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“Muito, muito grande é o poder que existe

Nas ervas, plantas, pedras e suas reais virtudes:
Pois nenhum ser que na Terra viva é tao vil
Que a Terra um dom especial ndo dé

Dentro da casca nascente dessa flor fragil,

O veneno tem moradia e o remédio, forga”.

Shakespeare.



RESUMO

OLIVEIRA, WALDINEA. COSME. AVALIACAO DA EFICACIA CONSERVANTE
EM GEL DE BABOSA PARA A FARMACIA ESCOLA MANOEL CASADO DE
ALMEIDA. 2019. 43f. Monografia, Graduacdo em Farmicia — Universidade Federal de
Campina Grande, Cuité — PB, 2019.

A contaminagdo microbiana de produtos farmacéuticos, cosméticos e fitoterapicos pode ser de
varias origens, por isso atualmente tem sido tratada de maneira cientifica mais cuidadosa,
devido as preocupacgdes relativas ndo apenas aos aspectos microbioldgicos, mas também
devido ao potencial de irritagdo e toxicidade. A qualidade microbiologica de produtos
constitui um dos atributos essenciais para o seu desempenho adequado, principalmente em
relacdo & seguranca, eficdcia e aceitabilidade. Os géis sdo sistemas semissolidos que
consistem em dispersdes de pequenas ou grandes moléculas em veiculo liquido que
representam um meio propicio ao crescimento de micro-organismos, como consequéncia disto
a inclusao de conservantes na formulacdo ¢ um fator essencial para garantir a qualidade e a
estabilidade microbioldgica das preparagdes, impedindo a proliferacdo microbiana. Assim, o
objetivo deste trabalho foi realizar o teste de eficacia do sistema conservante utilizado no gel
de babosa manipulado na Farmacia Escola Manuel Casado de Almeida, pertencente ao Centro
de Educacao e Saude da UFCG, localizado no municipio de Cuité-PB. Foi realizado o teste de
desafio, o qual consiste na contaminagdo proposital dos produtos acabados com indculos
padronizados de cada um dos micro-organismos: Staphylococcus aureus; Pseudomonas
aeruginosa; Escherichia coli; Candida albicans e Aspergillus niger, seguido de determinagao
do o nimero de micro-organismos viaveis pelo método de semeadura em profundidade em
nos tempos 0, 14 e 28 dias nas formula¢des com e sem conservante. Com base nos critérios
preconizados pela Farmacopeia Brasileira V os resultados obtidos mostraram que o sistema
conservante foi eficaz apenas contra os micro-organismos C. albicans e A. niger. Assim,

sugere-se novos estudos para a melhor combinagdo conservantes e sua concentracao ideal.

Palavras-chave: Micro-organismos; Conservante; Qualidade microbioldgica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, WALDINEA. COSME. PRESERVATIVE EFFECTIVENESS
EVALUATION IN ALOE GEL MANOEL CASADO DE ALMEIDA PHARMACY
SCOOL. 2019. 43 f. Monografia, Graduagdo em Farmécia — Universidade Federal de
Campina Grande, Cuité — PB, 2019.

Microbial contamination of pharmaceuticals, cosmetics and herbal products can be of various
origins, so it has now been treated in a more careful scientific way, due to concerns regarding
not only the microbiological aspects, but also the potential for irritation and toxicity. The
microbiological quality of products is one of the essential attributes for their adequate
performance, especially in relation to safety, efficacy and acceptability. Gels are semisolid
systems which consist of dispersions of small or large molecules in liquid carrier which
represent a medium conducive to the growth of microorganisms, as a consequence of which
the inclusion of preservatives in the formulation is an essential factor to guarantee the quality
and the microbiological stability of the preparations, preventing microbial proliferation. Thus,
the objective of this work was to perform the efficacy test of the preservative system used in
the slug gel manipulated at the Manuel Casado de Almeida School Pharmacy, belonging to
the Education and Health Center of the UFCG, located in the municipality of Cuité-PB. The
challenge test was performed, which consists of the deliberate contamination of finished
products with standardized inoculums of each of the micro-organisms: Staphylococcus
aureus; Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli; Candida albicans and Aspergillus niger,
followed by determination of the number of viable microorganisms by the pour plate method
in the times 0, 14 and 28 in formulations with and without preservative. In view of the criteria
recommended by the Brazilian Pharmacopoeia V the results obtained showed that the
preservative system was effective only against the microorganisms C. albicans and A. niger.
Thus, new studies are suggested for the best combination preservatives and their optimal

concentration.

Keywords: Microorganisms; Preservative; Microbiological quality.
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1 INTRODUCAO

Desde os primérdios da existéncia humana, tem-se encontrado nas plantas
diversas utilidades, resultantes de uma série de influéncias culturais como a dos
colonizadores europeus, indigenas e africanos. O conhecimento sobre plantas
medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos. As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
de todo mundo, mantém em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando
validas as informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos
(MACEDO; OSHIWA; GUARIDO, 2009).

O uso medicamentoso das plantas ¢ muito frequente entre a populagdo mais
pobre, sendo cultivadas e até comercializadas, o que contribui com a divulgacao do seu
efeito de acordo com o uso popular, despertando o interesse de estudos sobre uma
determinada espécie, aliando o conhecimento popular a medicina (MACIEL et al.,
2002).

Dentre as plantas medicinais utilizadas pela populagdo brasileira, encontra-se a
Aloe vera, popularmente conhecida como babosa, pertencente a familia das Lilidceas. A
planta ¢é nativa do norte da Africa, onde habitam desertos e estepes africanas e adotam a
forma de cacto. Ela precisa de luz solar direta e de um solo bem drenado. Como ¢ uma
planta originaria de regides desérticas, ela consegue sobreviver bem em habitats hostis,
por isso se adaptou bem a diversas outras regides do mundo, especialmente ao Cerrado
brasileiro (PARENTE et al., 2013).

A atividade cicatrizante do Aloe vera ¢ explicada por varias teorias estima-se
que ela possua cerca de duzentas moléculas biologicamente ativas que atuam
sinergicamente sobre os fibroblastos durante a formacao de um novo epitélio. Sua agdo
cicatrizante ¢ explicada pela presenga do tanino que favorece a
granulagdo e contragdo da ferida com mais eficiéncia (SOUSA et al., 2013).

A Aloe vera pode ser utilizada como matéria prima pela industria farmacéutica,
cosmética e farmacias de manipulacdo, sendo encontrada na forma de extrato glicolico
ou liofilizado (GOMES, 2018).

A qualidade microbiologica constitui um dos pardmetros essenciais para a
seguranga, eficacia e aceitabilidade dos produtos farmacéuticos, constituindo fatores

fundamentais para a recuperacgao e preservacao da saude.
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O uso adequado de conservantes, visa manter o produto dentro dos padrdes
microbioldgicos estabelecidos pelos compéndios oficiais, durante o periodo de
producdo e na fase de utilizacdo pelo consumidor (RAMOS, 2010). Desta forma, os
conservantes devem ser avaliados nos medicamentos quanto a sua propriedade
antimicrobiana e sua adequagdao a formulagdo farmacéutica, visto que sdo tdxicos e
como tal devem ser utilizados em concentracdo limitada (CHARNOK; FINSRUD,
2007; LUNDOV et al., 2009).

Visto que os géis representam um meio propicio ao crescimento de micro-
organismos, marcado pela presenga de agua e considerando a incorporagdo de um
extrato vegetal de Aloe vera, com o intuito de garantir a qualidade microbiolégica
durante o tempo de vida util, garantindo ao usudrio qualidade, confiabilidade e
seguranca durante a utilizacdo, propds-se a avaliacdo da eficiéncia do conservante
utilizado no gel de babosa para manipulagao na Farmdacia Escola Manuel Casado de
Almeida, pertencente ao Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de

Campina Grande (UFCG), localizado no municipio de Cuité-PB.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral
* Verificar a eficicia do sistema conservante empregado no gel de babosa
manipulado pela Farmécia Escola Manuel Casado de Almeida, do Centro de

Educagao e Satde da UFCG, no municipio de Cuité-PB.

2.2 Objetivos especificos
= Realizar a contagem de micro-organismos viaveis no gel de babosa com e sem
conservante, apds adi¢do dos indculos e;
= observar o comportamento microbiano frente ao sistema conservante e;

= avaliar a eficacia do sistema conservante, por meio do teste do desafio.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas medicinais

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje
nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em
quintais residenciais (MONTES et al., 2012).

As observagdes populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem. Dessa forma,
usudrios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em voga a pratica do consumo
de fitoterapicos, tornando validas informagdes terapéuticas que foram sendo acumuladas
durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse
de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a
inesgotavel fonte medicinal natural, a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia as plantas medicinais estao
tendo seu valor terapéutico pesquisado e ratificado pela ciéncia e vem crescendo sua
utilizagdo recomendada por profissionais de satde. A necessidade exige e a ciéncia
busca a unificagdo do progresso com aquilo que a natureza oferece, respeitando a
cultura do povo em torno do uso de produtos ou ervas medicinais para curar os males
(ACCORSI, 2000).

A partir do conhecimento e uso popular, foram descobertos alguns
medicamentos utilizados na medicina tradicional. O aproveitamento adequado dos
principios ativos de uma planta exige o preparo correto, ou seja, para cada parte a ser
usada, um grupo de principio ativo a ser extraido ou doenca a ser tratada, existe forma
de preparo e uso mais adequados. Os efeitos colaterais sdo poucos na utilizagdo dos
fitoterapicos, desde que utilizados na dosagem correta. A maioria dos efeitos colaterais
conhecidos, registrados para plantas medicinais, sdo extrinsecos a preparagdo ¢ estao
relacionados a diversos problemas de processamento, tais como identificagdo incorreta

das plantas, necessidade de padronizagdo, pratica deficiente de processamento,
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contaminagdo, substitui¢do e adulteracdo de plantas, preparagdo ou dosagem incorreta
(ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005).

A busca por novos medicamentos tem levado ao desenvolvimento de novos
farmacos que sejam eficientes e possuam baixo potencial de toxicidade. Uma das
fronteiras nessas pesquisas sao os medicamentos fitoterapicos. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulariza essas pesquisas € padroniza os
procedimentos. Os efeitos toxicos causados pelas plantas podem ser produzidos pelos
seus proprios componentes ou pela presenca de contaminantes e/ou adulterantes nas
preparagdes fitoterapicas. Observa-se que poucos sao os centros capazes de realizar com
total controle as normas regidas pela ANVISA e, por isso, ensaios pré-clinicos sdo
necessarios e fundamentais na elaboracdo dos medicamentos fitoterapicos (BETTEGA

etal., 2011).

3.2 Aloe vera

A Aloe vera pertence a familia Xanthorrhoeaceae e ao género Aloe que inclui
mais de 500 espécies. Trata-se de uma xerodfita, cujas folhas sdo verdes, grossas,
dispostas de forma alternada simples, alongadas, acuminadas, com bordas envoltas de
fortes dentes espinhosos e suculentas e medem de 30 a 60 centimetros de comprimento.

Suas flores sdo vistosas, apresentam tonalidade branco-amarelada, em formato tubular

(Figura 1) (FREITAS; RODRIGUES; GASPIL 2014).

Figura 1 — Aloe vera

Fonte: Arquivos da Pesquisa, 2019.
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Aloe vera também ¢ conhecida como Aloe barbadensis Miller (Liliaceae) ou
popularmente como babosa. E utilizada ha muito tempo como alternativa terapéutica
tradicional. A babosa tem sido usada como plantas medicinais de uso interno e externo.
Pelo seu uso ja consagrado desde os antigos egipcios, sendo crescente seu emprego em
cosmética e em queimaduras, a demanda por estas plantas tem incrementado o seu
cultivo, portanto ¢ indicado o emprego da Aloe vera por ter uma forte acdo cicatrizante
com maior produ¢do e demanda no mercado (LEISLE, 2015).

A Aloe vera tem seu uso popular difundido, sendo o gel amplamente empregado
no tratamento topico das queimaduras. Estudos recentes t€ém demonstrado o potencial e
a eficacia na cicatrizacdo de lesdes desta natureza (COLET et al., 2015;
HOSSEINIMEHR et al., 2010; RAMOS; PIMENTEL, 2011). Segundo Hosseinimehr et
al. (2010) a A. vera tem efeitos antimicrobianos e anti-inflamatorios. Além disso, de
acordo com Ramos e Pimentel (2011), o uso topico da Aloe vera desempenha o papel de
fornecer maior oxigenagdo ao tecido, aumentando a vasculariza¢do e a quantidade de
colageno na remodelagem do tecido cicatricial.

Foram registradas atividades cicatrizante, antibacteriana, antifungica e
antivirdtica devido a presenca de antraquinonas como aloenina, barbaloina e

isobarbaloina, em sua composi¢ao quimica (DAVALO et al., 2014).

3.3 Composicao quimica

A mucilagem de Aloe vera ¢é majoritariamente composta por agua, com
aproximadamente 99,5%. Entretanto, muitas outras substancias ja foram identificadas,
das quais cita-se: uma combinag¢do de polissacarideos e derivados acetilados de
polissacarideos, glicoproteinas, antraquinonas, flavonoides, taninos, esterdide,
aminoacidos, enzimas, saponinas, proteinas, vitaminas € minerais como ferro, potassio,

manganés e sodio (DIAS et al., 2016).

3.4 Gel

Os géis sdo sistemas semissolidos que consistem em dispersdes de pequenas ou
grandes moléculas em veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a geleias
pela adicdo de um agente gelificante. Além de varios beneficios observados na forma
farmacéutica gel, a formulagdo apresenta menor grau de intoxicagdo com possibilidade

de aplicacao em diversos locais (CORDEIRO et al., 2013).
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O gel mucilaginoso tem em sua composicdo muitos componentes
potencialmente ativos como aminoacidos, agucares, enzimas, vitaminas € minerais, 0s
quais proporcionam propriedades importantes como penetragao em tecidos, efeito anti-
inflamatoério, fungdo imuno-reguladora e propriedades antimicrobianas (SEMENOFF et

al., 2008).

3.5 Controle de Qualidade

O controle de qualidade ¢ um conjunto de operagdes (planejamento,
coordenagdo e execugdo), com a finalidade verificar a conformidade dos atributos ou
caracteristicas do produto acabado ou em processo, matérias-primas e outros materiais,
com especificagdes pré-estabelecidas, que devem estar sob o constante controle do
farmacéutico. E realizado através de normas estabelecidas pela farmacopeia, para que os
insumos estejam de acordo com as especificagdes, sempre assegurando que nao devem
apresentar aspecto ou odor anormal, descoramento ou qualquer indicio de deterioracdo,
fisico — quimica ou desacordo microbiologico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2012).

Em farmécias magistrais ¢ extremamente importante para produtos acabados e
matérias-primas utilizadas no processo de producdo, tendo como objetivo garantir a
qualidade e seguranga do produto final. Os produtos manipulados em farméacias
magistrais sao classificados como produtos nao estéreis. Para essa classificagdo admite-
se a presenca de carga microbiana, cujo objetivo ¢ a quantificacdo e andlise das
bactérias viaveis, comprovando auséncia de micro-organismos patogé€nicos. A
determina¢do dos micro-organismos patogénicos varia de acordo com a via de
administracdo do produto (nasal, oral, topico e via respiratoria) (SILVA; SILVA, 2017).

As regras de controle de qualidade para estabelecimentos farmacéuticos foram
implantadas h& poucos anos no Brasil, através da RDC N° 67, DE 08 DE OUTUBRO
DE 2007 pela ANVISA, estabelecendo que as farmdacias de manipulagdo para se
adequarem as normas precisam estabelecer testes de controle microbioldgico e fisico-
quimico, para suas matérias primas, bem como as bases farmacéuticas, ¢ produtos

acabados (SOARES, 2011).
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3.6 Controle de Qualidade Microbioldgico

A qualidade microbioldgica de produtos constitui um dos atributos essenciais
para o seu desempenho adequado, principalmente em relagdo a seguranga, eficacia e
aceitabilidade. Com isso, o controle de qualidade microbioldgico ¢ muito importante
para a avaliagdo de pontos criticos de contaminagdo e estabelecer normas, a fim de se
obter produtos de excelente qualidade, estabilidade e confianca. O controle de qualidade
¢ definido pelo conjunto de procedimentos que assegura que Os ensaios sejam
executados e apenas liberados para uso depois de garantida a qualidade. Avaliando os
desvios de qualidade com o sistema de Garantia da Qualidade, ¢ possivel promover
acOes de investigacdo das causas e adotar as medidas necessarias para sua corre¢ao
(VIEIRA; MOREIRA; FRIZZO, 2017).

A qualidade microbiana ¢ uma dentre as varias exigéncias relacionadas com os
critérios de seguranca a serem considerados com produtos vidveis, além de alterar
propriedades do produto, pode constituir risco para a saiude do consumidor,
principalmente em se tratando de micro-organismos patogénicos. A avaliagao da
qualidade microbioldgica consiste na determinagcdo da carga microbiana viavel e na
comprovag¢do da auséncia de micro-organismos especificos considerados de risco para o
usuario (MEDEIROS et al., 2010).

O controle de qualidade microbiologico de produtos nao estéreis, nos quais
admite uma carga limitada de microrganismo, visa comprovar a auséncia de micro-
organismos patogénicos e determinar o nimero de micro-organismos viaveis. Visto que
a elevada quantidade de micro-organismos pode comprometer a estabilidade do
produto, alterar as caracteristicas fisico-quimicas e assim inativar os principios ativos e
excipientes da formulagdo, podendo ocorrer desvio da eficacia terapéutica. Além disso,
a administragdo de medicamentos ou produtos contaminados pode agravar ou causar
doenga em pacientes que muitas vezes ja estdo debilitados, mesmo os potencialmente
patogénicos (LUCENA et al., 2014).

O controle de qualidade microbiologico € um dos critérios exigidos para garantir
a seguranga das formulagdes principalmente se tratando de micro-organismos
patogénicos para que ndo ocorra a alteragdo do produto e diminuir assim 0s riscos aos

r

seus consumidores. Essa avaliagdo da qualidade microbiologica € necessaria para
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determinar a carga microbiana aceitavel e verificagdo de micro-organismos
considerados de risco para o usudrio (DA SILVA et al., 2014).

Os limites de contamina¢do microbioldgica sdo estipulados pela Farmacopeia
Brasileira, esses que sao de at¢ 100 UFC/mL para fungos e 300UFC/mL para bactérias
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A andlise microbiologica de preparagdes para uso topico, amplamente
elaboradas nas farmdacias magistrais, visa assegurar o uso destes produtos. Uma
formulacdo magistral pode veicular micro-organismos indesejaveis provenientes da
agua empregada, de outras matérias-primas presentes na mesma, dos manipuladores, do

ambiente, da embalagem, dentre outros (ANDRADE; LOPES, 2015).

3.7. Conservantes

Conservantes sao substancias adicionadas a produtos farmacéuticos e cosméticos
para prevenir ou retardar a deterioragdo microbiana. Eles sdo um importante meio de
limitar o crescimento microbiano em varios tipos de produtos farmacéuticos, cosméticos
e alimentos, como também em outras areas especializadas. Conservantes
antimicrobianos sdo usados para reduzir probabilidade crescimento microbiano em
produtos aquosos e para reduzir a chance de sobrevivéncia microbiana em produtos
anidros que podem ser contaminados ou umedecidos durante seu uso. Agéncias
reguladoras governamentais indicam o uso de conservantes em todas as formulagdes
farmacéuticas multidose (PEREIRA, 2011).

A adicdo dos conservantes as preparacdes farmacéuticas tem como objetivo
estabilizar ou inibir o crescimento de micro-organismos impropriamente introduzidos
nas formula¢des farmacéuticas durante sua utilizagdo. Sua atividade deve manter-se
ativa durante a vida util do produto nas condi¢cdes de armazenamento adequadas
(SOUZA et al., 2017). Segundo Prista, Alvez e Morgado (1996), um bom conservante,
além das caracteristicas j& citadas, na continuidade de garantir um excelente
desempenho, devera compilar as seguintes qualidades:

e Ac¢do continua: mesmo que ocorra contaminacdo do produto durante, a
producdo esvaziamento, embalagem ou uso, tendo passado por um processo de
autoclavagdo ou outro mais extremo assim como as condi¢des de processamento, volte a

ser tornar estéril;
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e Atuacdo rapida: se a formulacdo for contaminada, que em um breve espago de
tempo se reesterilize;

eAtoxicidade: nao produzindo reagdes de hipersensibilidade;

e Estabilidade: deve ser quimicamente estdvel, ndo modificando o pH e a
tonicidade;

e Solubilidade: deverd ser de facil solubilizagdo nos veiculos que se fizerem
necessaria e;

¢ Inativagdo: devera ser capaz de neutralizar ou atenuar facilmente a sua acao
antimicrobiana, quando da necessidade de ensaio de esterilidade.

A presenga de contaminantes microbianos pode resultar em alteragdes fisico-
quimicas do produto, comprometendo sua estabilidade. Estas alteragdes ainda que nao
afetassem o teor do principio ativo, podem se manifestar pela mudanca de cor,
aparecimento de odor desagradével e mudancas nos valores de pH. Portanto, mesmo em
produtos ndo estéreis ha necessidade de se estabelecer padrdes quali e quantitativos de
micro-organismos presentes na amostra, a fim de assegurar a estabilidade do produto
durante o prazo de validade, de modo a garantir inocuidade e eficacia terapéutica ao
paciente (VACONCELOS; MEDEIROS; NASCIMENTO, 2016).

Dentre os conservantes mais utilizados em formulacdes farmacéuticas e
cosméticas, destacam-se os parabenos. Metil-, etil-, propil-, butil- e benzilparabenos sao
os ésteres de alquil de acido para-hidroxibenzoico amplamente utilizados como
conservantes antimicrobianos em cosméticos, farmacos, alimentos e bebidas.
(CRINNION, 2010). Estes compostos apresentam alta estabilidade quimica, alta
solubilidade, ndo sdo volateis, apresentam baixo custo de produ¢do e ndo alteram as
caracteristicas dos produtos (BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014).
Segundo Pouillot et al. (2006) estes compostos estdo presentes em mais de 80% dos
produtos de cuidados pessoais. Apesar de serem mais ativos contra fungos, os
hidroxibenzoatos contém propriedades antibacterianas principalmente contra bactérias
gram-positivas, apresentando assim um amplo espectro de agdo; além de serem
incolores, inodoros e insipidos (CRINNION, 2010; SONI et al., 2002).

Também conhecido como 4-hidroxibenzoato de metila ou Nipagin, o
metilparabeno ¢ um de uma série homoéloga de parabenos, utilizado isoladamente ou em
combinacdo dependendo do efeito antimicrobiano desejado. Possui formula CgHgOs,

peso molecular igual a 152,15 g.mol' e ¢ uma substancia solida nas condi¢cdes ambientes
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- temperatura de fusdo igual a 131°C (MINCEA et al., 2009; SONI et al., 2002).
Apresenta um amplo espectro de agdo antimicrobiana, sendo efetivo contra bactérias
tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, leveduras e fungos, além disso, apresenta
baixa toxidez. O metilparabeno possui uma boa solubilidade em etanol, propilenoglicol,
mas ¢ pouco soluvel em agua. Sua solubilidade em agua aumenta gradativamente com o

aumento da temperatura. Por isso, geralmente ¢ incorporado nas formulagdes aquosas

na temperatura entre 60 ¢ 100°C (GOTTSCHALCK; MCEWEN, 2004).

3.8 Teste de eficacia do sistema conservante (Teste do desafio)

O Teste de Desafio do Sistema conservante ¢ um teste padronizado que consiste
na contaminagdo proposital dos produtos acabados com indculos de cada um dos micro-
organismos: Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli;
Candida albicans elou Aspergillus niger, determinando a carga sobrevivente em
intervalos de tempo avaliados em contagens de células que sdo realizadas em amostras
retiradas apds 7,14,21 e 28 dias. Esse teste tem como objetivo avaliar se a formulacao
fica segura e inalterada, frente a uma alta carga microbiana (por certo periodo de
tempo), consequentemente nos permite verificar se o conservante estd realizando a sua
func¢do de forma correta e eficaz. Através desse teste ¢ possivel determinar a validade
estimada dos produtos finais (LAIATE; ROSSI, 2013).

A avaliagdo do sistema conservante dos medicamentos ¢ importante para
determinar a seguranca dos produtos de multiuso. Esse teste ¢ utilizado para determinar
o tipo de sistema conservante a ser utilizado e a concentracdo certa para cada tipo de
produto, pois em uma concentra¢do baixa pode resultar em crescimento microbiano o
que ird alterar caracteristicas do produto, tais como, cor, odor, viscosidade, tornando o
uso do produto inadequado. Se a quantidade for elevada o conservante pode causar
efeitos toxicos, como irritagdo na pele levando a insatisfacdo do consumidor. E se o uso
do conservante for usado de forma demasiada o custo do produto aumentard tendo
assim que repassar para o consumidor (RIBEIRO, 2012).

O teste para avaliagdo de sistemas conservantes ¢ considerado essencial para a
seguranca de produtos farmacéuticos. Este método tem como objetivo a determinagao
do conservante mais adequado para a formula¢do farmacéutica e a manutengdo da
estabilidade microbiologica, durante o tempo de vida Util, bem como durante a

utilizacao do medicamento pelo consumidor (RAMOS, 2010).
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3.8.1 Micro-organismos teste

Os marcadores microbioldgicos exigidos para o teste de eficacia de conservantes
descrito pela Farmacopéia Brasileira (2010), sdo as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e os fungos Candida albicans e
Aspergilus niger.

As bactérias do género Staphylococcus sdo sensiveis a temperatura alta, bem
como a desinfetantes e solugdes antissépticas, no entanto, os micro-organismos podem
sobreviver em superficies secas durante longos periodos de tempo. S. aureus ¢ uma das
espécies bacterianas mais comuns, € ¢ a mais virulenta do seu género. A disseminagao
enddgena desta bactéria ¢ a mais corriqueira, sendo responsavel por muitas das
infecgdes adquiridas no hospital, resultado da presenca de estafilococos na pele e na
nasofaringe de 15% dos individuos saudaveis. No entanto, a disseminagdo exdgena
pode acontecer onde as bactérias podem ser transferidas para uma pessoa vulneravel
pelo contato direto ou através de fomites. Sendo assim, profissionais da saude devem
utilizar técnicas adequadas de lavagem das maos para prevenir a transmissdo deste
microrganismo aos pacientes ou entre os proprios pacientes (LIMA et al., 2018).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria esférica, do grupo dos cocos Gram-
positivos, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis.
Staphylococcus sdo cocos Gram e catalase-positivos, com aproximadamente 0,5 a 1,5
um de didmetro, imoveis, nao-esporulados e geralmente nao-encapsulados. Essa
bactéria pode apresentar-se em diversas formas, que vao desde isolados, aos pares, em
cadeias curtas, ou agrupados irregularmente, com aspecto semelhante a um cacho de
uvas (DOS SANTOS, 2007).

Pseudomonasa eruginosa ¢ uma bactéria Gram negativa aerdbica, nao
fermentadora, que se apresenta sob a forma de bastonetes isolados ou aos pares,
movidos por flagelos polares (MATA; ABEGG, 2013).

Escherichia coli ¢ um membro da familia Entero bacteriacea, sendo um bacilo
Gram negativo, anaerdbico facultativo, crescendo a uma temperatura de 37 °C. De
modo geral a E. coli se apresenta como um bastonete delgado, pequeno ou comprido
(1,1-1,5um x 2,6- 6,0um), aos pares, isolados ou formando cadeias (ALVES, 2012).

Candida albicans é o patdgeno fungico mais comum em humanos, e ¢
frequentemente encontrado nas superficies mucosas do corpo (MOYES;
RICHARDSON; NAGLIK, 2015). C. albicans se apresenta nas formas de levedura,

pseudo-hifa e hifa verdadeira, sendo que no hospedeiro, podemos encontrar tanto a
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forma filamentosa, quanto a forma de levedura (THOMPSON; CARLISLE; KADOSH,
2011). Isso ocorre porque C. albicans ndo possui ciclo de vida terrestre (GOW et al.,
2011). Sendo assim, o fungo utiliza diversas estratégias para se instalar num hospedeiro,
como a alteracdo sua morfologia celular de acordo com as condi¢des ambientais
encontradas. Essas estratégias caracterizam os fatores de viruléncia do fungo
(THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011). Para que ocorra uma alteragdo na
morfologia alguns fatores ambientais como a variagdo de temperatura e pH, além da
presenca de soro, concentragdo de CO2 e de N-acetilglicosamina.(SUDBERY; GOW;
BERMAN, 2004).

Aspergillus niger ¢ um fungo filamentoso, sendo considerado um dos mais
comuns dos fungos filamentosos, como também um dos mais bem estudados. Possui
ampla distribuigdo, estando presente na superficie, no ar e na agua, tanto em organismos
vivos, além de estarem associadas com a deterioragdo de materiais vegetais e alimentos,

principalmente em regides de clima tropical e sub-tropical (ROCHA, 2010).



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Amostras

= Gel de babosa manipulado na Farmacia Escola Manuel Casado de Almeida

4.1.2 Micro-organismos teste

= Escherichia coli;

» Pseudomonas aeruginosas;
= Staphylococcus aureus;

" Aspergillus niger,

= Candida albicans.

4.1.3 Substancias e meios de cultura

= Agar Caseina — soja;

= Agar Sabouraud-dextrose;

4.1.4 Equipamentos e acessorios

= Balanga analitica Marte, mod AY?220;

* Balanca semi-analitica, Bel Engineering, Mark®;
=  Espectrofotometro Viavel Digital Microprocessado, Quimis ®;
= Estufa de secagem e esterilizagdo, Biopar ®;

»  Estufa Bacterioldgica, Qualxtron ®;

=  Autoclave Vertical, Phoenix®;

= Pipetas automaticas, Digipet®;

=  Contador digital;

=  Bico de Bunsen;

* Banho-maria Termostatico, Hydrasan®;

=  Ponteiras;

= Alg¢a platinada;

= Pissetas com alcool a 70%.

25
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4.1.5 Vidrarias

= Béqueres;

= Bastio de vidro;
* Erlenmeyers;

= Placas de Petri;
* Pipeta graduada;

=  Tubos de ensaio.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo de meios de cultura

Seguindo as instrugdes especificadas no rotulo, preparou-se os meios de cultura,
e em seguida os meios foram distribuidos em tubos e inclinados, a fim de se obter meio
para o repique das cepas padrdo, que serviram para a execucao do teste. Os meios foram

esterilizando-os em autoclave a 121°C por 15 min.

4.2.2 Preparo de culturas estoques

A partir de culturas estoques, as bactérias foram transferidas com auxilio de alca
platinada para o meio inclinado de 4gar caseina-soja. As culturas foram incubadas por

24 horas a 36°C. Os fungos foram 72 horas a 25°C.

4.2.3 Padronizagao do indculo

Ap0s este periodo de incubagdo adicionou-se ao meio 1 mL de solucdo salina a
0,9% com leve homogeneizagdo. Realizou-se a suspensdo até que se encontrasse com
auxilio do espectrofotdometro no comprimento de onda 580 nm, a diluicdo que
apresentasse 85% de transmitancia. Equivalente ao tubo 0,5 na escala de McFarland, ou
seja, 1,5 x 108 UFC/mL para bactérias e 1,5 x 10 UFC/mL para fungos.

A padronizagdo dos fungos difere das bactérias, apenas pelo meio utilizado,

neste caso meio agar Sabouraud-dextrose. Para 4. niger a diluigdo ¢ facilitada pela
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suspensao dos esporos em 2 mL de salina 0,9% adicionada de 0,2 mL de polissorbato de

sodio 80 a 0,05% (figura 2).

Figura 2 - Esquema representativo do procedimento de padronizacio da amostra
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Fonte: Adaptado de Xavier, 2013.

4.2.4 Contaminag¢ao da amostra

Foram reservados 30 g do gel de babosa em recipiente plastico para cada
microrganismo, ¢ adicionou-se 1 mL do in6culo padronizado, homogeneizando com
bastao vidro estéril para que houvesse distribuicdo homogénea dos micro-organismos. O
mesmo procedimento foi realizado com gel sem conservante, para assegurar que a
quantidade do microrganismo esta de acordo com os compéndios oficiais e observar o

comportamento microbiano sem a presenc¢a dos conservantes (figura 3).

Figura 3 — Esquema representativo do procedimento de contamina¢ao das amostras
%ﬂ%
Padronizado

1 mL

e Y

CCH’ Consei'vantej E s/ Consen’antej
Y I A\ /
Gel de Babosa

Gel de Babosa

30g

Fonte: autoria prépria, 2019.
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4.2.5 Contagem dos micro-organismos viaveis

Logo apo6s a inoculagdo foi realizado o plaqueamento pelo método de
profundidade ou pour plate para cada microrganismo nos tempos 0 (essencial para que
se confirme a concentracao inicial do indculo), 14, e 28 dias. Usando meio agar caseina
soja para as bactérias com periodo de incubacdo em torno de 4 dias a 35°C, e o meio
agar sabourad-dextrose para bolores e leveduras com incubagdo em torno de 7 dias a 20-

25°C.

4.2.6 Preparo da amostra

Foi transferido 1 g do gel contaminado para 9 mL de tampao fosfato pH = 7,0
(diluicao 1:10). Em seguida foram obtidas as demais dilui¢des (1:100 e 1:1000).

Realizou-se o plaqueamento pelo método de profundidade em duplicata para
cada dilui¢ao. O mesmo procedimento foi executado com os géis contaminados que nao
possuem conservantes (figura 4).

Figura 4 - Esquema representativo do procedimento de contagem de micro-organismos
vidveis
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Fonte: autoria propria, 2019.
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4.2.7 Interpretacao dos resultados

Seguindo os parametros da Farmacopeia Brasileira (2010), os critérios de
aprovagdo exigem que as bactérias reduzam seu crescimento em pelo menos 2 log no
14° dia e ndo aumentem até os 28 dias. Para os bolores e leveduras, ndo aumentar a

contagem inicial do 14° ao 28° dia.



30

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste do desafio ¢ empregado para avaliacdo da capacidade antimicrobiana dos
conservantes utilizados, sendo requisito essencial para garantir a seguranga,
principalmente, dos produtos multidose.

Nesta pesquisa, os resultados do teste foram obtidos pela contagem de micro-
organismos viaveis (figura 5) em gel de babosa, cujo sistema conservante avaliado era
composto por metilparabeno (nipagin), apos a contaminacao das amostras com indculos
padronizados.

Figura 5 — Representacéo visual das placas de crescimento para contagem microbiana nas
formulagdes de gel com e sem conservante

A niger

SR
G4 G

Sem conservante Com conservante

Sem conservante Com conservante

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2019.

Os dados da (Tabela 1) apresentam diferentes perfis de contagem microbiana no

decorrer do periodo avaliado (To a Tzs dias). Com relagdo as bactérias os valores de
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contagem variaram de 138 x 10%a 12,5 x 10° UCF’s no gel sem conservante e de 166 x

10°a 33 x 10° UCF’s no gel com conservante, conforme apresentado na (tabela 1).

Tabela 1 — Contagem de micro-organismos viaveis (UFC/g) no teste de eficicia de conservantes

Tempo em dias

Gel Micro-organismo
To Ti4 Tas
S. aureus 122 x 10° 22.6x 10° 95,1 x 103
E. coli 138 x 10° 12,5x 10° 85 x 10°
Sem
P. aeruginosa 60,5 x 103 78,5 x 103 79 x 10°
conservante
C. albicans 22.2x 10° 94,5 x 10° 7,6 x 10°
A. niger 6,5x 103 3,7x 103 47x10°
S. aureus 82,5x 10° 60,5 x 10° 104,5 x 10°
E. coli 166 x 10° 35x 10° 56 x 10°
Com
P. aeruginosa 116 x 10° 41,5x 10° 33x10°
conservante
C. albicans 19,3 x 10° <10 <10
A. niger 6,0 x 10° <10 <10

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Quanto ao perfil de crescimento fingico avaliado na (tabela 1), observa-se

valores de crescimento méaximo de 22,2 x 10° UCF’s de C. albicans em To, diminuindo

para 7,6 x 10° UCF’sem Tas, € de 6,5 103 UCF’s de A. niger em Ty e 4,7 10* UCF’s em

Tos, na formulagdo sem conservante.

Na formulagdo com conservante, o crescimento fingico atingiu valores de 19,3 x

10° UCF’s de C. albicans e 6,0 x 10° UCF’s de A. niger em Ty, seguido de completa

inibi¢do de ambos os fungos a partir de T14. Como pode ser observado na (figura 6).

A inibicao completa do crescimento fingico também foi observada por Duarte

(2014), utilizando sistema conservante composto por metil e propilparabenos em

emulsdo lanette®.
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Figura 6 — Representacio visual da inibicao flingica nas formulacdes de gel com e sem conservante

A. niger

Sem conservante Com conservante

Sem conservante

C. albicans

Com conservante

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2019.

A (tabela 2) apresenta os valores em logaritmo de contagem de UCF’s,

permitindo visualizar que ndo houve diminui¢do significativa no crescimento das

bactérias em ambas as formulag¢des, sem e com conservante.

Tabela 2 — Niimero de sobreviventes em logaritmo base 10 (Log UFC/g) no teste de eficicia de

conservantes

Tempo em dias

Gel Micro-organismo
To Ti4 Tas
S. aureus 5,1 4.4 5,0
E. coli 5,1 4,1 4,9
Sem
P. aeruginosa 49 4.8 4.9
conservante
C. albicans 4,3 5,0 49
A. niger 3.8 3,6 3,7
S. aureus 49 4.5 5,0
E. coli 5,2 4.8 4,7
Com
P. aeruginosa 5,1 4,6 4,5
conservante
C. albicans 43 - -
A. niger 3,8 - -

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Na formulagdo com conservante a contagem das bactérias demonstrou aumento
de 0,1 Log de UCF’s para S. aureus, e diminui¢do de 0,5 e 0,6 Log de UCF’s para E.
coli e P. aeruginosa, respectivamente. Logo, o conservante utilizado ndo atendeu ao
preconizado na Farmacopéia Brasileira (2010), que determina uma reducao de 2 logs na

contagem de bactérias, para que seja atestada a eficacia do conservante, conforme

observado na (figura 7).
Figura 7 — Representac¢io visual do crescimento bacteriano nas formulacdes de gel com e sem
conservante
S. aurens E. coli P. aeruginosa

Sem conservante Com conservante Sem conservanie  Com conservante Sem conservante Com conservante

Fonte: Arquivos da pesquisa, 2019.

Resultado semelhante foi observado por Vieira, Moreira ¢ Frizzo (2017), em
formulagdes de xampu, cujo sistema conservante utilizado ndo promoveu os resultados
esperados. Duarte (2014) avaliou eficicia de conservantes em emulsdo lanette®, e
observou que as bactérias Gram-negativas E.coli e P. aeruginosa nao foram inibidas
como o esperado.

Contudo, os dados referentes a inibicdo dos fungos, revelaram um crescimento
estavel na formulacdo sem conservante, variando de 4,3 a 5,0 Log de UCF’s para C.
albicans e 3,6 a 3,7 para A. niger, ao passo que na formulacdo com conservante a
contagem inicial foi de 4,3 e¢ 3,8 log de UCF’s para C. albicans e A. niger,
respectivamente, com inibi¢ao total apos 14 dias, mantida até o 28° dia do experimento.

Esses dados comprovam a eficicia do conservante utilizado, para protecao da

formulacao apenas com relagdo a contaminacao fingica.
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Os resultados da contagem, transformados em log (Tabela 2) foram
representados em um grafico de crescimento microbiano em fun¢do do tempo
apresentado na (figura 8).

Figura 8 - Perfil das curvas de contagem em Log UFC/g dos biomarcadores para a avaliacio da

eficacia conservante em gel de babosa manipulado na Farmacia Escola Manoel Casado de Almeida
(UFCG, campus Cuité-PB)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A representagdo grafica da contagem microbiana revelou uma diminui¢do nos
valores de contagem em Ti4, seguido de retomada de crescimento em Tog, para todas as
bactérias e ambas as formulagdes. Esses achados evidenciaram a incapacidade de

inibi¢do adequada do conservante utilizado na formulacdo do gel em estudo. Enquanto
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que C. albicans e A. niger apresentaram inibi¢ao total de crescimento no tempo 14 dias,
mantida até o final do experimento em Tas.

Estes dados comprovam a necessidade de um sistema conservante adequado
para garantir a estabilidade microbiolédgica do gel de babosa analisado.

A regulamentacao brasileira para o uso de conservantes em produtos de higiene
pessoal e cosméticos € regida pela RDC n° 29/12 que determina o uso maximo de 0,4%
de cada parabeno e 0,8% de parabenos total na formulacdo. Na formulagdo avaliada, foi
utilizado 0,2 % de metilparabeno. Os ésteres do acido p-hidroxibenzoéico sdo utilizados
em combinag¢do uns com os outros devido a sua acao sinérgica, uma vez que o metilico
¢ soluvel em 4gua, enquanto que o propilico e os estéres de cadeia maior sdo
praticamente insoliveis no meio aquoso. Metilparabeno ¢ o menos ativo da classe e o
mais soltivel em 4gua, com melhora da atividade quando combinado a outros como o
propil, etil e butilparabenos (ZANON, 2010; SANTOS, 2011).

Observando-se que nenhuma das bactérias apresentou nivel de inibi¢do esperado
frente ao conservante, sugere-se que este comportamento pode estar relacionado a
solubilizacdo e incorporagdo do conservante na formulacao, a concentragao utilizada, a
incompatibilidade com outros componentes da formulagdo ou a necessidade da adigao
de um segundo conservante ao produto.

Com amplo espectro de acdo, os parabenos sdo mais ativos contra fungos e
contra bactérias Gram-positivas, sendo considerados fracos contra bactérias Gram-
negativas (COSMETICOS; PERFUMES, 2007). Tal afirmagdo pode ser observada nos
resultados exibidos, em que o maior grau de reducdo da carga microbiana ocorreu com
os fungos C. albicans e A. niger.

Diante dos resultados obtidos sugere-se novos estudos com o objetivo de
identificar as causas da ineficacia do atual sistema conservante, frente bactérias, por
meio de avaliacdo da eficicia conservante apos as possiveis alteracdes no que se refere a
formulagdo, tanto nas técnicas de manipula¢do, quanto na composicdo do sistema

conservante, para a obtencao da eficacia adequada.



36

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados observou-se que a contagem de micro-
organismos viaveis do teste desafio do sistema conservante demostrou que nao ocorreu
diminui¢do significativa da carga microbiana nas bactérias tanto das formulagdes com e
sem conservante enquanto para os fungos na formulacdo com conservante constatou-se
niveis adequados.

O teste desafio apresentou um excelente declinio para os micro-organismos C.
albicans e A. niger a partir do decimo quarto dia e chegando a total inibi¢do no
vigésimo oitavo dia, enquanto que na execugdo do teste de conservagao para os demais
micro-organismos nao ocorreu decréscimo na contagem dessas formula¢des de forma
esperada frente ao sistema conservante.

Seguindo os parametros preconizados pela Farmacopeia Brasileira V os
resultados obtidos ao final do experimento demostraram que o conservante utilizado
para manter a estabilidade microbiana mostrou-se ineficiente e inseguro com relacdo
aos micro-organismos que ndo apresentaram inibicdo adequada, as bactérias Gram
negativas ¢ Gram positiva.

Assim, sugere-se novos estudos que visem investigar as causas dessa ineficicia
por parte do sistema conservante na avaliagdo da atividade microbiana do teste desafio
sendo de extrema importancia estudar a formulacdo farmacéutica levando em
consideragdo alguns aspectos como: se o conservante sofreu interagdes com os demais
componentes da formulacao resultando em diminui¢cdo ou mesmo perda de poténcia, se
cada componente estar realizando sua devida funcdo, selecionar e testa a melhor
combinacdo de principios ativos conservantes € sua concentracdo ideal, avaliagdao das

Boas Praticas de Fabricacao e dos métodos de manipulagdo, entre outros.
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