temperatura corporal interna
por meio do equilibrio entre as variagbes de temperatura corpérea e a do meio
ambiente. A principal via de resfriamento do organismo é a sudorese, em que ocorre
a evaporacao do suor (PERRONE; MEYER, 2011).

No hipotalamo situa-se o0 sistema de controle central, que regula a
temperatura do corpo ao integrar os impulsos térmicos provenientes de quase todos
os tecidos do organismo. No hipotdlamo anterior é feita a integracdo das
informacbes aferentes térmicas, enquanto no hipotalamo posterior iniciam-se as
respostas efetoras. Existem neurdnios sensiveis a temperatura na area pré-optica do
hipotdlamo que podem ser classificados em neurbnios sensiveis ao calor e
neurénios sensiveis ao frio. Existe uma faixa interlimiar de temperatura, definida
geralmente entre 36,7° a 37,1°C, na qual ndo ha resposta efetora. Quando o impulso
integrado excede ou fica abaixo da faixa limiar de temperatura, ocorrem respostas
termorreguladoras autonémicas, que mantém a temperatura do corpo em valor
adequado (BRAZ, 2005).

Assim, com o0 excesso de calor, ha estimulacdo da area pré-Optica
hipotalamica anterior do cérebro. Os impulsos neurais oriundos dessa &rea séo
transmitidos por vias autbnomas para a medula espinhal e posteriormente, através
do simpético, para a pele em todas as partes do corpo (GUYTON; HALL, 2006;
KATZUNG, 2010).

A glandula sudoripara € demonstrada como uma estrutura tubular que
consiste em duas partes: uma porcao enovelada subdérmica profunda e um ducto
que passa através da derme e epiderme da pele (Figura 2) (GUYTON; HALL, 2006;
PALASTANGA; SOAMES, 2012).

Fibras nervosas simpéticas colinérgicas que terminam sobre ou préximo as
células epiteliais que revestem a porcdo enovelada da glandula sudoripara
desencadeiam a secrecdo, sendo que o produto secretério ativo das células é
chamado de secrec¢do primaria ou precursora. A composi¢ado da secrecao precursora
€ similar & do plasma, ndo contendo as proteinas plasmaticas. Conforme essa
solucdo precursora flui através do ducto da glandula, ela se modifica pela
reabsorcdo de grande parte dos ions de sodio e ions cloreto (GUYTON; HALL,
2006).

Quando as glandulas sudoriparas sao levemente estimuladas, o liquido

precursor passa lentamente através do ducto e todos os ions sédio e ions cloreto
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sdo reabsorvidos. Isto reduz a pressdo osmética do suor para um nivel em que
grande parte da agua também é reabsorvida, concentrando ainda mais 0s outros
constituintes. Portanto, em baixos indices de sudorese, constituintes como ureia,
acido latico e ions potassio geralmente estdo bastante concentrados (GUYTON;
HALL, 2006; PERRONE, 2010).

Inversamente, quando as glandulas sudoriparas sdo intensamente
estimuladas pelo sistema nervoso simpatico uma grande quantidade de secrecéo
precursora € formada e o ducto é capaz de reabsorver um pouco mais da metade do
cloreto de sodio. Além disso, o suor flui mais rapido através dos tubulos glandulares
fazendo com que pouca agua seja reabsorvida (GUYTON; HALL, 2006, PERRONE,
2010).
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Figura 2 — Glandula sudoripara demonstrada como uma estrutura tubular.
Fonte: Guyton e Hall, 2006.
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2.2 PRINCIPAIS BACTERIAS RELACIONADAS AO MAU ODOR AXILAR

Nas axilas esta presente a microbiota cutanea que € subdividida em
microbiota residente e microbiota transitoria. A maioria das bactérias cutaneas reside
na superficie do estrato corneo, parte superior dos foliculos pilosos, sulcos da pele e
ductos das glandulas sebaceas. Entretanto, algumas se encontram mais
profundamente e possuem a funcéo de recolonizar a pele quando as bactérias mais
superficiais sdo removidas (COSTA; CUNHA; SERAFINI, 2005; FIORENTINO, 2009;
KAMPF, 2003; KONG; SEGRE, 2012; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A microbiota transitoria se constitui de grande variedade de micro-organismos
gue colonizam a pele por um periodo limitado de tempo e séo facilmente eliminados
por simples higienizagdo. Ela se adere fracamente a pele por contato e encontra-se
mais superficialmente, junto a gordura e as sujidades, sobrevivendo por curto
periodo de tempo. E constituida principalmente por Escherichia coli, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp. A higienizacdo com agua e
sabdo pode diminuir em 90% o0 numero de micro-organismos pertencentes
principalmente & microbiota transitoria. No entanto, cerca de 8 horas apds este
procedimento a populacdo bacteriana é reconstituida pela microbiota residente, a
qual é eliminada através o uso de antissépticos (FIORENTINO, 2009).

A microbiota cutanea residente estende-se por toda a pele, apresentando-se
em maior quantidade nas areas mais Umidas e quentes como axilas e perineo.
Podem atingir cerca de 10° unidades formadoras de colénias (UFC)/cm? nessas
areas, e nas demais regides, em torno de 10* UFC/cm? (FIORENTINO, 2009).

Dentre os diferentes géneros bacterianos que compdem a microbiota
residente encontram-se Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Proteus e
Propioniobacterium, sendo o Staphylococcus coagulase negativo responsavel pelo
odor axilar classico de acido isovalérico e os géneros Corynebacterium e
Micrococcus responsaveis pelo odor axilar pungente dos esteréides androgénicos
(COSTA; CUNHA; SERAFINI, 2005; FIORENTINO, 2009; FREDRICH et al., 2013;
MISHRA; AGRAWAL, 2012). Ja a espécie Proteus vulgaris é responsavel pelo odor
fecal, sendo o sulfeto de hidrogénio o seu principal produto de degradacgéo
(BARATA, 2003). Enquanto a linhagem de Propionibacterium acnes, principal

espécie do género encontrada na pele, € associada com a atividade secretora das
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glandulas sebaceas sendo responsavel pela formagcdo de acne (SCHAFER et al.,
2013; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

No estudo de COSTA; CUNHA; SERAFINI (2005) foi identificada a microbiota
axilar de 22 individuos entre 20 a 40 anos de idade na cidade de Goiania - Brasil,
sendo encontradas 84% de bactérias Gram-positivas e 16% de Gram-negativas. As
bactérias Gram-positivas do género Staphylococcus coagulase negativo foram os
micro-organismos predominantes (54.8%), seguidos do género Corynebacterium
(19,4%) e Micrococcus (9,7%). Dentre as bactérias Gram-negativas, o género

Proteus foi isolado em 2 individuos (6.5%).

2.2.1 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis é uma bactéria Gram-positiva presente em forma
de cocos e tétrades (Figura 3). E a espécie predominante na pele e nas mucosas,
presente em 90% dos individuos e representa mais de 50% do género
Staphylococcus residente. E considerado normalmente inofensivo por fazer parte da
microbiota normal e aparece em maior quantidade nas extremidades do corpo. Sua
predominéancia é justificada pela sua capacidade de produzir bacteriocinas ativas
contra outras bactérias Gram-positivas que poderiam competir por nichos de
colonizacdo. Embora estejam presentes na superficie das areas descamadas da
pele, podem ser encontrados também nas aberturas dos foliculos pilosos atuando
como reservatorio para substituir a microbiota superficial apos higienizagdo. Além
disso, a oclusdo da pele conduz a um grande aumento do numero de bactéria
(GLOSTER, 2008; HOIBY et al.,, 1997; ROBINSON et al.,, 2001; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Essa bactéria é pertencente a categoria do Staphylococcus coagulase
negativo, sendo registrada a selecdo de espécies multirresistentes em ambientes
com elevado uso de antibioticos, principalmente apds o tratamento medicamentoso
com ciprofloxacina e outras quinolonas. Essa espécie pode formar biofiimes que
agem como uma barreira protetora e impedem o acesso dos neutrofilos, dificultando
assim o tratamento medicamentoso quando associado a patologia (GLOSTER,
2008; HOIBY et al., 1997; ROBINSON et al., 2001).
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Figura 3 - Staphylococcus epidermidis visualizados apds a colora¢éo de Gram.
As setas indicam o agrupamento em cocos.
Fonte: Kaiser, 2009.

2.2.2 Proteus vulgaris

Proteus vulgaris é um bacilo Gram-negativo pleomarfico, pertencente a familia
Enterobacteriaceae (Figura 4). Possui uma grande variacdo em tamanho e formato,
pode se apresentar em formas semelhantes ao coco até filamentos muito longos.
Apresentam-se dispostos isoladamente, em pares ou em longas cadeias. Além da
pele, as espécies desse género podem estar presentes no solo e na agua, que
contém decomposicdo da matéria organica de origem animal (MANOS; BELAS,
2006).

As bactérias desse género sdo muitas vezes motivo de preocupa¢do na
cicatrizacéo de feridas, acarretando a perda de pele e também em infec¢des no trato
urinario em pacientes hospitalizados em uso de catéteres (BAO et al., 1996;
MANOS; BELAS, 2006). De acordo com Deetae e colaboradores (2011), a espécie
Proteus vulgaris tem capacidade de produzir uma ampla variedade e quantidade de

compostos volateis dependendo das condi¢cdes de cultivo.
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Figura 4 - Proteus vulgaris visualizados apés a coloracao de Gram.
Fonte: Kaiser, 2009.

2.2.3 Micrococcus luteus

O Micrococcus luteus € uma bactéria Gram-positiva presente em forma de
cocos e tétrades (Figura 5). Ela é caracterizada pela producdo de pigmentos
amarelos insollveis em agua. As espécies do género Micrococcus sdo comumente
isoladas da pele, no entanto podem ser encontradas no solo, sedimentos e na agua
(DIB et al., 2010; GREENBLATT et al., 2004).

Essa bactéria se assemelha morfologicamente ao Staphylococcus spp., ja
gue ambos se arranjam em tétrades e pertencem a microbiota normal. Os
micrococos se diferenciam dos estafilococos devido as diferencas na composicéo de
seus DNAs, por serem aerdbios estritos, apresentarem atividade oxidase, serem
susceptiveis a bacitracina e resistentes a a¢do da lisostafina e da furazolidona. Das
seis espécies de Micrococcus spp. conhecidas, o Micrococcus luteus € o Unico cujo
principal habitat é a pele (KOOKEN; F. FOX; ALVIN FOX, 2011; MELTER;
TKADLEC; SEDLACEK, 2012; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Eles sobrevivem
em condi¢cbes com elevadas concentracfes de cloreto de sédio (NaCl) (maior que
7,5%), 0 que contribui para a sobrevivéncia na regido das axilas. Além disso, utilizam
carboidratos e aminoacidos como fonte de carbono e energia. A maioria das
espécies do género possuem queratinases e proteases podendo usar 0os polimeros

da pele como fontes de nutrientes (WILSON, 2005).
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Figura 5 - Micrococcus luteus visualizados ap0s a coloracdo de Gram.
As setas indicam o agrupamento em tétrades.
Fonte: Kaiser, 2009.

2.2.4 Corynebacterium xerosis

Corynebacterium xerosis € uma bactéria comensal Gram-positiva presente na
pele, no saco conjuntival e na faringe (Figura 6). Apresenta-se na forma de
bastonete pleomorfico e € também conhecida por aparecer como contaminante em
cultura de sangue, sendo a causa de alguns casos de endocardite infecciosa em
pacientes imunocomprometidos ou com préteses de valvulas cardiacas (PESSANHA
et al., 2003).

Na pele, as bactérias do género Corynebacterium sédo bastante frequentes e
sdo encontradas na maioria das pessoas. Crescem em elevadas concentracdes de
NaCl (acima de 10%), sendo capazes de colonizar areas da pele com grandes
guantidades de sal, como as axilas (WILSON, 2005).

A glicose e uma ampla variedade de aminoacidos estao presentes no suor,
pois varias enzimas proteoliticas produzidas pela microbiota cutanea liberam
aminoacidos provenientes das proteinas da pele. Bactérias pertencentes a esse
género, além de utilizarem carboidratos e aminoacidos como fontes de carbono e
energia, incorporam aminoacidos em proteinas celulares e alguns sdo essenciais
para o crescimento bacteriano. Diferentemente das outras espécies presentes na
pele, as linhagens Corynebacterium spp. requerem uma série de vitaminas como

riboflavina, nicotinamida, tiamina, pantotenato e biotina. Muitas dessas estédo
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presentes no suor e outras sao liberadas pela morte de queratindcitos (WILSON,
2005).

Segundo Fredrich e colaboradores (2013), as linhagens Corynebacterium spp.
e Staphylococcus spp. prevalecem na microbiota residente da pele, sendo que os
primeiros sdo o0s responsaveis pela liberacdo da maioria dos compostos
relacionados ao odor axilar. Estes incluem compostos de enxofre, derivados de
esteroides e acidos graxos de cadeia curta volateis, cuja combinacéo e propor¢cdes
representam a intensidade do odor axilar humano. O maior impacto no odor axilar
deriva de compostos volateis de enxofre, que também sao resultantes da acao dos
Staphylococcus spp.. Tais compostos apresentam um baixo limiar olfativo e
representam um mau cheiro tipico de cebola e almiscarado.

J& foram relatadas linhagens de Corynebacterium spp. contendo plasmideos
de resisténcia ao cloranfenicol, eritromicina, quinolonas, estreptomicina e tetraciclina
(GUIRAO et al., 2000; HERNANDEZ et al., 2003).

S 5
\. N - \
Figura 6 - Corynebacterium xerosis visualizados apds a coloragdo de Gram.
Fonte: Smith; Hussey, 2005.
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2.3 MERCADO DE PRODUTOS DE HIGIENE PESSOAL, PERFUMARIA E
COSMETICOS

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2005),
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes sdo preparacdes constituidas
por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de
limpa-los, perfumé-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e ou
protegé-los ou manté-los em bom estado.

Mundialmente, a industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmeéticos
(HPPC) movimentou U$425,8 bilhdes em 2011, contra U$387,7 bilhdes em 2010
(ABIHPEC, 2012). Atualmente, o Brasil ocupa o 3° lugar mundial no setor de HPPC
correspondendo a 10,1% no mercado, perdendo somente para os Estados Unidos e
o Japdo. Em 2011, o crescimento do Brasil nesse setor foi de 18,9%, o maior entre
os 10 maiores mercados (Tabela 1). O Brasil cresceu acima da média mundial, ja
que o setor de HPPC por todo o mundo cresceu apenas 9,84% e, portanto, Nn0Sso
pais ocupa, atualmente, a primeira posi¢cdo no ranking mundial de desodorantes e
fragrancias (EUROMONITOR INTERNACIONAL, 2012).

O excelente crescimento no uso de produtos de higiene pessoal entre os
brasileiros parece ser devido a diversos fatores, dentre eles: crescente participacao
da mulher brasileira no mercado de trabalho; a expanséo da classe C; a utilizacdo de
tecnologia de ponta e o consequente aumento da produtividade, favorecendo os
precos praticados pelo setor, que tem aumentos menores do que os indices de
precos da economia em geral; lancamentos constantes de novos produtos
atendendo cada vez mais as necessidades do mercado e ao aumento da expectativa
de vida, o que traz a necessidade de conservar uma impressao de juventude
(ABIHPEC, 2012).
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Tabela 1 — Panorama mundial do setor de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos.

o 2010 2011 Crescimento Participacéo

Higiene Pessoal, . .
. U$$ Milhdes U$$ Milhdes (%) (%)
Perfumaria e
» (preco ao (preco ao
Cosmeéticos ] )
consumidor) consumidor)

Estados Unidos 60.744,0 63.086,4 3,9 14,8
Japéo 43.381,7 47.267,7 9,0 11,1
Brasil 36.186,9 43.028,5 18,9 10,1
China 23.879,4 19.419,9 9,5 4,6
Alemanha 17.730,3 19.419,9 9,5 4,6
Franca 16.079,1 17.294,7 7,6 4,1
Reino Unido 15.592,8 17.019,8 9,2 4,0
Russia 12.373,0 14.187,0 14,7 3.3
Italia 12.158,1 12.964,7 6,6 3,0
Espanha 10.473,3 11.007,4 51 2,6
Mundo 387.727,1 425.866,5 9,8

Fonte: Euromonitor Internacional, 2012.

2.4 MERCADO VERDE

Ha uma demanda crescente no mundo de um mercado consumidor cada vez
mais adepto as campanhas do chamado “consumo verde”, ou seja, produtos
elaborados com base em ativos naturais (Grafico 1) (MIGUEL, 2011). O mercado
internacional de produtos naturais para cuidado pessoal segue um crescimento
médio anual avaliado em torno de 8 a 25%. Enquanto que para os mercados de
produtos sintéticos, a taxa média de crescimento gira em torno de 3 a 10% (JONES;
DUERBECK, 2004).
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Gréafico 1 — Aumento do nimero de consumidores de produtos naturais em relacdo aos de
beleza em geral.
Fonte: Adaptado de Factor The Kline Group, 2009.

O grande impulsionador deste mercado de produtos naturais € a demanda de
consumidores que acreditam nas vantagens desses produtos. Esse publico esta
cada vez mais interessado em verificar a composicao da formulacdo de produtos de
higiene pessoal visando a presenca de extratos naturais, bem como ingredientes
organicos certificados (ANTIGNAC et al.,, 2011; DEEPAK; YOGITA; MEENAKSHI,
2013).

A expansdo do consumo de produtos desenvolvidos com ativos naturais vai
ao encontro de valores da sociedade contemporanea e que estdo relacionados a
qualidade de vida em geral, a beleza, ao bem-estar e ao prazer, em que a saude, a
estética, a juventude e a aparéncia saudavel podem ser obtidas a partir do uso de
ingredientes e formulacdes da natureza. A demanda por esses tipos de produtos
também esta associada a entrada de grandes empresas do setor nesse segmento,
ao “marketing ambiental” ou “ecolégico”, as mudangas nos indicadores demograficos
em relacdo ao envelhecimento da populacdo e ao crescimento do interesse
populacional por produtos dermocosméticos (MIGUEL, 2011).

Segundo a Organic Monitor (2012), uma empresa de consultoria de negocios
e pesquisa especializada em produtos organicos, os consumidores estdo se
voltando para produtos de higiene pessoal naturais, devido as preocupacdes de
saude em relagéo aos produtos quimicos sintéticos, tais como parabenos e ftalatos.

De acordo com o Grupo National Purchase Diary (NPD), um dos principais

provedores de informacdo de marketing dos Estados Unidos, dois entre trés
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consumidores afirmam que estao dispostos a comprar produtos de beleza contendo
produtos naturais. Além disso, o Grupo britanico Mintel, responsavel por pesquisas e
analises de mercado, prevé que o mercado verde, inclusive produtos de higiene
pessoal e produtos de limpeza, ira crescer 19% até 2013 (HAPPI, 2009). Para
estabelecer uma posicdo no mercado em expansédo, as industrias estdo lancando
cada vez mais uma série de novos produtos afirmando ser naturais, além de estarem
apostando também em formulacdes organicas (HAPPI, 2009).

Dentro desse contexto, a industria da beleza esta progressivamente movendo
em direcao a sustentabilidade, que tornou-se a base de uma nova era do capitalismo
(GIROTTO, 2012). Esta mudanca, para empresas de cosméticos, significa mover-se
em direcdo a formulagdes inovadoras, embalagens eco-friendly, reducdo das
emissbes de carbono, pesquisa de materiais alternativos e investimentos na
dimenséo social e ética do mundo da beleza, ou seja, trabalhar em causas sociais e
éticas, como a protecdo dos direitos humanos e o bem-estar animal (GIROTTO,
2012).

Segundo a Union for Ethical BioTrade (2012), 85% dos consumidores em todo
mundo buscam ingredientes naturais nos produtos cosméticos. Quando estes dados
séo analisados no Brasil, este nimero sobe para 94%. Como demonstrado na Figura

7, o Brasil tem grande potencial para o mercado verde.

Maior
biodiversidade do
planeta

Cooperativas de Uso de ervas
matérias primas medicinais e remédios
estruturadas \ , homeopaticos
Grande
Terceiro maior mercado potencial para Grande crenca na
de cosméticos no ‘ cosméticos sabedoria popular e
mundo, com forte = na forca da natureza
crescimento naturais

Ideal de ‘ N . Habitos de

“Ecologicamente consumo haturais e
correto saudaveis

Figura 7 — Raz@es que colocam o Brasil com grande potencial para o0 mercado verde.
Fonte: Factor The Kline Group, 2009.
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2.5 DESODORANTES E ANTITRANSPIRANTES

Existem trés formas distintas de reduzir ou controlar o odor das axilas: reduzir
ou eliminar as secrecdes dos dois tipos de glandulas, impedir o crescimento
bacteriano e adsorver os odores corporais. Com estas finalidades, encontram-se
disponiveis duas categorias diferentes de produtos: desodorantes e antitranspirantes
(antiperspirantes) (HAUSNER, 1993).

Apesar de existirem relatos do uso de fragrancias no Antigo Egito e em Roma,
dentre os varios produtos de higiene pessoal, 0s antitranspirantes e os desodorantes
s6 foram introduzidos no mercado no inicio do século XX, quando a transpiracdo e o
odor corporal comecaram a ser considerados inconvenientes (HAUSNER, 1993).

Os desodorantes sao produtos aplicados topicamente, que contém agentes
antimicrobianos que agem inibindo o crescimento bacteriano evitando, portanto, o
cheiro desagradavel dos compostos de secrecdo microbianos. Podem conter
também fragrancias que mascaram as substancias odoriferas presentes no suor ao
mesmo tempo que apresentam atividade biocida. O triclosan € uma das substancias
antissépticas mais empregadas neste tipo de produto (KLASCHKA, 2012). Apesar
de os desodorantes pertencerem a categoria de produto de higiene pessoal pela
ANVISA, muitos os consideram como cosméticos por promover atratividade e
aceitacdo social, mascarando o odor sem afetar a estrutura e a funcédo corporal
(MCGRATH, 2009).

A diferenca entre os desodorantes e 0s antitranspirantes € que os ultimos séo
produtos que restringem a quantidade de secre¢do das glandulas sudoriparas na
zona tratada, evitando os efeitos desagradaveis do suor. Atuam, limitando a
qguantidade de suor liberado na superficie da pele, logo o0 mecanismo de acdo pode
envolver um decréscimo na producdo de suor a nivel glandular, formacdo de um
tampdao no ducto, alteracdo na permeabilidade do ducto aos fluidos, ou algumas das
outras varias teorias, envolvendo conceitos, como potencial eletrofisiol6gico ao longo
do ducto sudoriparo. Derivados de aluminio constituem as principais substancias
empregadas em formulagcdes antitranspirantes (EGBUOBI et al.,, 2013;
NASCIMENTO; RAFFIN; GUTERRES, 2004).

Além de inibir ou diminuir a transpiragdo, os antitranspirantes também podem

ser coloridos e/ou perfumados bem como associados aos desodorantes. Assim,
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existe a classificagdo de desodorante antitranspirante que possui a funcdo de
controlar o odor corporal e ao mesmo tempo controlar a transpiracado. A maioria dos
antitranspirantes também funciona como desodorante, mas a maior parte dos
desodorantes ndo age como antitranspirante (ANVISA, 1977; DRAELOS, 1999).

A ANVISA classifica os desodorantes como produtos Grau 1 que se
caracterizam por possuirem propriedades basicas ou elementares, cuja
comprovacdo nao seja inicialmente necessaria e nao requeiram informacfes
detalhadas quanto ao seu modo de usar e suas restricdes de uso, devido as suas
caracteristicas intrinsecas. Diferentemente dos antitranspirantes classificados como
produtos Grau 2, cujas caracteristicas exigem comprovac¢do de seguranca e/ou
eficacia, bem como informacgdes e cuidados, modo e restricdes de uso.

Mais de 90% dos consumidores adultos nos Estados Unidos usam
antitranspirantes ou desodorantes regularmente. Existem varias formulacbes e
formas de apresentacdo: roll-on, spray, aerossol, creme, entre outros, sendo a
maioria destinada para o uso em axilas (BENOHANIAN, 2001). O mercado aleméao
de desodorantes faturou € 705 milh6es em 2010 e foi o grupo de produtos
cosméticos de maior aumento em relagdo aos dois anos anteriores (KLASCHKA,
2012). De acordo com Lorenz e colaboradores (2011), 65,2% dos homens adultos e
73,3% das mulheres adultas aplicam desodorantes pelo menos uma vez por dia na
Alemanha.

O controle de odor pode ser alcancado através de varios meios, sendo as
medidas béasicas de higiene (sabdo e agua) as mais importantes. Odor corporal é
também controlado por agentes antimicrobianos como os compostos de amoénio
guaternario e o triclosan. Por vezes, o veiculo de um produto pode agir como
antibacteriano, tais como alcool etilico (DRAELOS, 1995).

Alguns dos ingredientes utilizados em desodorantes estéo listados no Quadro



39

Quadro 1 — Ingredientes comumente utilizados em desodorantes.

INGREDIENTES COMENTARIOS

Desenvolvido por Ciba Geigy, o triclosan é ativo contra um amplo espectro
Triclosan de micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos. E um dos ativos

mais empregados em desodorantes.

) Amplamente utilizado em sabfes desodorantes, possuem uso limitado em
Triclocarban )
desodorantes axilares.

O cloreto de benzalcbnio é um agente pertencente a este grupo de
Compostos de amdnio | compostos. S8o potentes bactericidas em baixas concentragdes. S&o
guaternario amplamente usados em antissépticos desinfetantes. Frequentemente

combinados com clorexidina.

Os sais de aluminio e os de zircdnio sdo os mais empregados. Atuam
] ] como antiperspirantes, mas em altas concentracdes possuem efeito
Sais de metais ) ) o ) ]
desodorante via dois possiveis mecanismos: reduzindo o suor e/ou pela

acao antimicrobiana.

O mais conhecido é o propilenoglicol. O propilenoglicol € um liquido incolor
Alcools alifaticos e e inodoro. Ele é usado como veiculo em desodorantes e outras
glicois formulagbes dermatoldgicas. O proprio propilenoglicol possui propriedades

antimicrobianas e antifungicas.

. Sdo os ingredientes mais frequentemente utilizados, eles séo
Fragréancias

responséveis por mascarar odores.

Fonte: Benohanian, 2001.

2.5.1 Problemas relacionados aos desodorantes

Apesar de os cosméticos mais modernos e os produtos de higiene pessoal
serem considerados seguros para a maioria dos usuarios, um numero significativo
de consumidores ja apresentaram alguma reacdo adversa. Sob certas
circunstancias, esses produtos podem causar dermatite e urticarias induzidas por
reacoes de hipersensibilidade imediata tipo | ou por mecanismos ndo imunologicos
ainda incompreendidos. Alguns individuos podem sentir coceira, ardéncia ou queima
sem lesdes visiveis com a aplicacdo de produtos de cuidados da pele (SCHEMAN,
2000).

A maioria dos consumidores de desodorantes ndo sofre efeitos secundarios
indesejados. No entanto, o0s efeitos negativos, como asma, enxaqueca,

neurotoxicidade, carcinogenicidade ou outros efeitos prejudiciais, provocados por




40

fragrancias sdo observados e discutidos na literatura (CADBY et al., 2002;
KLASCHKA, 2012; RASTOGI et al.,, 2001; THYSSEN et al., 2009; ORTON;
WILKINSON, 2004).

A dermatite de contato alérgica € o efeito cutaneo adverso mais comum
associado com o uso de fragrancias, que se manifesta principalmente como eczema
subaguda ou crbénica (ARRIBAS; SORO; SILVESTRE, 2013). De acordo com
Heisterberg e colaboradores (2011), desodorantes foram os principais culpados pela
alergia de contato provocada por fragrancia, seguido por lo¢cdes perfumadas. Nardelli
e colaboradores (2011) demonstraram que os desodorantes fizeram parte do terceiro
grupo mais importante de cosméticos responsaveis por provocar dermatite de
contato alérgica. A sensibilidade aumentada da pele das axilas é caracterizada pela
maior penetracdo de substancias provocada pela umidade e calor. Reacdes
alérgicas em axilas podem ser provocadas por concentracdes mais baixas de
alérgenos de fragrancias do que em outras partes do corpo.

O principal instrumento juridico da Unido Européia para lidar com
sensibilizadores de fragrancias € a "regra dos 26 alergénicos" para cosméticos e
produtos de limpeza. A presenca das 26 presumiveis fragrancias alergénicas deve
ser indicada nas embalagens quando a concentragcdo de um dos 26 exceder a
0,001%. Os 26 compostos de fragrancias listados em "a regra de alérgenos de 26"
tém diferentes poténcias alergénicas, classificadas de acordo com um estudo feito
em 21.000 individuos. Outros ingredientes em desodorantes que podem ser criticos
para a saude humana ou o ambiente séo o etanol e o triclosan (KLASCHKA, 2012).

As 26 presumiveis fragrancias alergénicas estédo listadas no Quadro 2, de
acordo com a International Nomenclature of Cosmetic Ingredient (INCI), um sistema
internacional de codificagdo da nomenclatura de ingredientes cosmeéticos,
reconhecido e adotado mundialmente, o qual foi criado com a finalidade de
padronizar os ingredientes na rotulagem dos produtos cosméticos.

Além dos problemas relacionados as fragrancias, também ja foram
comprovados o0s efeitos deletérios provocados pelo triclosan, conhecido
comercialmente como irgasan ou irgacare. Esta substancia possui acéo
principalmente contra micro-organismos Gram-positivos e menor atividade contra

Gram-negativos, especialmente Pseudomonas spp. e Serratia spp. (KAYE, 2000).
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Quadro 2 - Lista das presumiveis fragrancias alergénicas, de acordo com a International
Nomenclature of Cosmetic Ingredient.

POTENCIAL ALERGENICO NOMECLATURAA EM International Nomenclature of
PORTUGUES Cosmetic Ingredient
Lyral® hydroxyisohexyl 3- cyclohexene-
carboxaldehyde

Hidroxicitronelal hydroxycitronellal
Farnesol farnesol

FORTE ,
Isoeugenol isoeugenol
Aldeido cindmico cinnamal
Extrato de musgo de arvore Evernia furfuracea extract
Extrato de musgo de carvalho | Evernia prunastri extract
Citronelol citronellol
Geraniol geraniol
Lilial butylphenyl methylpropional
Cumarina coumarin

MEDIO Eugenol eugenol
Citral citral
Alcool cinamico cinnamyl alcohol
Cinamato benzilico benzyl cinnamate
Alcool cinamilico cinnamyl alcohol
D-limoneno d-limonene
Linalol linalool
metil ionona gama alpha-isomethyl ionone
a-hexil aldeido cinamico hexyl cinnamal

FRACO Alcool benzilico benzyl alcohol
Salicilato benzilico benzyl salicylate
Benzoato benzilico benzyl benzoate
a-amil aldeido cindmico amyl cinnamal
Alcool anisil anise alcohol
Carbonato metilheptina methyl 2-octynoate

Fontes: Adaptado de Ministério da Saude, 2009.

Como o triclosan € um agente antimicrobiano comumente detectado em

efluentes de estacbes de tratamento de esgoto e agua de abastecimento, foi
evidenciada uma associacdo entre essa substancia e o aumento da resisténcia aos

antibioticos como B-lactamicos, aminoglicosideos, cloranfenicol, ampicilina,

tetraciclina, isoniazida e quinolonas. Ainda foram encontradas espécies resistentes
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(Escherichia spp., Enterobacter spp., Serratia spp. e Citrobacter spp.), o que
aumenta a preocupacdo do uso indiscriminado desse agente antisséptico no
desenvolvimento de resisténcias bacterianas (BUTLER et al., 2012; LIO; KAYE,
2011; MIDDLETON; SALIERNO, 2013; PROIA et al., 2011; SHERIDAN et al., 2012;
YAZDANKHAH et al., 2006; ZARATE JR. et al., 2012). Além disso, o triclosan
demonstrou ser um desregulador endocrino em humanos e animais, sendo
classificado como um poluente de alta prioridade pela Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (CHEN et al., 2013).

O alto consumo de triclosan provoca uma grande preocupag¢ao ambiental por
ter sido encontrado em aguas de rios e lagos, sedimentos, peixes, e até mesmo no
leite humano (TAMURA et al., 2012). Foi relatado que podem ser formados
cloroférmio e compostos organicos clorados pela reacdo do triclosan com o cloro
livre na 4gua de torneira (FISS; RULE; VIKESLAND, 2007; VANDERFORD et al.,
2008). Embora o triclosan ndo seja considerado altamente téxico para os mamiferos,
o contrario é verdadeiro para 0s organismos aquaticos, peixes e algumas espécies
de algas (LU; MA; TAO, 2009). Dessa forma, a utilizacdo de triclosan em produtos
de higiente pessoal é permitida em uma concentracdo maxima de 0,3% pela
ANVISA.

As tecnologias atualmente empregadas no tratamento de esgoto doméstico e
de aguas de abastecimento ainda ndo sao eficientes na remocdo total dessa
substancia ou em concentracdes nas quais seus efeitos ndo sejam observados
(MELO, 2010). Um aditivo popular de desodorantes e sabonetes, hexaclorofeno, foi
proibido pela Food and Drug Administration (FDA) em todos os produtos sem receita
médica em Setembro de 1972. Muitas empresas foram for¢cadas a reformular os
seus produtos de desodorantes porque foram demonstradas lesdes cerebrais em

animais alimentados com doses elevadas de hexaclorofeno (DRAELOS, 1995).
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2.6 PLANTAS MEDICINAIS: FONTE DE ANTIMICROBIANOS

Substancias quimicas derivadas de animais, plantas e micro-organismos tém
sido usadas para tratar patologias humanas, desde os primérdios da medicina
(DURMIC; BLACHE, 2012). Até a metade do século XX, o uso de medicamentos de
origem sintética tornou-se mais amplo que o0 uso de plantas medicinais,
principalmente na sociedade ocidental, com destaque para os paises desenvolvidos
visto que os paises em desenvolvimento permaneceram fazendo uso das
propriedades curativas das plantas, devido as dificeis condigbes econdmicas de
aguisicdo dos medicamentos sintéticos (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Atualmente, a cultura do uso de plantas e de outras fontes naturais com
propriedades terapéuticas vem sendo valorizada pela sociedade do mundo inteiro,
devido a busca por habitos mais saudaveis de vida, pelo dificil tratamento de certas
doencas e resisténcia microbiana (MACHADO; RIBEIRO; DRUZIAN, 2013;
PROESTOS et al., 2013; SOUZA-MOREIRA et al., 2010). Entre 1981 e 2006, das
1184 novas entidades quimicas (NCEs) aprovadas como medicamentos pela FDA,
48% eram provenientes, analogos ou derivados de produtos naturais. Portanto,
produtos naturais ainda sao considerados uma fonte significativa no
desenvolvimento de novos medicamentos (WANG et al., 2011).

Metabolitos especiais nao participam diretamente no crescimento,
desenvolvimento e reproducéo das espécies vegetais, mas tém funcbes importantes
de defesa e de sinalizagdo, ou servem como pigmentos ou fragrancias. Os
metabdlitos especiais podem variar de espécie para espécie e compreendem um
conjunto diversificado de estruturas quimicas complexas. Geralmente, eles néo
possuem valor nutricional, mas uma dieta rica nessas substancias pode estimular o
sistema imunolégico ou proteger o corpo humano (MARIENHAGEN; BOTT, 2012).
Mais de 200.000 estruturas quimicas sdo listadas como metabdlitos especiais de
plantas, englobando muitas classes quimicas, incluindo flavondides, taninos,
saponinas, alcaldides, glicosideos cianogénicos, terpenos, entre outros (DURMIC;
BLACHE, 2012).

Ricos em reatividade quimica e diversidade estrutural, os produtos naturais
formam um extraordinario conjunto de produtos potencialmente Uteis

industrialmente. Muitos produtos modernos, incluindo plasticos, combustiveis,
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produtos quimicos intermediarios e fibras encontram a sua origem em produtos
naturais a partir de plantas e animais (TAO, 2007). A tendéncia do crescimento do
consumo de produtos com apelo natural também desperta o interesse da producao
em maior escala de uma diversidade de produtos de alto valor agregado, como sdo
os medicamentos fitoterapicos, cosméticos, produtos de higiene pessoal bem como
variados tipos de bebidas e alimentos (MARQUES, 2008; TEIXEIRA et al., 2013).

Ingredientes vegetais utilizados em produtos de higiene pessoal incluem uma
variedade de preparacdes, tais como extratos de plantas, tinturas, lipides, hidratos
de carbono vegetais, 6leos essenciais, bem como substancias isoladas tais como
vitaminas, antioxidantes entre outras com atividade biol6gica. A variedade de plantas
que fornecem estes ingredientes incluem desde plantas de alimentos bésicos
(cereais, frutas, legumes, raizes, bulbos, especiarias) até aquelas empregadas na
medicina tradicional que podem ser obtidos a partir de plantas cultivadas ou
selvagens (ANTIGNAC et al., 2011).

Diversas frutas, sobretudo das espécies de origem tropical compdem a base
para a formulacdo de cosméticos e tém sido utilizadas em diversos produtos,
principalmente em cremes, xampus e condicionadores. J& os 0leos vegetais ou fixos
sdo compostos basicamente por triglicérides, tém seu uso difundido na industria de
cosméticos como ingredientes de bases, emolientes e hidratantes. Dentre todos os
produtos, um dos principais materiais de base natural para a producdo de

cosmeéticos diz respeito aos 6leos essenciais (MIGUEL, 2011).

2.6.1 Oleos essenciais

Ao longo da histéria, foi comprovado o amplo uso de Oleos originarios de
plantas como alimentos, fontes de energia, medicamentos e em aplicacdes
cosmeéticas. Eles tém sido utilizados na producdo de lubrificantes, sabonetes e
produtos de higiene pessoal, bem como no tratamento topico no combate contra
caspas do couro cabeludo, espasmos musculares, varizes e feridas (VERMAAK et
al., 2011).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de varios tipos de classes de

moléculas incluindo terpendides, compostos fendlicos, aromaticos, ciclicos e
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aciclicos, acetonideos e compostos contendo enxofre e nitrogénio. Sua presenca
varia de acordo com a planta. Podem ser extraidos por destilacéo a vapor, solventes
apolares, diéxido de carbono supercritico e fluorocarbonetos a partir de varias partes
das plantas incluindo flores, folhas, frutos, cascas de frutos, sementes, galhos,
caules e raizes (NAKATSU et al., 2000).

Em sua forma bruta ou processada, o0s Oleos essenciais possuem
componentes bioquimicos que sdo usados industrialmente como fixadores,
fragrancias, aromas e condimentos. Na escala mundial de producdo de 6leos
essenciais, cerca de 20 oOleos representam quase 75% do total produzido. Por outro
lado, no mundo sé&o registradas mais de 300 substancias de aplicagcéo industrial e
mesmo que ndo representem grandes volumes de producédo, envolvem importantes
trocas comerciais (MIGUEL, 2011).

Nas plantas, os 6leos essenciais possuem funcdes ecoldgicas, especialmente
como inibidores da germinacdo, na protecdo contra predadores, na atracdo de
polinizadores, na protecdo contra a perda de agua, aumento da temperatura, entre
outras (LUPE, 2007). Ja na industria, 0 uso de extratos e 0Oleos essenciais, em
particular, no ramo de perfumes € muito antigo por apresentarem caracteristicas
bioguimicas favoraveis como matérias-primas. Porém, as demais aplicacdes desses
tipos de espécies oleaginosas também s&@o encontradas nos segmentos industriais
de alimentos, aromatizantes, bebidas, quimica e farmacéutica (MIGUEL, 2011).

Apesar de alguns Oleos essenciais ja serem conhecidos devido as suas
propriedades antibacterianas, antifingicas, antivirais e antioxidante, o recente
aumento do interesse no consumo verde ocasionou um aumento do interesse
cientifico sobre eles. Tem sido demonstradas que varias plantas medicinais
contendo 6leos essenciais inibem significativamente um amplo espectro de micro-
organismos, podendo ser usados na fabricacdo de sabonetes, produtos de higiene,
desodorantes, bem como para mascarar ou aromatizar produtos de limpeza e
inseticidas (FERNANDES et al., 2013; LV et al., 2011; SILVA FILHO; RODRIGUES,
2012).

Alguns Oleos essenciais ou alguns de seus componentes tém sido
incorporados em cremes, lo¢des, formulacdes lipossbmicas para 0 uso externo no
tratamento de doencas de pele ou para o uso cosmético. Com isso os Oleos
essenciais podem melhorar a penetracdo de antissépticos na pele e sua associacao
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com alguns antimicrobianos pode restaurar a inibicio de micro-organismos
resistentes (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Devido a crescente procura por novas matérias primas na area de produtos

naturais, a exploracdo comercial da flora aromatica representa um importante nicho
de mercado. No entanto, deve-se levar em consideracao a exploragdao dos recursos
naturais disponiveis se atentando a conservagdo dos ecossistemas, além do
fornecimento continuo de matéria prima (GUBERT, 2011). Os Oleos essenciais sao
biodegradaveis, sendo que muitos de seus constituintes permanecem pouco tempo
no meio ambiente. Nao foram descritos bioacumulagédo e biomagnificacdo desses
compostos, apesar da possibilidade de ocorrer efeito alelopatico ou fitotoxicidade
(REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012).
O perfil quimico do 6leo essencial varia ndo s6 no numero, mas também na
estereoquimica das moléculas. Essa variagcdo pode ocorrer devido ao tipo de
extragcdo, o qual é escolhido de acordo com a finalidade da utilizacdo. O produto de
extracdo pode variar em qualidade, quantidade e na composicdo de acordo com o
clima, composicdo do solo, 6rgdo da planta, idade e estagio do ciclo vegetativo.
Assim, para se obter 6leos essenciais de composi¢ao constante, a extracdo deve ser
feita sempre sob as mesmas condicbes (BAKKALI et al., 2008). O controle de
qualidade de substancias naturais, através de técnicas analiticas modernas, tem um
papel primordial na constancia em composicdo das mesmas, fator importante para
os produtos desenvolvidos em escala industrial a partir de produtos naturais
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). De acordo com a RDC n° 17, de 16 de abril de
2010, para o controle de qualidade do derivado vegetal, devem ser informados os
solventes, excipientes e/ou veiculos utilizados na extracdo; métodos de extracao
empregados; parte da planta utilizada; relacdo aproximada droga vegetal:derivado
vegetal e presenca de residuos de solvente. Sdo também solicitados testes fisico-
quimicos, que incluem: densidade, indice de refracdo, rotacdo Optica (para Oleos
essenciais), além da analise quali e quantitativa. Existem hoje aproximadamente
3000 6leos conhecidos e 300 comercializados (LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT,
2013; LUPE, 2007).

Diferentes estudos demonstraram a eficacia dos 6leos essenciais e 0s seus
compostos ativos no controle ou inibicAo do crescimento de micro-organismos
patogénicos e relataram a sua dependéncia de pH, a estrutura quimica e

concentracdo do composto ativo ou 6leos essenciais, além do numero e do tipo de
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micro-organismos. As propriedades antimicrobianas do grande ndamero de diferentes
grupos de compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais ndo sdo devidos a
um mecanismo especifico, mas varios alvos na célula podem contribuir para a sua
eficacia (NEGI, 2012). Isso os possibilita serem considerados possuidores de baixo

risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana (SOUZA et al., 2005).

2.6.2 Origanum vulgare Linnaeus

O género Origanum pertence a familia Lamiaceae sendo representado por 23
espécies (GULLUCE et al., 2012). A espécie Origanum vulgare, conhecida como
orégano, € considerada um dos codimentos mais usados no mundo e € aceito
oficialmente em inimeros paises pelo seu valor medicinal. Suas flores e folhas sao
usadas extensivamente em homeopatia e seu 6leo essencial € usado na medicina
tradicional indiana como um aroma estimulador e fortificante (RODRIGUES, 2002,
SANKAR et al., 2013).

A maioria das espécies Origanum € nativa das regibes do Mediterraneo
(Grécia, Ird e Turquia), com ocorréncia abundante no leste europeu, no oriente
asiatico e nas Américas do Sul e do Norte (BUSATTA, 2007; LICINA et al., 2013).
Devido sua ampla variedade de caracteristicas quimicas e de aroma, diferentes
espécies e bidtipos de Origanum sdo amplamente utilizados como insumo na
industria farmacéutica e cosmética (SAHIN et al.,, 2004), como erva culinaria
(SOUZA et al., 2005), como flavorizante de alimentos (STOJKOVIC et al., 2013), em
bebidas alcodlicas (SOUZA et al., 2007) e em perfumaria na obtencao e fragrancias
picantes (CARMO; LIMA; SOUZA, 2008).

Estudos indicam que o orégano possui varios efeitos bioldégicos como
antioxidante (KARAKAYA et al. 2011), antimutagénico (GULLUCE et al., 2012),
antiespasmoédico (TORRES et al, 2008), expectorante (ARSLAN; ILHAN;
KARABULUT; 2013), antimicrobiano (BARANAUSKIENE et al., 2013), carminativo e
antitussigeno (KAURINOVIC et al., 2011) e também tem sido usado na medicina
tradicional para o tratamento de varias doencas, incluindo distarbios digestivos e
problemas menstruais (SIKANDER et al., 2012).
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O dleo essencial de orégano apresenta varios compostos fendlicos e acredita-
se que estes sejam responsaveis por sua intensa atividade antimicrobiana. Muitos
pesquisadores atribuem a presenca do carvacrol como responsavel por essa acao
(Figura 8). Este constituinte é frequentemente encontrado como composto
majoritario e a hidroxila fendlica em sua estrutura quimica forma ligacdo de
hidrogénio com os sitios ativos de enzimas microbianas alvo (SOUZA et al., 2005).
Porém, os componentes minoritarios de 6leos essenciais também podem exercer
importante papel no desencadeamento dos fenémenos envolvidos na eficiéncia da
atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2005).

Acredita-se, entdo, que cada componente do 6leo essencial tem sua propria
contribuicdo no desencadeamento das suas propriedades biolégicas (efeito
antagonico ou sinérgico) e que a complexidade da mistura dos compostos presentes
torna mais dificil a adaptabilidade dos micro-organismos resultando no menor risco
de desenvolvimento de resisténcia microbiana (SOUZA et al., 2005; LANGEVELD;
VELDHUIZEN; BURT, 2013).

HO
OH
y-terpineno terpinen-4-ol carvacrol
\ 7
OH
geraniol cis-ocimeno

Figura 8 — Principais contituintes quimicos encontrados no 6leo essencial de orégano.
Fonte: Dewick, 2002.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar o potencial antimicrobiano do dleo essencial de Origanum vulgare

frente as principais linhagens bacterianas responsaveis pelo mau odor axilar.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar a constituicdo quimica dos principais componentes do O6leo de
Origanum vulgare por cromatografia gasosa de alta resolucéo (CG-AR).

Avaliar a atividade antimicrobiana e estabelecer a concentracdo inibitéria
minima (CIM) do 6leo de Origanum vulgare frente as linhagens de Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Proteus vulgaris ATCC 13315, Micrococcus luteus ATCC
7468 e Corynebacterium xerosis IAL 105.

Avaliar as alteracbes nas estruturas morfolégicas causadas pelo 6leo de
interesse e os farmacos de referéncia nas linhagens das bactérias envolvidas no
estudo utilizando a microscopia eletrénica de varredura.

Desenvolver um desodorante antitranspirante que contenha somente o 6leo
essencial de O. vulgare como ativo antimicrobiano.

Avaliar a atividade antimicrobiana e avaliar as alteracGes nas estruturas
morfologicas causadas pelo desodorante antitranspirante frente as linhagens de

interesse utilizando a microscopia eletrénica de varredura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare

Foi utilizado o 6leo essencial das folhas de Origanum vulgare (lote 660411)
adquirido comercialmente da empresa brasileira Lazlo Aromatologia LTDA, que
utiliza a metodologia de extracdo por destilacdo por arraste a vapor. A planta foi

cultivada convencionalmente.

4.2 PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL

Para a identificacdo qualitativa e quantitativa de seus constituintes quimicos, o
O0leo essencial de orégano foi analisado por CG-AR no Departamento de
Quimica/lnstituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

A analise foi feita em cromatégrafo a gas HP-5890 equipado com detector de
ionizagdo de chama (do inglés Flame lonization Detector - FID) e modulo de injecao
com razao de divisao (split) de 1/50. O volume de injecéo foi de 1 yL de amostra. As
amostras foram diluidas a 0,5% em cloroférmio. Como géas de arraste foi utilizado o
hidrogénio a uma vaz&do de 2 mL/min. A programacéo da temperatura do forno foi de
uma isoterma inicial de 1 minuto a 60°C, seguida da taxa de 3°C/min até atingir a
temperatura de 220°C. A temperatura utilizada no injetor e no detector foi de 220°C.
A coluna utilizada foi HP-BP1 de 30 m de comprimento por 0,25 mm de diametro
interno. A identificacdo dos picos foi feita por calculo de tempo de retencdo, com
padrées de hidrocarbonetos lineares de Cip a Cig € dados da literatura (ADAMS,
2009).
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4.3 MICRO-ORGANISMOS DE INTERESSE

Foram utilizadas linhagens provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC): Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Proteus vulgaris ATCC 13315 e
Micrococcus luteus ATCC 7468, sendo empregado o caldo Muieller Hinton como
meio de cultura e linhagem proveniente do Instituto Adolfo Lutz (IAL):
Corynebacterium xerosis IAL 105, utilizando o caldo Brain Heart Infusion (BHI) como

meio de cultura.

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL

4.4.1 Triagem e concentracao inibitéria minima

Para a realizacao do ensaio foi utilizado o método turbidimétrico empregando
a técnica de microdiluicdo em caldo.

Uma suspensédo bacteriana foi padronizada com solucéo fisiolégica estéril (9,0
g/L NaCl) até a obtencéo de 25% de transmitancia, lida em espectrofotdmetro (Libra
S12, Biochrom, Dinamarca) no comprimento de onda fixo de 580 nm. A suspenséo
microbiana padronizada foi submetida a diluicdo seriada com solucao fisiol6gica
esteéril. Apos 24 horas, foi feita a contagem das UFC, em meio de cultivo Tryptone
Soy Agar (TSA), a fim de se obter uma suspenséo de 10° — 10* UFC/mL (adaptado
de USP, 1985; CANDAN et al., 2003).

Para o preparo da amostra com o oleo essencial, foram dissolvidos 9,83 pL
do éleo de orégano em 9,83 uL de DMSO PA/Tween 80 (1:1, v/v). Posteriormente, 0
volume foi completado para 1500 uL de salina estéril, a fim de se obter a
concentracdo de 5600 pg/mL de Oleo essencial. A partir desta, foram preparadas
mais 4 diluicdes sucessivas (2800, 1400, 700 e 350 pg/mL).

Para o preparo da amostra contendo triclosan, foram dissolvidos 2 mg de
triclosan em 20 yL de DMSO PA/Tween 80 (1:1, v/v). Posteriormente, o volume foi

completado para 1000 pL de salina estéril a fim de se obter a concentracdo de 2000
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Mg/mL. A partir dessa amostra, foram preparadas mais 12 diluigcdes sucessivas (0,48
— 1000 pg/mL).

Na microplaca estéril foram pipetados 100 yL de caldo inoculado e 100 uL
das amostras teste nas respectivas concentragbes preparadas. As concentracdes
finais testadas para o 6leo essencial foram de 175 a 2800 ug/mL e para o triclosan
foram de 0,24 a 1000 pg/mL.

Para o controle negativo do meio de cultura, foram transferidos 100 uyL de
caldo estéril na microplaca e para o controle positivo, 100 yL do meio de cultura
inoculado. Paralelamente foram realizados os controles do DMSO PA/Tween 80
(1:1, v/v). Para o controle negativo, foram transferidos para microplaca: 100 pL de
caldo e 100 pL da solucdo de 20 yL de DMSO PA/Tween 80 (1:1, v/v) diluidos em
980 uL de salina e essa solucao adicionada do inéculo para o controle positivo.

Foi realizado também o controle da esterilidade do 6leo essencial (meio de
cultura e 6leo) para garantir a auséncia de contaminacao microbiana do mesmo.

Os farmacos de referéncia utilizados foram o cloranfenicol (0,025 — 250
Mg/mL) e a neomicina (0,0125 — 125 ug/mL). O preparo dos mesmos foi realizado
conforme as recomendacdes da farmacopeia americana (USP, 1985). Na microplaca
estéril foram pipetados 100 uL de caldo inoculado e 100 pL de cada concentracdo do
farmaco. Posteriormente, a microplaca foi homogeneizada em agitador de
microplacas (SI-0400, Genie Scientific, Estados Unidos). A incubacéo foi feita em
estufa a temperatura de 35°C por 24 horas. ApOs o periodo de incubacéo, foram
transferidos 20 pyL de cada poco para tubo de ensaio contendo 4 mL de caldo Brain
Heart Infusion estéril para C. xerosis e o caldo Tryptone Soya Broth (TSB) estéril
para as demais bactérias. Os tubos de ensaios foram incubados em estufa a
temperatura de 35°C por 24 horas.

Para avaliagcdo do crescimento bacteriano na microplaca, foi preparada uma
solucdo indicadora de resazurina 0,1 mg/mL em &gua destilada estéril e,
posteriomente, foram transferidos 30 pL/poco. Apdés homogeneizacdo, a microplaca
foi reincubada por 4 horas. ApOs este periodo, foi realizada a leitura visual final
através da coloracdo do meio. A coloracdo azul indicou auséncia de crescimento
microbiano, enquanto a cor rosa indicou presenca de células viaveis em
crescimento.

A concentracdo inibitdria minima (CIM) foi determinada através da

observacédo da coloracdo dos pocos contendo a solucéo indicadora. A acéao do o6leo
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(bactericida ou bacteriostatico) foi interpretada através da turvacdo dos tubos de
ensaio contendo meio de cultura apés o periodo de incubacdo, analisada
conjuntamente com os resultados obtidos na microplaca. A turbidez do meio de
cultura ap6s o periodo de incubacéo indicou acédo bacteriostatica e a ndo turbidez
indicou acao bactericida. O procedimento foi realizado em triplicata.

A patrtir dos resultados de CIM encontrados, foi calculada a porcentagem (p/v)

de Oleo essencial capaz de inibir o crescimento bacteriano.

4.4.2 Microscopia eletronica de varredura

O material utilizado para observagao por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) foi composto por colénias das espécies bacterianas submetidas a nenhum
tipo de tratamento (controle negativo), colénias expostas ao 6leo, ao triclosan e aos
farmacos de referéncia. O preparo das amostras foi realizado conforme método
descrito por Gao e colaboradores (2011) com algumas modifica¢des.

Para o0 preparo da suspensdo bacteriana foi empregado o mesmo
procedimento de padronizacdo da atividade antimicrobiana, a fim de se obter uma
suspensdo de 10° — 10* UFC/mL. Foram transferidos para a microplaca 100 yL de
caldo inoculado e apds a incubagcdo em estufa a temperatura de 35°C por 24 horas,
foram transferidos o 6leo de orégano e os farmacos de referéncia para os seus
respectivos pocos. ApOs esse procedimento, a microplaca foi reincubada
novamente.

No presente estudo, as concentragfes utilizadas para o 6leo de orégano, 0s
famacos de referéncia e o triclosan foram os valores de CIM bactericida
encontrados, exceto para o S. epidermidis em que foi exposto a CIM bacteriostatica
para o 6leo essencial de orégano.

As amostras foram, entdo, centrifugadas 5000 x g por 10 minutos (Eppendorf,
5417R, Alemanha) e os pellets foram transferidos para laminulas de vidro e fixados
com solucéo de glutaraldeido 2,5% por 12 horas. Apos este periodo, as laminulas
foram lavadas com tampéao fosfato 0,1M pH=7,4 e desidratadas com concentracdes
crescentes de etanol (50% a 100%), com intervalo de 20 minutos entre cada troca.

Em seguida, as laminulas foram secas a temperatura ambiente e colocadas em



54

suportes de aluminio (stubs), com fita de carbono dupla face. Posteriormente, as
laminulas foram levadas ao metalizador (Balzers Union FL — 9496, Balzers,
Alemanha) por 5 minutos, resultando em uma camada de 2 nm de ouro-paladio
sobre as mesmas. A seguir, foram observadas ao MEV (JSM 5310, Jeol, Japéo), sob
as condicbes de 25 Kv de poténcia e distancia de trabalho de 17 mm. As andlises
foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrébnica de Varredura do Museu
Nacional (UFRJ).

Figura 9 — Materiais e equipamentos necessarios para a analise das estruturas morfoldgicas das
linhagens bacterianas por microscopia eletrénica de varredura.
A) Stubs antes e ap6s o processo de metalizagao, B) Metalizador, C) Microscopio
eletrénico de varredura.
Fonte: a autora.

4.5 DESENVOLVIMENTO DO DESODORANTE ANTITRANSPIRANTE CONTENDO
OLEO ESSENCIAL DE O. vulgare

Para o preparo da formulacédo, 2 g do 6leo de orégano foi dissolvido em 60
mL de &lcool de cereais. Em seguida, foi adicionado 1 mL de propilenoglicol e 1 mL
de glicerina. Ap6s esse procedimento, foram adicionados 4 mL de solucdo de
cloridroxido de aluminio a 50%, com posterior homogeneizacdo. Sob agitacao,
adicionou-se a agua deionizada até que completasse o volume de 100 mL (Figura
10).
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Quadro 3 — Composicdo do desodorante antitranspirante contendo o 6leo de O. vulgare.

Componentes Funcao farmacotécnica Concentragéao
Alcool de Cereais solubilizante 60%
Oleo essencial de

i ativo antimicrobiano 2%
orégano
Cloridréxido de Aluminio adstringente/antiperspirante 2%
Propilenoglicol umectante 1%
Glicerina umectante/hidratante 1%
Agua deionizada veiculo gsp 100%

Figura 10 — Desodorante antitranspirante desenvolvido.
Fonte: a autora

4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO DESODORANTE ANTITRANSPIRANTE

4.6.1 Triagem

Cada bactéria foi inoculada em tubos de ensaio contendo 4 mL de TSB
(exceto C. xerosis que foi inoculado em BHI) e foram incubados a 35°C por 24 horas.
Em seguida, cada cultura foi estriada em TSA vertido em placas de Petri e incubada
a 35°C por 24 horas. As placas contendo as colbnias crescidas foram borrifadas com
o desodorante antitranspirante desenvolvido, de modo que toda a superficie

entrasse em contato com o produto. Apos o periodo de incubacao (35°C por 24
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horas), foram retiradas col6nias de diferentes regies da superficie do TSA e foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo 4 mL de TSB (BHI para C. xerosis) para
verificar a viabilidade celular. A auséncia de turvacdo do meio de cultura significou
acdo bactericida da formulacdo. Como controle, foram realizados 0os mesmos
procedimentos com as culturas bacterianas ndo expostas a formulagéo. O ensaio foi
realizado em triplicata. Paralelamente, foi realizada a atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de Origanum vulgare a 2% conforme o item 4.4.1 como controle da

formulacao.

4.6.2 Microscopia eletrdnica de varredura

Para as analises empregando a MEV, foram utilizadas as placas de Petri com
as colonias bacterianas expostas a formulacdo conforme realizado no item 4.6.1. As
colénias de diferentes areas do TSA foram transferidas para laminulas 2 e 24 horas
apos a aplicacdo da formulacédo. A fixacdo e os procedimentos posteriores foram
realizados conforme a metodologia descrita para o 6leo essencial (item 4.4.2) até a
observacdo ao MEV (QUANTA 250, FEI, Estados Unidos).

As analises foram realizadas no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer (UFRJ).
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL

Atravées da analise de CG-AR, foram identificados 17 constituintes
representando 91,6% da constituicdo total do 6leo essencial analisado. Picos
menores que 0,1%, foram equivalentes a 8,4% e n&o foram considerados neste
estudo. O 6leo essencial de O. vulgare apresentou o y-terpineno como componente
majoritario (30,5%), seguido pelo carvacrol (15,7%), terpinen-4-ol (13,0%), geraniol
(7,1%) e cis-ocimeno (7,0%). Esses cinco constituintes se apresentaram em maiores
concentracbes em relagcdo aos outros componentes identificados, perfazendo um

total de 73,3% da constituicdo quimica do 6leo (Figura 11 e Tabela 2).
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Figura 11 - Perfil cromatografico do 6leo essencial de O. vulgare.

Condicdes de andlise: coluna: BP1 30 m x 0,25 mm (HP). Temperaturas: da coluna = 60°C
(1 minuto), 3°C/minuto, até 220°C, do injetor = 220°C Split: 1/50, do detector por ionizacao
em chama: 220°C; volume de injecdo: 1 uL (concentracdo 0.5 % em cloroférmio). Picos
menores que 0,1% foram excluidos.



Tabela 2 - Composicéo quimica do éleo essencial de O. vulgare obtida por cromatografia gasosa de

alta resolucéo.

Pico indice de Kovats Constituintes %
calculado
1 973 B-pineno 0,4
2 986 mirceno 0,2
3 1017 a-terpineno 0,8
4 1024 p-cimeno 2,5
5 1031 1,8-cineol 0,5
6 1049 trans-ocimeno 1,3
7 1056 cis-ocimeno 7,0
8 1081 y-terpineno 30,5
9 1085 cis-hidrato sabineno 2,8
10 1101 trans-hidrato sabineno 1,0
11 1158 terpinen-4-ol 13,0
12 1170 a-terpineol 2,9
13 1223 geraniol 7,1
14 1241 carvacrol 15,7
15 1297 B-cariofileno 2,5
16 1471 germacreno D 19
17 1545 espatulenol 15
Total 91,6

59
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5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL

5.2.1 Triagem e concentracgao inibitéria minima

O oleo essencial de orégano apresentou atividade antimicrobiana frente a
todas as linhagens testadas. Foi observada atividade bactericida frente a trés das
quatro bactérias analisadas e atividade bacteriostatica frente a todas. Os valores de
CIM estéao representados na Tabela 3.

Adicionalmente, foi calculada a porcentagem (p/v) de 6leo essencial capaz de
inibir o crescimento bacteriano, convertida a partir dos valores de CIM encontrados
(Tabela 4). O maior valor de CIM foi de 0,28%, resultado importante para a definicdo
da porcentagem de 6leo essencial contida no desodorante antitranspirante. A
porcentagem das outras substancias (triclosan e farmacos de referéncia) ndo foi
calculada, pois ndo participam da composicdo do desodorante antitranspirante

desenvolvido.

Tabela 3 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare, triclosan e farmacos de

referéncia.
Concentracéo inibitdria minima (pg/mL)
Micro-organismos Oleo de orégano Triclosan Cloranfenicol Neomicina
S. epidermidis 3,9* 25* 1,25*
ATCC 12228 2800** 0,48** 2,5%*
P. vulgaris 1400* 0,97* 25*% 12,5*
ATCC 13315 700%* 2,5%*
M. luteus 2800* 62,5* 25* 125*
ATCC 7468 700** 1,95** 2,5%* 12,5**
C. xerosis 1400* 62,5* 250* 1,25*
IAL 105 700** 7,81%* 25%*

* bactericida; **bacteriostatico.
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Tabela 4 — Concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial de O. vulgare.

Concentracdo inibitéria minima (% p/v)
AGAO S. epidermidis P. vulgaris M. luteus C. xerosis
ATCC 12228 ATCC 13315 ATCC 7468 IAL 105
Bactericida - 0,14 0,28 0,14
Bacteriostatica 0,28 0,07 0,07 0,07

(-) ndo detectada nas concentragfes testadas.

Pode-se observar que o 6leo de orégano demonstrou atividade antimicrobiana
frente a todas as bactérias testadas, sendo bactericida frente a P. vulgaris
(CIM=1400 pg/mL), M. luteus (CIM=2800 ug/mL) e C. xerosis (CIM=1400 ug/mL). S.
epidermidis foi o Unico micro-organismo que nao sofreu efeito bactericida nas
condicdes testadas. No entanto, demonstrou atividade bacteriostaticia com
CIM=2800 pg/mL, os demais micro-organimos também apresentaram atividade
bacteriostatica com CIM=700 ug/mL. O triclosan demonstrou atividade bactericida
frente a todas as bactérias testadas com valores variando entre 0,97 e 62,5 pyg/mL e
apresentou atividade bacteriostatica frente a trés das quatro bactérias testadas: S.
epidermidis (CIM=0,48 pg/mL), M. luteus (CIM=1,95 ug/mL) e C. xerosis (CIM=7,81
Mg/mL). Os farmacos de referéncia (cloranfenicol e neomicina) demonstraram

atividade bactericida e/ou bacteriostatico como previsto para a validacao do ensaio.

5.2.2 Microscopia eletrénica de varredura

Foram obtidas eletromicrografias das linhagens bacterianas de interesse nao
expostas a qualquer tipo de tratamento (controle negativo) e expostos ao 0leo
essencial, ao triclosan e aos farmacos de referéncia (cloranfenicol e neomicina).
Nota-se que houve alteracdo na estrutura das bactérias tratadas quando
comparadas ao controle negativo. As células ndo expostas a qualquer tipo de
tratamento apresentaram superficie regular, enquanto o 6leo essencial bem como o
triclosan e os farmacos de referéncia demonstraram ser capazes de alterar a
membrana celular bacteriana. As células submetidas a acdo dos agentes

antimicrobianos revelaram deformidades em sua estrutura (aparecimento de fissuras
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e orificios, desintegracdo da membrana celular,

aglomeracdo das células,
extravasamento celular) com provavel destruicdo celular (Figura 12, 13, 14 e 15).

Figura 12 - Eletromicrografias de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 expostos aos tratamentos
experimentais. A) Nao exposto ao 6leo essencial de interesse, B) exposto ao
cloranfenicol a 25 pg/mL, C) exposto a neomicina a 1,25 ug/mL. D) exposto ao triclosan a

3,9 pg/mL, E) exposto ao 6leo essencial de O. vulgare a 2800 pg/mL. “a@”: células
destruidas. “b”: células deformadas/aglomeradas. Magnitude: 20000x. As barras
representam 1 um.
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Figura 13 - Eletromicrografias de Proteus vulgaris ATCC 13315 expostos aos tratamentos
experimentais. A) Nao exposto ao Oleo essencial de interesse, B) exposto ao
cloranfenicol a 25 pg/mL, C) exposto a neomicina a 12,5 ug/mL. D) exposto ao triclosan
a 0,97 yg/mL, E) exposto ao 6leo essencial de O. vulgare a 1400 pg/mL. “a”: formagéo
de fissura indicando rompimento da membrana celular, “b”: orificio indicando formagao
de um poro, “c”: células deformadas/compactadas/destruidas. Magnitude: 20000x. As
barras representam 1 ym.
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Figura 14 - Eletromicrografias de Micrococcus luteus ATCC 7468 expostos aos tratamentos
experimentais. A) Nao exposto ao Oleo essencial de interesse, B) exposto ao
cloranfenicol a 25 pg/mL, C) exposto a neomicina a 125 yg/mL. D) exposto ao triclosan
a 62,5 pyg/mL, E) tratamento com 0leo essencial de O. vulgare a 2800 pg/mL. “a”
anormalidades enrugadas indicando extravasamento celular, “b”; células

deformadas/aglomeradas/ compactadas. Magnitude: 20000x. As barras representam 1
pm.
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Figura 15 - Eletromicrografias de Corynebacterium xerosis IAL 105 expostos aos tratamentos
experimentais. A) Nao exposto ao Oleo essencial de interesse, B) exposto ao
cloranfenicol a 250 pg/mL, C) exposto a neomicina a 1,25 pg/mL. D) exposto ao
triclosan a 62,5 pyg/mL, E) exposto ao 6leo essencial de O. vulgare a 1400 yg/mL. “a”:

rompimento e lise da membrana celular, “b”: células deformadas/aglomeradas.
Magnitude: 10000x. As barras representam 1 ym.
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5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO DESODORANTE ANTITRANSPIRANTE

5.3.1 Triagem

A formulacdo desenvolvida, bem como o Gleo essencial de orégano a 2%
apresentaram atividade bactericida frente a todas as bactérias testadas.

Tabela 5 — Agéo antimicrobiana do desodorante antitranspirante.

Amostras S. epidermidis P. vulgaris M. luteus C. xerosis
ATCC 12228 ATCC 13315 ATCC 7468 IAL 105
Desodorante Bactericida Bactericida Bactericida Bactericida

antitranspirante

Oleo essencial Bactericida Bactericida Bactericida Bactericida

de O. vulgare 2%

5.3.2 Microscopia eletronica de varredura

Foram obtidas eletromicrografias das linhagens bacterianas de interesse
expostas ao desodorante antitranspirante contendo 2% do Oleo essencial de O.
vulgare apos 2 e 24 horas a aplicacdo da mesmo. ApGs 2 horas, as células ja
apresentaram superficie deformada com possivel extravasamento celular,
comprovando a acdo antimicrobiana da formulacdo. Apés 24 horas, as alteracdes
morfolégicas foram mais pronunciadas nas bactérias S. epidermidis ATCC 12228,
Proteus vulgaris ATCC 13315 e C. xerosis IAL 105 quando comparadas as de 2
horas. A formulagcéo foi capaz de provocar danos morfologicos nas estruturas das
células tratadas apos 2 e 24 horas a aplicacdo, com o aparecimento de
anormalidades enrugadas, compactacao das ceélulas levando a perda o formato
original. As alteracdes observadas foram compativeis com a morte celular bacteriana
(Figura 16, 17, 18 e 19).



Figura 16 - Eletromicrografias de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 expostos ao desodorante
antitranspirante. A) N&o exposto ao desodorante antitranspirante, B) exposto ao
desodorante antitranspirante durante 2 horas, C) exposto ao desodorante antitranspirante
durante 24 horas. “a”: rompimento e lise da membrana com provavel extravasamento

celular. “b”: células menores e deformadas. Magnitude: 20000x. As barras representam 5
pm.
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Figura 17 - Eletromicrografias de Proteus vulgaris ATCC 13315 expostos ao desodorante
antitranspirante. A) N&o exposto ao desodorante antitranspirante, B) exposto ao
desodorante antitranspirante durante 2 horas, C) exposto ao desodorante antitranspirante

durante 24 horas. “a@”: célula destruida com desintegracdo da membrana celular.
Magnitude: 10000x. As barras representam 5 pm.
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Figura 18 - Eletromicrogrfiasd Micrococcus luteus ATCC 7468 expostos ao desodorante
antitranspirante. A) Ndo exposto ao desodorante antitranspirante, B) exposto ao
desodorante antitranspirante durante 2 horas, C) exposto ao desodorante

antitranspirante durante 24 horas. “a@” anormalidades enrugadas. “b”: células
deformadas/compactadas. Magnitude: 10000x. As barras representam 5 ym.
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Figura 19 - Eletromicrografias de Corynebacterium xerosis IAL 105 expostos ao desodorante
antitranspirante. A) Ndo exposto ao desodorante antitranspirante, B) exposto ao
desodorante antitranspirante durante 2 horas, C) exposto ao desodorante
antitranspirante durante 24 horas. “a”: rompimento e lise da membrana celular. “b”:
células deformadas. Magnitude: 20000x. As barras representam 5 ym.
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6 DISCUSSAO

De acordo com Bakkali e colaboradores (2008), para um componente ser
considerado majoritario, este deve apresentar-se em quantidade entre 20 e 70% dos
constituintes totais. Através da analise cromatografica obtida no presente estudo, o
componente majoritario identificado no 6leo essencial de O. vulgare foi 0 y -terpineno
(30,5%).

No entanto, os cinco componentes presentes em porcentagens maiores que
5%: y-terpineno (30,5%), carvacrol (15,7%), terpinen-4-ol (13,0%), geraniol (7,1%) e
cis-ocimeno (7,0%), perfazem um total de 73,3% da constituicdo quimica do 6leo,
podendo ser os responsaveis pela atividade biolégica do mesmo.

Os constituintes encontrados no presente trabalho foram semelhantes aos
obtidos no estudo de Azeredo e colaboradores (2011), os quais demonstraram que 0
carvacrol (66,99/100g), p-cimeno (13,99/100g) e y-terpineno (7,89/100g) foram os
componentes majoritarios do 6leo essencial de orégano.

Vérias espécies de orégano sao caracterizadas pela presenca de dois
componentes fendlicos: o carvacrol e o timol e também elevado teor de seus
precursores hidrocarbonetos monoterpénicos: y -terpineno e p-cimeno (BENAVIDES;
VILLALOBOS-CARVAJAL; REYES, 2012; BOSTANCIOGLU et al., 2012; BUSATTA
et al., 2007; CASTILHO et al., 2012; LUZ et al., 2012; MOHAMED; NASSIER, 2013).

No presente estudo, foi identificada a presenca de todos os componentes
supracitados, com excessdo do timol. No entanto, esse constituinte pode estar
incluido na porcentagem ndo detectada no ensaio de cromatografia gasosa
realizado, uma vez que picos menores de 0,1% nao foram considerados no estudo
(equivalente a 8,4% da composic¢ao total do 6leo).

De acordo com Rodrigues (2002), a proporcéo de timol e y-terpineno no 6leo
essencial de O. vulgare varia durante os meses de florescimento e ndo florescimento
da planta, sendo que o aumento no conteddo de um dos constituintes é
acompanhado de diminuicdo do outro e vice-versa. Esse mesmo autor ainda afirma
que esses fatores néo interferem no contetdo dos outros dois principais compostos:
carvacrol e p-cimeno.

A diferenca sazonal também pode interferir na composicdo quimica do 6leo

essencial, como demonstrado no estudo de Karamanos e Sotiropoulou (2013), os
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quais encontraram uma diferenca quantitativa nos constituintes encontrados no 6leo
essencial de O. vulgare. O carvacrol, composto dominante, variou de 56,46% a
84,88%, seguido do p-cimeno (4,19 - 21,4%) e a-pineno (0,11 - 1,88%). Enquanto o
timol foi detectado em niveis muito baixos variando de 0,20% a 1,44%. Foi concluido
que o teor de carvacrol foi maior na estagdo mais seca e mais quente, enquanto
outros compostos (a-pineno, canfeno, mirceno, a- e y-terpineno, p-cimeno, linalol, a-
terpineol, a-cariofileno) tenderam a apresentar niveis mais elevados durante o
periodo mais umido e mais frio. Tibaldi e colaboradores (2011) também afirmam que
a quantidade de carvacrol é muito maior no verao, enquanto o p-cimeno predomina
no outono.

No estudo de Silva e colaboradores (2010), foram pesquisados cinco 6leos
essenciais de orégano provenientes de diferentes regides da Europa em diferentes
épocas do ano e foi constatada uma grande variagdo no teor dos constituintes
quimicos presentes nesses 6leos. De acordo com esse estudo, ndo houve diferenca
significativa na atividade antimicrobiana frente & Salmonella enterica sorotipo
Enteritidis. Porém, esses autores afirmam que 0Oleos essenciais de orégano que
possuem p-cimeno, y-terpineno e carvacrol podem ter o seu efeito antimicrobiano
potencializado frente a essa bactéria (SILVA et al.,, 2010). Dessa forma, pode-se
dizer que as diferencas entre os componentes encontrados em cada estudo podem
ser resultado das variacdes fisioldgicas da planta, fatores genéticos, local geogréfico
da coleta, clima e outros fatores ecologicos que podem interferir na composi¢cao
quimica do 6leo essencial (KHOSRAVI et al., 2011; SOUZA et al., 2010).

O oOleo essencial de O. vulgare é conhecido por possuir atividade
antimicrobiana frente a varias espécies de micro-organismos, principalmente as
patogénicas e aquelas relacionadas a deterioracdo de alimentos (BOSTANCIOGLU
et al., 2012; CASTILHO et al., 2012; LUZ et al., 2012). No entanto, o presente estudo
demonstrou que esse composto natural também pode ser utilizado como agente
antibacteriano em produtos de higiene pessoal, como desodorantes, ja que existe
uma tendéncia do uso crescente de ingredientes alimenticios em produtos
cosmeticos, como o cacau, frutas, 6leos de polpa e sementes, entre outros (LUBBE;
VERPOORTE, 2011).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o dleo essencial de O.
vulgare demonstrou atividade bactericida frente ao P. vulgaris (CIM=1400 pg/mL), M.
luteus (CIM=2800 pg/mL) e C. xerosis (CIM=1400 ug/mL) e atividade bacteriostatica
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frente ao S. epidermidis (CIM=2800 pg/mL). Varios estudos também comprovam a
atividade antimicrobiana frente a estas bactérias. Baydar e colaboradores (2004)
analisaram a propriedade antibacteriana do 6leo essencial de orégano frente 15
bactérias, dentre elas o C. xerosis, o M. luteus e o P. vulgaris e observaram que na
concentracéo de 1/50 (v/v), tal 6leo foi eficaz na inibicdo somente das duas primeiras
linhagens bacterianas. Enquanto o P. vulgaris teve seu crescimento inibido na
concentracdo de 1/200 (v/v). Esses autores afirmam que a atividade do 6leo pode
ser atribuida a presenca do carvacrol, p-cimeno e y-terpineno. Neste estudo foi
utilizado o método de difusdo em disco.

No estudo de Sartoratto e colaboradores (2004), o valor de CIM encontrado
para o M. luteus CCT2692 foi maior que 2 mg/mL e nao foi evidenciada atividade
antimicrobiana do Oleo de orégano frente ao S. epidermidis ATCC12228. Os
componentes majoritarios encontrados foram o timol (38%) e o terpin-4-ol (33,3%),
ndo sendo encontrado o carvacrol. Sahin e colaboradores (2004) também néo
encontraram atividade frente ao S. epidermidis A233. No entanto, o 6leo essencial
apresentou atividade antibacteriana frente ao P. vulgaris Kukem-1329 com valor de
CIM=62,50 pg/mL.

Por outro lado, Silva e colaboradores (2013) verificaram que o 6leo de
orégano foi ativo frente ao S. epidermidis ATCC 12228 na concentracédo de 5% (v/v),
valor superior a CIM encontrada no presente estudo correspondente a 0,32% (v/v).
Os autores justificam a atividade devido ao alto teor de compostos fendlicos
presentes no 6leo, como o carvacrol e o timol.

Nostro e colaboradores (2004) evidenciaram sensibilidade de cepas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis meticilina resistentes ao 0leo
essencial de orégano com CIMs variando entre 0,06 e 0,125% (v/v). Esse Oleo
essencial foi caracterizado quimicamente e foi detectada a presenca dos
constituintes carvacrol, timol, y-terpineno e p-cimeno. No entanto, para esses
autores ndo ha relacdo entre a atividade antimicrobiana e os dois Ultimos
constituintes citados. Contraditoriamente, Silva e colaboradores (2010) afirmam que
esses constituintes (y-terpineno e p-cimeno) interferem na atividade antimicrobiana,
por produzirem efeito sinérgico entre os demais componentes. No presente estudo, 0
Oleo essencial de orégano demonstrou atividade antimicrobiana frente ao S.
epidermidis e o y-terpineno foi identificado como componente majoritario do mesmao.

Logo, a atividade encontrada possivelmente se deve também a presenca desse
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constituinte uma vez que se encontra em maior quantidade que as demais
substancias.

Em uma pesquisa realizada com o 6leo essencial de orégano coletado em
quatro regifes distintas da Illha da Madeira foi visto que apesar de as amostras
apresentarem 0sS mesmos constituintes, algumas diferengas quantitativas foram
observadas. Em uma regido o y-terpineno foi o componente presente em maior
quantidade (20,49%), enquanto que nas outras, o timol foi o componente que
prevaleceu com concentracfes variando de 30,96% a 58,0%. Paralelamente, foi
realizada a atividade antimicrobiana dos Oleos e ndo foram observadas grandes
diferencas entre os resultados. Entre 0s micro-organismos testados encontra-se o M.
luteus CCMI 322 que foi inibido por todas as quatro amostras, sendo que duas
apresentaram atividade bactericida (CIM=100 ug/mL) e as outras demonstraram
atividade bacteriostatica com valores de CIM variando entre 100 e 200 pg/mL
(CASTILHO et al., 2012).

Segundo Chen e colaboradores (2011), a ac¢do antimicrobiana provocada
pelos Oleos essenciais, de maneira geral, € justificada pela sua capacidade de
perturbar a permeabilidade das membranas de estruturas celulares com a perda
concomitante do controle quimiosmaético. Dessa forma, eles relataram que as
bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos 0leos essenciais que bactérias
Gram-negativas, pois estas apresentam uma membrana exterior em torno da parede
da célula, o que limita a difusdo de compostos hidrofébicos através da sua cobertura
lipopolissacaridica. No entanto, no presente estudo ndo foi constatada essa
diferengca, uma vez que o Oleo de interesse apresentou atividade bactericida nas
concentracdes testadas para todas as bactérias Gram-negativa e positivas, exceto
para o S. epidermidis (bactéria Gram-positiva).

Liolios e colaboradores (2009) afirmam que a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais pode ser atribuida aos monoterpenos, que devido ao seu caracter
lipofilico, agem na perturbagdo da membrana citoplasmatica microbiana. O
rompimento da membrana citoplasméatica provocada pelos 6leos essenciais resulta
em expansdo, aumento da permeabilidade e fluidez da membrana, pertubacédo das
proteinas integradas a membrana, inibicdo da respiracéo e alteracdo do processo de
transporte i6nico. Os constituintes do 6leo também podem atravessar as membranas
celulares, penetrando na célula e interagindo com sitios intracelulares criticos para a
atividade antibacteriana (SADAKA et al., 2013).
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Segundo Lambert e colaboradores (2001), o mecanismo de acao da atividade
antimicrobiana do 6leo essencial também pode ser atribuido a disfuncdo de uma
variedade de sistemas enzimaticos, incluindo aqueles que estdo envolvidos na
producao de energia e da sintese de componentes estruturais.

Castilho e colaboradores (2012) sugerem que, ao contrario de muitos
antibiéticos, os constituintes hidrofébicos presentes nos 0leos essenciais
provenientes do género Origanum séo capazes de obter acesso ao periplasma de
bactérias Gram-negativas por meio das proteinas porinas da membrana externa. De
acordo com Negi (2012); Silva e colaboradores (2010), o carvacrol provavelmente
age tornando a membrana celular bacteriana permeavel, pela dissolucdo da
bicamada lipidica e por se alinhar entre as cadeias de acidos graxos. Esta distor¢ao
provoca a expansao e a desestabilizacdo da membrana, aumentando a fluidez da
mesma e, consequentemente, aumentando a permeabilidade passiva. Ja o p-
cimeno, precursor do carvacrol, provoca um maior inchagco da membrana
citoplasmatica e o y-terpineno age rompendo a membrana celular (AZEREDO et al.,
2011; LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2013) .

Além dos componentes majoritarios, os demais constituintes podem
influenciar na atividade antimicrobiana do 6leo, podendo envolver algum tipo de
sinergismo ou antagonismo com outros compostos ativos. Assim sendo,
provavelmente a atividade antibacteriana ndo é atribuivel a um mecanismo
especifico e sim ao conjunto de varios danos nas células. Alguns destes
mecanismos ocorrem como consequUéncia de um outro mecanismo alvo. Como
exemplo, o0s compostos sesquiterpénicos podem agir como potenciadores
clinicamente aceitaveis de penetracdo na pele. Esta penetracdo é principalmente
importante para os componentes bioativos, que dependem de absorcdo através da
pele (CHEN et al., 2011; SADAKA et al., 2013; SOUSA et al., 2012).

O modo de acdo dos agentes antimicrobianos também depende
essencialmente do tipo de micro-organismo e esta relacionada principalmente com a
estrutura da parede celular bacteriana e do arranjo da membrana externa. A
lipofilicidade dos constituintes do 6leo, composicao lipidica da membrana bacteriana
e suas cargas de superficie sdo os principais fatores que influenciam a
permeabilidade da membrana aos constituintes do éleo (SADAKA et al., 2013).

No presente trabalho também foi testada a atividade antimicrobiana do

triclosan sendo encontrada atividade bactericida para todas as bactérias testadas
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com valores de CIM variando entre 0,97 e 62,5 pg/mL. Adicionalmente, foi
encontrada atividade bacteriostatica frente a S. epidermidis (CIM=0,48 ug/mL), M.
luteus (CIM=1,95 pg/mL) e C. xerosis (CIM=7,81 pg/mL). Tais valores de CIM
encontrados para o triclosan estdo abaixo da concentracdo maxima de 0,3%
permitida pela ANVISA em produtos de higiene pessoal.

Os resultados apresentados corroboram com o estudo de Middleton e
Salierno (2013) que afirmam que o triclosan tem propriedade bactericida em altas
concentracdes e bacteriostatica em menores concentragdes (0,025 — 1 mg/mL). De
acordo com Wollenberg e Schnopp (2010), o triclosan € um antibacteriano potente
frente as espécies do género Proteus spp. Bhargava e Leonard (1996) sugerem que
desodorantes topicos contendo 0,15% de triclosan possuem um efeito prolongado na
reducdo do crescimento de bactérias axilares e exibem efeito sinérgico com outros
agentes antimicrobianos como o etanol a 39%. Foi demonstrada atividade
antibacteriana frente P. vulgaris NCTC 8313 (CIM=0,1 ppm), P. vulgaris NCTC 4636
(CIM=0,3 ppm) e P. vulgaris NCTC 4175 (CIM=0,01 ppm).

Morente e colaboradores (2013) justificam os efeitos destrutivos do triclosan
sobre a estrutura e a funcdo da membrana bacteriana como consequéncia da sua
inibicdo especifica da via de biossintese de &cido graxos, afetando processos
dependentes da sintese de lipidios, tais como a sintese de lipopolissacarideos,
fosfolipidos e lipoproteina, que sdo constituintes da parede celular. Segundo Hoqg e
Ibrahim (2011) e Proia e colaboradores (2013), o triclosan age como um inibidor
irreversivel da enzima enoil — proteina carreadora de acila redutase (Fabl). Essa
enzima utiliza o NADH para reduzir a dupla ligagdo durante o ciclo de alongamento
de é&cidos graxos bacterianos. A ligacdo de triclosan se deve principalmente a
interacdes de van der Waals e ligacdes de hidrogénio entre o grupo fenol da
molécula de triclosan e residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima Fabl
(MELO, 2010).

Tkachenko e colaboradores (2007) sugerem que outros fatores também
podem contribuir para atividade bactericida do triclosan, como a modificacdo da
funcdo e estrutura da membrana celular, inserindo-se na membrana bacteriana,
rompendo sua integridade ou afetando a expressdo de genes envolvidos no
metabolismo de &cidos graxos.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o 6leo essencial
de O. vulgare obteve valores de CIM maiores que o triclosan, bem como os
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farmacos de referéncia. No entanto, os valores encontrados s@o aceitaveis para o
desenvolvimento de um produto de higiene pessoal, uma vez que estamos lidando
com uma mistura de compostos e ndo com uma substancia pura. Adicionalmente, a
utilizacdo do 6leo essencial de O. vulgare como ativo antimicrobiano encontrado na
formulag&o desenvolvida supre o anseio de consumo devido ao mercado verde, visto
0 impacto ambiental e os casos de resisténcia relacionados ao triclosan.

Conforme preconizado pelas Farmacopeias Brasileira 5% ed. e Americana 222
ed., foram utilizados a neomicina e o cloranfenicol como farmacos de referéncia para
0 ensaio antimicrobiano realizado. No entanto, sabe-se que ndo é recomendado o
uso de antibiéticos em desodorantes enquanto houver outras substancias ativas e de
menor risco toxico. Embora a neomicina a 3% ja ter sido incorporada em creme com
a comprovacdo da supressdo do odor sudoral das axilas, substancias desse tipo
estdo incluidas em listas de uso proibido em produtos cosméticos, sendo reservadas
exclusivamente para sua funcéo principal terapéutica (BARATA, 2003).

A neomicina é um aminoglicosideo amplamente utilizado em forma topica, €
bactericida frente a maior parte das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Sua
atividade bactericida se deve a ligacdo a subunidade 30s do ribossoma bacteriano,
inibindo assim a sintese proteica (CUI et al., 2009; LIO; KAYE, 2011; PORRAS-
LUQUE, 2007). Ja o cloranfenicol é um antimicrobiano de amplo espectro que
também inibe a sintese proteica. Sua ac¢éo principal se deve a ligacao a fracdo 50s
do ribossoma bacteriano, inibindo a enzima peptidil-transferase, bloqueando a uniédo
dos aminoacidos na formacao do polipeptideo (PAES et al., 2009).

Através da microscopia eletrbnica de varredura, foi possivel observar as
diferencas morfolégicas encontradas na superficie das bactérias expostas aos
tratamentos experimentais (6leo essencial de O. vulgare, triclosan, cloranfenicol e
neomicina) com as controle (sem exposicdo as substancias de interesse). Foi
observado que apesar de o 6leo essencial ter efeito bacteriostatico frente ao S.
epidermidis, podem-se evidenciar alteragbes morfologicas discretas na bactéria.

As eletromicrograficas sugerem que o0 O6leo essencial de orégano causou
alteracdes morfologicas similares frente ao P. vulgaris e ao M. luteus comparado
com o triclosan. Os resultados indicam que esses danos sdo compativeis com a
morte celular, uma vez que foi utilizada a concentragdo bactericida minima no

tratamento das bactérias.
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Ja o C. xerosis IAL 105 tratado com o 6leo de interesse apresentou alteracées
morfoldgicas discretas. Porém, de acordo com a concentragcdo de 6leo utilizada, as
células seriam passiveis de morte celular mesmo sem evidenciar grandes danos na
membrana celular.

Foram encontrados alguns estudos que empregaram o MEV como um dos
ensaios que comprovasse o efeito antibacteriano do 6leo essencial de O. vulgare
frente a diversas bactérias (S. aureus ATCC 6538, B. subtilis ATCC 6633, E. coli
ATCC 8739, S. aureus QCF e L. monocytogenes ATCC 7644) indicando alteracao
na superficie celular (AZEREDO et al., 2012; LV et al., 2011; SOUZA et al., 2010).
No entanto, ndo foram encontradas essas analises com 0s micro-organismos do
presente estudo.

Segundo Azeredo e colaboradores (2012), as modificacbes provocadas pelo
Oleo essencial de O. vulgare na parede celular e/ou membrana plasmatica das
bactérias ocorrem devido ao carater lipofilico do 6leo essencial, o qual pode
acumular na membrana celular, causando alteracdo da integridade e o
extravasamento de constituintes intracelulares que sado vitais para a sobrevivéncia
da bactéria. Esses autores observaram que a ruptura da parede celular da bactéria
L. monocytogenes ocorreu perto do septo de divisdo celular, indicando que a
atividade do oleo essencial foi maior na mitose. Contudo, Langeveld, Veldhuizen e
Burt (2013) sugerem gue o mecanismo de acdo do Oleo essencial de orégano ocorre
por via enzimatica através da inibicdo da atividade da lipase e da coagulase
bacteriana. Através das eletromicrografias obtidas no presente trabalho, ndo se pode
sugerir um possivel mecanismo de acdo. No entanto, pode-se observar que o 6leo
de interesse provocou o comprometimento da integridade da membrana celular
bacteriana.

No desenvolvimento da formulagcdo, obteve-se um desodorante
antitranspirante liquido de aspecto limpido, levemente amarelado e com odor
picante. A concentracdo de Oleo optada para o desenvolvimento do desodorante
antitranspirante foi superior ao maior valor de CIM encontrado (0,28% p/v). Essa
porcentagem utilizada no produto pode ser justificada pela possivel perda de
quantidade do ativo durante e ap0s a aplicacdo topica nas axilas (presenca do suor,
evaporacao do alcool juntamente com o ativo, atrito entre a pele e a roupa), bem
como a garantia de que o ativo atue sobre as bactérias de interesse (presenca de

células epiteliais que podem dificultar esse alcance).
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Através da avaliacdo da atividade antimicrobiana, pode-se verificar que o
desodorante antitranspirante contendo 2% (p/v) de 6leo essencial de orégano foi
bactericida frente a todas as bactérias testadas. A atividade bactericida observada
ocorreu devido a porcentagem de Oleo utilizada na formulagédo, sendo que foi feita a
andlise da atividade do 6leo essencial a 2% isoladamente e foi comprovada sua
acdo bactericida. Porém, a presenca de outros componentes na formulacdo, como o
alcool de cereais, pode ter contribuido para a acédo antimicrobiana.

A associacao entre o 6leo essencial e os demais componentes da formulacao
pode ter contribuido para as alteracdes celulares visualizadas pelo MEV, visto que
estes também possuem efeito antimicrobiano. De acordo com Barata (2003), o
propilenoglicol e a glicerina além de solubilizar principios ativos, sdo substancias que
também possuem atividade antisséptica, transmitindo sensacdo de frescor e
permitindo a ideia de higiene e bem estar.

Através das eletromicrografias obtidas pelo MEV, pode-se comprovar 0s
efeitos destrutivos do desodorante antitranspirante contendo 6leo essencial de O.
vulgare frente as bactérias testadas. Apos 2 horas da aplicacdo do produto, ja foi
possivel observar a acdo antimicrobiana através das alteracdes na morfologia da
membrana das bactérias com provavel extravasamento celular. Dentre todas as
bactérias tratadas, o S. epidermidis demonstrou visivelmente menos alteracées,
provavelmente pela maior resisténcia ao 6leo, uma vez que foi o Unico micro-
organismo em que o Oleo essencial foi bacteriostatico na concentracdo de 2800
Mag/mL. Apbs 24 horas, o efeito bactericida do desodorante antitranspirante foi
visivelmente mais exacerbado para a maioria das bactérias (maior quantidade de
bactérias deformadas com aspecto enrugado e indicios de extravasamento celular),
devido provavelmente ao maior tempo de contato do produto com as mesmas.
Desse modo, o efeito do desodorante possivelmente prolonga 24 horas apos a
aplicacéo.

Vale ressaltar que dentre todos os constituintes quimicos identificados no 6leo
em estudo, somente o geraniol (7,1%) esta presente na lista das 26 fragrancias
alergénicas para cosmeéticos e produtos de limpeza. Esse constituinte & considerado
um alergénico médio. Na formulacdo desenvolvida, sua presenca representa
0,142%, excedendo o valor de 0,001% descrito pelo Ministério da Salde. Dessa

forma, h4 a necessidade da descricdo desse constituinte na rotulagem do produto de
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modo a facilitar a identificacdo desta substancia pelos consumidores que nao a
toleram.

O geraniol € um alcool monoterpénico aciclico considerado uma das
moléculas mais importantes utilizadas na industria de fragrancias e aromas devido
ao seu odor agradavel. Além disso, possui propriedades antimicrobiana, antitumoral
e inseticida comprovadas. Um levantamento de produtos de consumo no mercado
europeu revelou que ele estad presente em 76% dos desodorantes investigados,
incluido em 41% dos produtos de uso domeéstico e em 33% das formulacdes
cosméticas a base de ingredientes naturais (CHEN; VILJOEN, 2010).

Acredita-se que a sensibilizagcdo de contato € causada por compostos de
baixo peso molecular, que penetram na pele e se ligam a proteinas. Hagvall e
colaboradores (2008) relataram que o geraniol tem poder de auto-oxidacdo quando
exposto ao ar ou quando ocorre ativacdo metabodlica mediada por citocromo P450 na
pele, formando compostos alergénicos. Os principais produtos de auto-oxidacéo
alergénicos descritos foram o geranial e o neral.

No entanto, foi comprovado que o geraniol a 6% em petrolatum nao produziu
reacdo de sensibilizacdo quando testado em 25 voluntarios e também nao
demonstrou efeitos adversos em ratos quando ingerido nas concentragdes de 10000
ppm por 16 semanas ou de 1000 ppm por 28 semanas (CHEN; VILJOEN, 2010).

Segundo o estudo de Varvaresou e colaboradores (2009), os 6leos essenciais
como conservantes naturais sdo rentaveis e em alguns casos podem melhorar as
propriedades dermocosmeéticas do produto final. Todavia, sua aplicacdo como
agentes antimicrobianos em preparacfes cosméticas € muitas vezes evitada por
alguns inconvenientes, como atuarem em organismos especificos, diferentemente
dos conservantes sintéticos o que pode ser ineficaz ao proteger o produto contra a
grande variedade de micro-organismos que podem degradar um produto cosmeético.
Além disso, em alguns casos, eles causam alergias dermatoldgicas.

Considerando essas informacdes, o 6leo essencial de orégano ja foi relatado
como inibidor de crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos o0 que
sugere o possivel efeito secundario em atuar como coadjuvante na conservacao da
formulacdo, prevenindo e controlando o0 crescimento de micro-organismos
contaminantes durante a producdo, o armazenamento ou o uso do consumidor. O

aumento na permeabilidade da membrana celular e subsequente facilitagdo da
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captacdo bacteriana de conservantes pode ser 0 mecanismo subjacente dos efeitos
sinérgicos entre alguns Oleos essenciais e conservantes (PATRONE et al., 2010).

Segundo a Farmacopéia Brasileira 52 ed., para assegurar a eficacia de
conservantes antimicrobianos adicionados aos produtos farmacéuticos, deve-se
realizar o teste de eficacia antimicrobiana frente aos micro-organismos Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404, Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. Assim
sendo, existem relatos na literatura cientifica sobre o efeito antimicrobiano do 6leo
essencial de orégano frente a todos esses micro-organismos, 0 que sugere a
possibilidade de sinergismo ou a substituicho ao conservante da formulagéo,
evitando o uso de conservantes sintéticos como os parabenos (GIROVA et al., 2010;
LAUBACH; GHANAVATI; WHIDDEN; 2012; SOUZA et al., 2008; VALE-SILVA et al.,
2012).

Schuch (2011) realizou os ensaios de toxicidade dérmica e ocular em animais
expostos ao 6leo essencial de orégano a 3%. Este foi considerado néo irritante para
a pele e minimamente irritante para os olhos, ndo havendo sinais graves de
toxicidade o que corrobora com o desenvolvimento de uma formulagdo de uso
topico. No presente trabalho, a formulacdo foi desenvolvida utilizando o 6leo
essencial a 2%, valor inferior ao testado no estudo anteriormente citado, o que
pressupde que nao provoque irritacdes na pele.

O cloridroxido de aluminio estd presente com o propésito de reduzir a
transpiracdo. Porém, também possui atividade adstringente, cujo objetivo é reduzir o
tamanho dos poros e indiretamente a oleosidade da pele, propriedade atrativa para
guem tem pele oleosa (FROTA, 2012).

A formulacdo desenvolvida no presente trabalho possui 2% de cloridroxido de
aluminio e segue as restricbes estabelecidas pela ANVISA conforme a Resolucéo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 03, de 20 de janeiro de 2012, em que autoriza a
concentracdo maxima de 25% base anidra de cloridroxido de aluminio no produto
final de antitranspirantes. Porém, as condigcbes de uso e adverténcias deverdo
constar no rotulo do produto: ndo aplicar sobre a pele irritada ou lesionada,
suspender 0 uso em caso de irritacao.

Nos ultimos anos o Brasil tem redobrado os esforcos para enfrentar os
desafios do desenvolvimento em um ambiente de competicdo internacional, cujas

dificuldades tém sido encontradas nos terrenos da competéncia cientifica e da



82

inovacdo tecnoldgica e, mais precisamente, da capacidade de transformar
conhecimentos em processos e produtos industriais valorizados pelos mercados
nacional e internacional (MIGUEL, 2009).

Através da confirmagéo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O.
vulgare frente aos principais micro-organismos causadores de mau odor axilar, o
presente trabalho vislumbrou contribuir com o conhecimento técnico-cientifico,
imprescindivel para o desenvolvimento de um produto inovador. A comprovacao da
possivel utilizagdo do Oleo essencial de O. vulgare em deodorantes favorece a
industria de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, que caracteriza-se pela
necessidade continua de pesquisas de novos insumos e introducdo de inovacdes
em suas linhas de produtos. A utilizacdo de um ativo natural antimicrobiano como
alternativa ao triclosan, ainda atende as necessidades do mercado verde, sendo um
fator de extrema relevancia para a competitividade no setor.

Conforme a RDC n° 211, de 14 de julho de 2005, para a obtencao do registro
de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes ainda sdo necessarios
testes fisico-quimicos que incluem dados de estabilidade e testes de controle
microbiolégico do produto acabado. Além disso é necessaria a comprovagcdo da
seguranca do produto, através de ensaios de toxicidade e avaliacdo em seres
humanos sob os cuidados de um dermatologista.
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7 CONCLUSAO

O perfil quimico do 6leo essencial de Origanum vulgare apresentou 17
constituintes principais e o componente majoritario identificado foi o y-terpineno
(30,5%).

O Oleo essencial de O. vulgare demonstrou atividade antimicrobiana frente
todas as bactérias testadas, com acdo bactericida frente ao P. vulgaris (CIM=1400
Mg/mL), ao M. luteus (CIM=2800 pg/mL) e ao C. xerosis (CIM=1400 ug/mL) e acao
bacteriostatica frente ao S. epidermidis (CIM=2800 ug/mL). O desodorante
antitranspirante contendo 2% do 6leo de interesse demonstrou ser bactericida frente
a todas bactérias testadas.

As eletromicrografias das bactérias expostas ao 6leo essencial de orégano,
ao desodorante antitranspirante, ao triclosan e os farmacos de referéncia
demonstraram alteracbes nas estruturas morfolégicas da membrana celular
bacteriana, sugestivas de perda de viabilidade celular.

O desenvolvimento do desodorante antitranspirante contendo somente o 6leo
essencial de O. vulgare como ativo natural antimicrobiano, confere uma alternativa
ao uso do triclosan. A comprovacdo da possivel utilizacdo desse ativo em
desodorantes favorece a industria de higiene pessoal e atende as necessidades do
mercado verde, conferindo ao produto maior valor agregado.

Para a obtencdo do registro do produto e posterior comercializagdo do
produto acabado, sdo necessarios ainda testes fisico-quimicos e in vivo compativeis

com as exigéncias regulatorias de cada pais e/ou continente.
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