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RESUMO

O Buriti (Mauritia flexuosa L.) € uma palmeira pertencente a familia Arecaceae e que
estd amplamente distribuida em toda a América do Sul. Do seu fruto, pode ser extraido
o Oleo fixo, que possui, em sua composicdo, diversos minerais, carotenoides,
tocoferdis, acido ascorbico, compostos fendlicos, acidos graxos monoinsaturados e
fitosterdis. Estudos recentes demonstraram que o 6leo de buriti possui propriedades
antioxidantes, fotoprotetoras contra radia¢cdes UVA e UVB, antitrombaticas e atividade
antimicrobiana in vitro. Portanto, a alta concentracao de substancias bioativas em sua
composicdo o0 torna um promissor objeto de estudo de suas propriedades
farmacoldgicas. Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar as propriedades
antimicrobianas de uma formulacdo cosmética contendo 6leo de buriti, por meio do
método de microdiluicio em caldo, frente a bactéria Staphylococcus aureus. Além
disso, antes de disponibilizar um produto cosmético para uso clinico, € preciso avaliar
a capacidade do produto em induzir reac6es adversas, como irritacdo na pele. Para
tanto, também foi realizado um estudo do potencial citotéxico da formulacao, através
do teste de ensaio de viabilidade celular pela reducdo do MTT, frente a linhagem de
células queratinécitas de origem humana (HaCat). Os dados foram analisados por
ajuste a curva de dose resposta-sigmoidal, em um nivel de significancia de 5%. Os
resultados deste estudo demonstraram que a formulacdo produzida ndo possui
atividade citotoxica frente a linhagem de células analisada, e apresentou inibicdo do
crescimento da bactéria testada, sendo que o CIM das diferentes formula¢des do
creme contendo 6leo de buruti ndo foram superiores a 0,05%, sendo considerado um
potencial antimicrobiano, e eletivo para testes em seres humanos

Palavras-chave: 6leo de buriti; viabilidade celular; antimicrobiano



ABSTRACT

Buriti (Mauritia flexuosa L.) is a palm tree that belongs to the Arecaceae family and it
is widely distributed throughout South America. From its fruit can be extracted the fixed
oil, which has in its composition several minerals, carotenoids, tocopherols, ascorbic
acid, phenolic compounds, monounsaturated fatty acids and phytosterols. Recent
studies have shown that buriti oil has antioxidant and antithrombotic properties, it is
photoprotective against UVA and UVB radiation and it has antimicrobial in vitro activity.
Therefore, the high concentration of bioactive substances in its composition makes it
a promising object of study of their pharmacological properties. Thus, this study aimed
to evaluate the antimicrobial properties of a cosmetic formulation containing buriti oil,
using the broth microdilution method against the bacteria Staphylococcus aureus. In
addition, before making a cosmetic product available for clinical use, the product's
ability to induce adverse reactions, such as skin irritation, must be assessed. To this
end, a study of the cytotoxic potential of the formulation was also performed through
the MTT reduction cell viability assay against the human keratinocyte cell line (HaCat).
Data were analyzed by adjustment to the response-sigmoidal dose curve at a
significance level of 5%. The results of this study have shown that the formulation
produced has no cytotoxic activity against the cell line analyzed. Furthermore, it
inhibited the growth of the tested bacteria, and the MIC of the different formulations of
buriti oil containing the formulation were not higher than 0.05%, being considered a
potential antimicrobial, and elective for tests in humans.

Keywords: buriti oil; cell viability; antimicrobial
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1. INTRODUCAO

A descoberta dos antimicrobianos representa um marco na medicina moderna.
Até o inicio do século 20, doencas infecciosas eram consideradas as principais causas
de morte na populacédo em geral (ZAFFIRI et al., 2012). Em 1930, houve um grande
avanco no tratamento de infeccbes com o desenvolvimento das sulfonamidas e, uma
década depois, da penicilina. (TAVARES, et al., 2011).

Porém, a crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos disponiveis no
mercado tem se mostrado um fator preocupante. Devido ao uso irracional e
indiscriminado de antimicrobianos, as bactérias desenvolveram mecanismos para
impedir a acdo destas drogas, tais como: modificacdo do sitio receptor; producdo de
enzimas que degradam ou mudam a estrutura do antimicrobiano, dentre outros
(MIKLASINSKA-MAJDANIK , et al., 2018).

Como exemplo, a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus é um
patbgeno humano que pode causar varias doencas, desde infeccdes de pele a
bacteremia, endocardite infecciosa (IE) e sepse. Dentre as infec¢cdes nosocomiais,
aguelas adquiridas em ambiente hospitalar, 0 S. aureus € o microrganismo que esta
associado a maior morbidade e mortalidade (LIPINSKA et al., 2011; OTTO, 2014).

Para contornar o problema, foi criado o beta-lactamico sintético meticilina, que
era resistente a acao das beta-lactamases produzidas pelo Staphylococcus aureus
como mecanismo de resisténcia. Entretanto, logo apés o advento da meticilina,
surgiram relatos de amostras resistentes também a esse antimicrobiano, além da
expressdo de multirresisténcia. Essas cepas foram denominadas de MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e sdo resistentes a todos os
antimicrobianos beta-lactamicos (GELATTI et al., 2009).

Considerando esses fatores, é preciso buscar alternativas de tratamento aos
antimicrobianos utilizados na clinica hoje. Para tanto, extratos vegetais tém sido
bastante explorados em relagdo ao seu potencial antimicrobiano, ou na sua
capacidade de potencializar o efeito de drogas existentes hoje no mercado, possuindo
inUmeras vantagens, tais como: menor toxicidade e a combinacdo de varias
substéancias, que juntas podem gerar diversos beneficios a saitde humana (EMEKA,
2015; MIKLASINSKA-MAJDANIK et al., 2018).

Dentre estas promissoras novas alterativas, encontra-se o buriti, que é uma

palmeira amplamente distribuida na América do Sul, ocupando principalmente grande
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parte da Amazoénia, Cerrado e nordeste do Pantanal (KOOLEN et al., 2018). A partir
do seu fruto, pode ser obtido o 6leo fixo, rico em carotendides, acidos graxos,
tocoferdis, compostos fendlicos, dentre outras substancias bioativas (AQUINO et al.,
2012). Suas propriedades o tornam uma promissora alternativa na busca de novos
tratamentos farmacologicos.

Portanto, o objetivo deste estudo foi executar a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de uma formulagdo cosmética contendo 6leo de buriti, em bactérias
Staphylococcys aureus ATCC 25923. Além disso, para o desenvolvimento de novas
formulacbes topicas, deve-se analisar se a formulacdo poderia induzir efeitos
indesejaveis, como irritacdo da pele (TOLOSA et al., 2015). Para tanto, também foi

realizado um estudo para avaliar a o potencial citotéxico da formulacéo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Buriti

O buriti (Mauritia flexuosa L.), também conhecido por outros nomes como miriti,
muriti, palmeira-do-brejo, moriche, carangucha e aguaje é uma palmeira que pode
alcancar 40m de altura, pertencente a familia Arecaceae e que esta amplamente
distribuida em toda a América do Sul, principalmente nas regides Centro-Oeste, Norte
e Nordeste do Brasil, ocupando exclusivamente areas que possuem solos
hidromérficos, ou seja, solos que em condi¢cdes naturais se encontram saturados por
agua (BATISTA et al., 2011; KOOLEN et al., 2018).

O buriti pode ser macho ou fémea, sendo que as fémeas que produzem 0s
frutos. Em uma safra, cada buriti fémea pode produzir entre 1 a 10 cachos com 450 a
2000 frutos maduros cada. O fruto possui forma oval, sendo sua casca composta por
escamas castanho-avermelhadas (Figura 1). A polpa é carnosa e amarelada ou
alaranjada, sendo 20 vezes mais concentrada em vitamina A do que a cenoura
(SAMPAIO; CARRAZZA, 2012).

Do seu fruto, pode ser extraido o 6leo fixo, que possui em sua composicao
diversos minerais, carotenoides, tocoferois, acido ascorbico, compostos fendlicos,
acidos graxos monoinsaturados e fitosteréis (PEREIRA FREIRE et al.,, 2016, DA
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COSTA et al.,, 2010; DARNET et al.,, 2011). A alta concentracdo de substancias
bioativas em sua composicdo 0 torna um promissor objeto de estudo de suas
propriedades farmacoldgicas.

Estudos recentes demonstraram que o Oleo de buriti possui propriedades
antioxidantes (CANUTO et al., 2010, CANDIDO et al., 2015), fotoprotetoras contra
radiacbes UVA e UVB (ZANATTA et al.,, 2010), antitrombdéticas e antiplaquetarias
(FUENTES et al.,, 2013). Além disso, compostos fendlicos presentes no buriti,
principalmente acido clorogénico e &cido cafeico, como também de quercetina e
triterpenos, apresentaram atividade antimicrobiana in vitro (KOOLEN et al., 2013;
BATISTA et al., 2011; DE SIQUEIRA et al., 2014)

Figura 1: (A) Buriti. (B) Fruto do Buriti.

(A), ; R NE (8)

Fonte: KOOLEN et al., 2018.

2.2 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sé@o substancias que agem sobre 0s microrganismos,
podendo ser de origem natural (substancias que ja estao presentes na natureza) ou
de origem sintética (substancias sintetizadas em laboratério). Essas substancias
podem agir de duas formas: podem inibir o crescimento do microrganismo, interferindo
em seu metabolismo e impedindo a sua proliferacéo, ou causando a sua morte (MOTA
et al., 2010; NICOLAOU; RIGOL, 2017).

A terapia antimicrobiana se tornou a principal defesa contra as doencas
infecciosas, e o seu descobrimento, no século XX, representa um dos maiores marcos

da medicina moderna. No século XIX, doencas infecciosas como pneumonia,
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tuberculose e difteria eram consideradas as principais causas de morte (ZAFFIRI et
al.,, 2012). No entanto, a introducdo dos antimicrobianos no século seguinte
provocaram uma drastica diminuicdo na taxa de mortalidade por doencas
infectocontagiosas (TAVARES et al., 2011).

Apesar de todo o avanco ao longo das décadas, o tratamento de doencas
infecciosas ainda € um desafio nos dias atuais. Isso ocorre porque cada vez mais
surgem novos casos de bactérias resistentes aos antibacterianos disponiveis no
mercado (FRIERI et al., 2017; FRIEDMAN et al., 2015). Dentre vérios fatores que
podem ser associados como causas desse problema, é possivel destacar dois:
primeiro, as bactérias desenvolveram mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
disponiveis na natureza como mecanismo de sobrevivéncia, e grande parte dos
medicamentos s&o de origem natural ou semissintética (TAVARES et al., 2011).

Segundo, o uso irracional e indiscriminado dos antimicrobianos tem contribuido
para as bactérias adquirirem mecanismos de resisténcia (MOTA et al., 2010). A
resisténcia bacteriana vem se apresentando como uma grande ameaca a saude da
populacdo, tornando assim urgente a necessidade da descoberta de novos
antimicrobianos para combater as cepas resistentes e diminuir a taxa de mortalidade
associada a esse fator (RATHER et al., 2017).

2.3 Antibi6ticos x antimicrobianos x antibacterianos

Os termos antibidticos, antimicrobianos e antibacterianos sdo amplamente
utilizados na literatura. Muitos acreditam que possuem o mesmo significado e podem
ser intercambiaveis, porém, possuem significados distintos, e € preciso conhecé-los
para que nao sejam utilizados erroneamente.

O termo antibidtico, sugerido inicialmente em 1942 por Waksman, se refere as
substéancias produzidas por microrganismos que sdo capazes de inibir o crescimento
ou destruir outros microrganismos (WAKSMAN, 1947). Portanto, sdo substancias
obtidas de origem natural. A maioria dos antibiéticos utilizados na pratica clinica hoje
€ obtida de fungos que fazem parte dos géneros Penicillium, Cephalosporium e
Micromonospora, e de bactérias dos géneros Bacillus e Streptomyces (Figura 2)
(TAVARES, 2014).



Por outro lado, os antimicrobianos sdo um grupo de substancias que podem
ser de origem natural (antibioticos), semissintéticas ou sintéticas (quimioterapicos), e
gue séo utilizados para impedir o crescimento ou destruir oS microrganismos, sendo
eles bactérias, fungos, virus ou protozoarios (BRASIL, 2001). Entre os antibioticos, a
penicilina € o principal representante, sendo que, a partir dela, foram sintetizados
analogos que deram origem ao grupo de farmacos betalactamicos, que compdem a

maior parte dos farmacos semissintéticos (GUIMARAES et al., 2010).

Figura 2: Principais classes de antibiéticos.
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Dentro do grupo dos quimioterapicos (Figura 3), tem-se dois representantes: as
sulfas e as quinolonas. As sulfas sdo analogas de fatores de crescimento e sua
primeira representante, a arsfenamina, foi inicialmente inserida em 1910 por Paul
Erlich e Sahachiro Sata, sendo considerada a “bala magica” para o tratamento da
sifilis no inicio do século XX (ZAFFIRI, 2012, MADIGAN, 2016). Décadas depois, em
1962, foi descoberto o primeiro farmaco do grupo das quinolonas, a cloroquina, e hoje
as quinolonas séo a Unica classe de farmacos que competem com os betalactamicos
no uso clinico (ZAFFARI, 2013; NOGUEIRA, 2012).

Por fim, os antibacterianos sédo substancias que agem somente contra as
bactérias. A maior parte do antimicrobianos sdo antibacterianos, e eles podem agir de
duas formas: inibindo o crescimento e proliferacdo das células bacterianas, sendo
assim denominados bacteriostaticos; ou entdo levando a morte e destruicdo das
células, conhecidos como bactericidas (NEMETH et al., 2014; OCAMPO et al., 2014;
GUIMARAES et al., 2010).

Figura 3: Exemplos de quimioterapicos.
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2.4 Extratos de plantas que possuem atividade antimicrobiana

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
infecciosas estdo entre as 10 principais causas de mortes no mundo. Infecgbes

respiratérias baixas, doencas diarreicas e tuberculose foram responséaveis por 5,7
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milhdes de mortes em 2016 (OMS, 2018). O aumento da resisténcia bacteriana e a
toxicidade de alguns farmacos aumentaram a necessidade da busca por novos
agentes antimicrobianos (TINTINO et al.,, 2015). A atividade antimicrobiana dos
extratos vegetais tem sido alvo de pesquisas por possuirem em sua COMpPOSIGaAo
diversos compostos com atividades bioldgicas. (ELLER et al., 2015).

Para exemplificar, Costa et al. (2011) avaliaram a atividade antibacteriana do
Oleo da polpa de pequi (Caryocar coriaceum), que demonstrou atividade contra as
cepas S. flexneri, S. choleraesuis, S. aureus, P. aeruginosa e S. pneumomoniae. Os
autores realizaram também uma determinacdo de acidos graxos na amostra, e
relataram uma predominancia de acidos graxos insaturados, principalmente acido
oleico.

Enquanto isso, Emeka et al. (2015) avaliaram o efeito do 6leo extraido do
cominho preto (Nigella sativa) contra cepas de S. aureus isoladas de feridas de
pacientes diabéticos e resistentes a varias drogas. O estudo demonstrou que mais da
metade dos isolados apresentaram sensibilidade as mais variadas concentracdes do
6leo.

O potencial antimicrobiano e citotdxico de quatro fragcdes e um extrato etanolico
da espécie Pouteria venosa também foram investigados por Santos et al. (2015). As
fracOes e o extrato etandlico demonstraram atividade antibacteriana em trés bactérias
Gram-positivas, sendo elas: S. aureus, S. epidermides e S. pneumoniae, e cinco
bactérias Gram-negativas: P. aeruginosa, S. flexneri, P. mirabilis, A. calcoaceticus e
E. aerogenes.

Por outro lado, o efeito da associacao do extrato etandlico do fruto de Morinda
citrifolia L. com antimicrobianos j& utilizados na clinica foi analisado por Tintino et al.
(2015). Foi observado nesse estudo um efeito sinérgico da associagéo do extrato com
trés das drogas testadas: amicacina, gentamicina e imipenem, com reducdo da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos antimicrobianos perante as cepas das
bactérias P. aeruginosa e E. coli.

Por fim, Eller et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana em seis extratos
vegetais, sendo que trés deles mostraram-se ativos contra a cepa de S. aureus ATCC
25923. Os extratos que apresentaram atividade foram: cajueiro (Anacardium

occidentale L), aroeira (Myracrodruon urundeuva) e barbatimdo (Stryphnodendron



adstringens) apresentando halos de inibicdo de 11, 13 e 17 mm de diametro,
respectivamente.

Portanto, é possivel observar na literatura que 0s extratos vegetais tem
despertado o interesse tanto por apresentarem atividade antimicrobiana, quanto por
terem a capacidade de potencializar o efeito de farmacos (TINTINO et al., 2015). Dada
a vasta variedade de plantas com propriedades biologicas presentes nos biomas
brasileiros, e a crescente preocupagao perante 0s microrganismos resistentes, faz-se
necesséria a investigacao por novos agentes para o tratamento de infeccbes em

plantas e extratos vegetais.

2.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos — Microdiluicdo em caldo

Existem diversos testes laboratoriais utilizados para avaliar a sensibilidade in
vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos. O método a ser realizado neste
estudo € a técnica padrdo de microdiluicdo em caldo, que seré realizada seguindo as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI, 2012). Com
esse teste, € possivel determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracao Bactericida Minima (CBM) da substancia testada (SANTOS et al., 2012;
PRIDMORE et al., 2011; SOUZA et al., 2016; PEIXOTO et al., 2016).

O método consiste em adicionar a substancia a ser testada em microplacas de
96 pocos, com uma concentracao definida. Deve-se entéo realizar diluicdo seriada da
substancia teste, completar o volume com caldo e adicionar o in6culo nos pocos.
Assim, é possivel analisar o crescimento bacteriano em diferentes concentra¢gfes da
substancia. Apoés incubar as placas em estufa, realiza-se a leitura das mesmas em
leitora de microplacas. A partir disso, € possivel calcular a CIM, ou seja, a menor
concentracéo da substancia em que houve inibicdo do crescimento microbiano (CLSI,
2018; SANTOS et al. 2012).

A CBM ¢é definida como a menor concentracdo da substancia teste capaz de
matar a bactéria testada (PEIXOTO et al., 2016). Para determina-la, deve-se retirar
uma aliquota de cada poc¢o cuja concentra¢do da substancia-teste inibiu o crescimento

bacteriano e semear em agar. Apéos incubacdo em estufa, deve-se observar qual a



menor concentracdo que foi capaz de matar 99,9% ou mais do inéculo bacteriano
utilizado (SANTOS et al., 2012; PRIDMORE et al., 2012; SOUZA et al., 2016).

O meio de cultura utilizado para realizar os Testes de Sensibilidade aos
antimicrobianos € o Mueller-Hinton (MH). O caldo é utilizado para a determinacéo da
CIM, e o agar para a determinacdo da CBM. Esse meio apresenta inUmeras vantagens
para a realizacdo deste teste, dentre elas: apresenta alta reprodutibilidade entre os
lotes, contém baixos teores de inibidores de antimicrobianos, produz crescimento
satisfatorio da maior parte dos patdgenos e hd uma grande variedade de dados e

resultados de testes de sensibilidade realizados com esse meio (CLSI, 2018)

2.6 Ensaio de viabilidade celular

Produtos cosméticos podem, ocasionalmente, desencadear reacdes adversas
aos seus usuarios. Por isso, antes de disponibilizar um produto para uso humano, é
preciso analisar o seu potencial téxico (CHORILLI et al., 2009). Além disso, 0 uso de
plantas e extratos vegetais em formula¢des cosméticas € outro fator importante a ser
considerado, pois a sua utilizacdo tem crescido substancialmente durante os anos. No
entanto, ha poucos relatos na literatura em relacdo ao potencial citotoxico desses
extratos (CHIARI et al., 2012).

Os ensaios de toxicidade sempre foram realizados utilizando animais, sendo o
melhor modelo experimental para avaliacdo dos riscos da utilizacdo de determinado
produto (CHIARI et al., 2012). No entanto, a utilizacdo de animais para se determinar
o perfil toxicolégico de cosméticos tem sido bastante questionado em relacdo as
guestdes éticas que envolvem estes experimentos (DA CRUZ et al., 2012). Portanto,
métodos in vitro tem sido utilizado como uma alternativa a utilizacdo de animais em
experimentos (SEHNEM et al., 2012).

Um dos ensaios que pode ser realizado é o de citotoxicidade, o qual define o
potencial de degeneragdo ou morte celular que é provocado pelos constituintes das
formulagBes cosméticas. Alguns métodos que podem determinar a citotoxicidade de

produtos cosméticos séo: citotoxicidade pelo método MTT, citotoxicidade pelo método



vermelho neutro (NRU) e citotoxicidade pela difusdo em gel agarose, no qual se utiliza
o0 MTT ou o NRU como corante vital (DA CRUZ et al., 2012).

O MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) é um sal de
tetrazolio que foi introduzido por Mosmann para avaliar a proliferacédo e viabilidade
celular. Esse composto mede a funcdo mitocondrial da célula, ou seja, avalia o nivel
de sua funcionalidade e viabilidade (PRABST et al., 2017). Esse ensaio baseia-se na
comprovacdo da citotoxicidade através da avaliacdo da atividade de enzimas
desidrogenases mitocondriais (enzima mitocondrial redutase) e do seu respectivo
potencial redox. A viabilidade é quantificada pela redu¢do do MTT (coloragdo amarela
e soluvel em agua) a formazan (coloracéo roxa e insolavel em agua) pela atividade
metabdlica celular ligada ao NADH e NADHP (BOCHNIE et al.,2017)

Figura 4: Reducédo do MTT a formazan.
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Fonte: RISS et al., 2016

Por outro lado, citotoxicidade pelo método Vermelho Neutro consiste na
utilizacdo de culturas de células SIRC CCL 60 (derivadas da cornea de coelhos),
dentre outras. A captacdo do corante pelas células viaveis € quantificada por
espectrofotometria. Enquanto isso, o teste de citotoxicidade pela difusdo em gel de
agarose consiste na aplicacdo do produto testado na superficie de um gel agarose em
contato com células de tecido conjuntivo de camundongo, gerando um halo que é
revelado utilizando os corantes MTT ou NRU. O diametro do halo corresponde a
citotoxicidade do produto testado (DA CRUZ et al., 2012).

Além dos testes de citotoxicidade, outras analises podem ser realizadas para

analisar se a formulagdo cosmética € apropriada para utilizagdo, como: avaliagdo do
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potencial de irritacdo ocular, da atividade fototoxica, da absorcdo cutanea, da
atividade mutagénica, dentre outros (CHIARI et al., 2012). Todos esses testes,
incluindo o teste de citotoxicidade, sdo medidas importantes e necessérias para se
disponibilizar um novo produto cosmético para uso humano, e excelentes alternativas

a experimentacdo em animais.

3. JUSTIFICATIVA

Y

Segundo lista divulgada pela OMS, o Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) esta entre os 12 patégenos em que a necessidade pela descoberta
de novos antimicrobianos é urgente, se enquadrando na prioridade 2 (alta). Os frutos
do buriti sdo ricos em vitaminas (A, B, C, E) e ferro, além de &cidos graxos insaturados,
carotenoides e tocoferéis, conforme encontrado na literatura. Devido a sua rica
composi¢cdo em substancias com atividades biol6gicas, o 6leo de buriti € considerado
matéria prima em potencial para avaliar suas propriedades antimicrobianas e ser

incorporado em formulacBes cosméticas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano e citotoxicidade de formulacdo cosmética

contendo 6leo de buriti.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM) de formulagdo cosmética contendo Oleo de buriti

por meio de teste de microdiluicio em caldo frente a bactéria

Staphylococcus aureus ATCC 29213, e
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e Determinar a sua citotoxicidade por meio de ensaio da viabilidade celular

da linhagem de queratinécitos (HaCat), pela reducdo do MTT.

5. METODOLOGIA

5.1 Elaboracédo da emulséo contendo 6leo de buriti

A formulacéo utilizada no presente estudo foi elaborada no Laboratério de
Tecnologias da Universidade de Brasilia — FCE, como parte do trabalho de concluséo
de curso da aluna Clarissa Machado e Dias Borges (BORGES, 2019). Em seu
trabalho, a autora elaborou 8 diferentes formulacdes do creme contendo 6leo de Buriti,
variando entre diferentes espessantes e concentracdes, conforme tabela abaixo
(Tabela 1):

Tabela 1: Desenho do desenvolvimento de emulsédo contendo 6leo de Buriti (Mauritia flexuosa
L.).

ATIVO F1 F2 F3 F4 FS F6 F7 F8

Digluconato de
clorexidina sol. aq. 5% 5% 5% 5% 5% 5% 5% 5%

2%
Propilenoglicol 5% 5% 5% 5% 5% 5% 5% 5%
CMC X X X 3% 1%  0,50% X X
Amido de tapioca X X X X X X 3% 2%

EDTA (Edetato 0,10% 0,10% 0,10% 0,10% 0,10% 0,10% 0,10% 0,10%

dissodico)

Agua destilada g.s.p. Q.s.p. g.s.p. d.s.p. Q.S.p. Qq.sS.p. g.s.p. Qg.s.p.
Cera Polawax 15% 20% 20% 15% 15% 15% 15% 15%
Oleo de Buriti 5% 5% 2,5% 5% 5% 5% 5% 5%

(Mauritia flexuosa)
BHT 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05%

FONTE: BORGES, 2019 (adaptado)

Para a preparacdo de cada emulsdo, as matérias primas foram pesadas

separadamente em balanca. Para completa dissolucdo do EDTA, o mesmo foi
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colocado junto com a solugcédo aquosa de digluconato de clorexidina, o propilenoglicol
e cerca de 5mL de agua destilada em ultrassom durante 15 minutos. As fases aquosa
e oleosa foram aquecidas em chapa aquecedora até atingirem 75°C para o preparo.
Com o auxilio do agitador mecéanico, verteu-se lentamente a fase oleosa sobre a fase
aguosa, mantendo sobre agitacdo constante, até arrefecimento. Apés arrefecimento,
o pH foi ajustado a 5.

Das 8 formulacdes elaboradas, a F3 foi a selecionada para realizar os testes
deste estudo, contendo 2,5% de 6leo de buriti e 5% de clorexidina. No entanto, com o
intuito de esclarecer melhor a acéo do creme e o potencial antimicrobiano do 6leo de
buriti no mesmo, foi produzida uma nova formulacéo (Figura 5), realizando adaptacées
a partir da formulacao ja elaborada. Nesta nova formulagéo (F9), foi retirado o agente
conservante clorexidina, e utilizou-se 5% de 6leo de buriti, 0 dobro da concentracao

anterior. Os componentes das formulacdes estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacao dos componentes das duas formulacdes testadas.

Funcao %p/p
Ativo farmacotécnica Fase F3 F9
Digluconato de Conservante
clorhexidina sol. ag. 2% microbioldgico Aguosa 5% X
Propilenoglicol Agente quelante Aquosa 5% 5%
EDTA (Edetato Conservante,
dissadico) umectante Aquosa 0,10% 0,10%
Amido de tapioca Agente de
viscosidade Aquosa X 2%
Agua destilada Veiculo da fase
aquosa Aquosa g.s.p. g.s.p.
Cera polawax Emulgente,
agente de Oleosa 20% 15%
viscosidade
Oleo de buriti (Mauritia Principio ativo,
flexuosa L.) emoliente Oleosa 2,5% 5%
ButilHidroxiTolueno Antioxidante Oleosa
0,05% 0,05%
Solucao de acido citrico  Corretivo de pH Aditivo pos g.s.p. X
5% elaboracao

FONTE: Autoria propria.
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Figura 5: Amostra da formulagéo produzida contendo 5% de 6leo de buriti e sem a adi¢éo de
clorexidina.

Fonte: Autoria propria.

5.2 Ensaio de viabilidade celular

5.2.1 Material biolégico

Para a realizagdo do ensaio de viabilidade celular, foi utilizada a linhagem
celular de queratinécitos (linhagem HaCat) de origem humana. As células foram
estocadas em nitrogénio liquido no Laboratério de Analises Clinicas da Universidade
de Brasilia e, conforme necessario, descongeladas uma semana antes do ensaio, e
aclimadas em um frasco para cultivo (25 cm?, TPP, EUA) contendo meio de cultura
DMEM (Dulbecco modified Eagle's Minimal Essential Medium) suplementado com 1%
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de solucéo antibiotica (penicilina e estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino (SFB),
e mantido em incubadora umida a 37 °C e 5% de COa.

Apés as células atingirem confluéncia ideal para os experimentos (cerca de
103), elas eram removidas dos frascos e semeadas em placas de cultura. Inicialmente,
o meio de cultura DMEM era descartado e as células lavadas com uma solucéo
tampéao de fosfato-salina (PBS). Logo apdés, as células eram incubadas com solucao
de tripsina EDTA (Gibco, USA) por 4 minutos a 37 °C. Adicionalmente, colocava-se
meio DMEM as células para neutralizar a acdo da tripsina e esta suspensao era
centrifugada por 3 minutos a 300 g. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante era
removido e o pellet de células era ressuspendido em meio DMEM (1 a 3 mL). Em
seguida, uma aliquota da suspensdo de células era usada para contagem de células
em camara de Neubauer utilizando-se o método de exclusdo por azul de Tripan

(Sigma) para distingéo de células viaveis e ndo viaveis.

5.2.2 Tratamento e Ensaio de Viabilidade Celular

Os grupos experimentais foram divididos em: formulacdo do 6leo de buriti
presente e o controle negativo (sem a formulacéo). Os tratamentos foram realizados
em triplicata. As células foram transferidas para uma placa de cultura de 96 pocos
(3000 células/poco) e tratadas com variadas concentracdes dos produtos, partindo-se
de uma concentracdo de 1 mg/mL e, foram incubadas com os tratamentos por 24
horas.

Em seguida, o meio de cultura das placas foi removido e 150 yL de solugao de
uso de MTT (15 uL de MTT 5 mg/mL diluidos em 135 uL de DMEM completo) foram
adicionados. Apoés 3 horas de incubagdo em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO2,
o meio de cultura foi removido e 200 uL de DMSO foram adicionados em cada poco
para dissolver o produto formado. A quantificagcdo da viabilidade celular foi

determinada apos a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 570 nm.

5.2.3 Andlise estatistica

Foram executadas analises da repetibilidade dos dados pelo calculo do
Intervalo de Correlagéo Intraclasse a 95% e calculos de IC 50 foram executados pela
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metodologia do ajuste a curva de dose resposta-sigmoidal. Os programas estatisticos
utilizados foram o SPSS versédo 22.0 e o GraphPadprism versdo 7.0. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

5.3 Teste de microdiluicdo em caldo

Para a realizagdo do teste de microdiluicAo em caldo, os indculos foram
preparados com o crescimento das cepas Staphylococcus aureus ATCC 29213, que
foram inoculados em Mueller-Hinton (caldo MH). A concentracdo foi ajustada pela
turbidez de 0,5 na escala de McFarland, com 1x108 UFC/mL (abs). Foram realizadas
diluicbes das culturas em soro, com auxilio espectrofotometro de densidade Optica
(D.0.) a 625 nm resultando em uma concentracdo final de 1x10% UFC/mL (abs).

A concentracéo inicial das formulacdes cosméticas foi de 2,5 mg/mL, para a
formulacdo contendo clorexidina, e de 5 mg/mL para a formulacdo produzida sem
clorexidina. A partir dessas concentracfes foram realizadas diluicdes sucessivas,
sendo que as concentragdes finais utilizadas nos testes foram de 2,5; 1,25; 0,625;
0,312; 0,156; 0,078; 0,039; 0,019; 0,010; 0,005; 0,0025 e 0,0012 mg/mL para a
primeira, e de 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078; 0,039; 0,019; 0,010; 0,005;
0,0025 mg/mL para a segunda.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, de fundo chato, em
triplicata. Cada poco recebeu 80 pL de caldo MH, 100 pL de formulacdo cosmética e
20 pL do in6culo ajustado para a concentracédo de 1x10% UFC/mL, resultando em uma
concentracgédo final de 1x10° UFC/mL por poco. Cada pogo apresentou, portanto, um
volume final de 200 pL.

No controle positivo, cada poco recebeu 180 uL de caldo MH e 20 uL do inéculo
na concentracdo de 1x10° UFC/mL. Para evitar interferéncia de coloracdo das
formulacdes e do caldo MH, foi utilizado como branco 100 pL de caldo MH e 100 pL
da formulagéo.

As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37° C por 24 horas e o
procedimento foi realizado em triplicata. A leitura das placas foi realizada em leitora
de microplaca Multskan, com comprimento de onda de 630 nm. Apds a leitura das
placas, foi adicionado 30 pL do corante resazurina em cada poco (Figura 6), para

evidenciar o crescimento (coloragao rosa) ou inibicdo (coloracdo azul) da bactéria.
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5.3.1 Andlise estatistica

Os resultados foram descritos em termos de porcentagem de inibicéo,
considerando-se a fracao da leitura do poco testado e o controle de crescimento. Para
o calculo do CIM, a metodologia do ajuste a curva de dose resposta-sigmoidal foi
executada sobre a porcentagem de inibicAo nas diferentes concentragcbes, via
programa GraphPrism versdo 7.0. A CBM foi determinada por estimativa do céalculo

sob o valor do CIM, com uso do software GraphPrism verséo 7.0.

Figura 6: Método de microdiluicdo em caldo utilizando creme com 0leo de buriti e clorexidina

frente a bactéria Staphyloccocus aureus.

Fonte: Autoria propria.

6. RESULTADOS

6.1 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular, realizado partir da técnica de reducdo do MTT,
foi realizado com as duas formula¢ges do creme, com e sem a clorexidina. Verificou-
17



se, entdo, que um IC 50 de 5232 pg/mL para a formulacao contendo clorexidina, e de
6280 pg/mL para a formulacdo sem clorexidina, resultados que nado diferem

estatisticamente do controle negativo. Os dados estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Viabilidade celular na linhagem de queratindcitos HaCat.

Linhagem de queratindcitos HaCat

Creme sem
Creme total clorexidina  Controle negativo
IC 50 (ng/ml) 5232 6280 6230
Intervalo de confianca 3250-7235 4762-8253 4385-8323

IC50 = concentracdo do composto necessaria para 50% de viabilidade.

FONTE: Autoria propria.

Portanto, observando-se os resultados, foi verificado que as formulactes
obtidas ndo apresentaram atividade citotoxica frente a linhagem de células

querainocitas humanas (HaCat).

6.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo
em caldo

O teste de microdiluicdo em caldo, para avaliar a atividade antimicrobiana, foi
realizado com o creme com clorexidina (concentracgéo inicial de 0,25%) e com o creme
sem clorexidina (concentragéo inicial de 0,5%). Para realizar uma melhor anéalise do
potencial antimicrobiano de cada componente separadamente, o teste também foi
realizado com o 6leo de buriti puro (concentracdo inicial de 0,025%) e com uma
solucdo de clorexidina (concentracdo inicial de 0,00025%), em diferentes dias,
utilizando o mesmo método e 0s mesmos equipamentos.

Os valores de inibicdo do crescimento microbiano foram obtidos por meio de
leitura em leitora de microplaca Multskan, com comprimento de onda de 630 nm. Apos

a leitura, foi adicionado o corante Resazurina 0,01% as placas, para uma melhor
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visualiza¢do da inibicdo gerada pelos materiais testados. Este corante é um indicativo
do metabolismo celular das bactérias, tornando-se rosa onde ha células viaveis, e roxo

onde houve inibicdo do crescimento das cepas.

Apés a leitura, os resultados obtidos foram avaliados e foi calculada a CIM, em
porcentagem, de cada composto, conforme mostra a Tabela 4. Nesta tabela, sao
apresentados trés parametros importantes para a determinacdo da atividade
antimicrobiana dos materiais testados, sendo eles: concentracéo inibitdria minima

(CIM), intervalo de confianca (IC 95) e concentracdo bactericida minima (CBM).

Tabela 4: Concentracgéo inibitéria minima, intervalo de confianga e concentracdo bactericida
minima dos materiais testados.

Staphylococcus aureus

Creme sem )
Creme total clorexidina Oleo Clorexidina
IC50 (CIM) (%) 0,0071 0,03130 0,0763 2,17 x 10

IC95(IC s0) (%) 0,0049 a 0,010 0,0110a0,0880 0,0432a0,1348 2,82x107a 1,67x10°

1C99,9 (CBM) (%) 7,0929 31,2687 76,2237 0,0022
IC50: concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento microbiano

IC95%: Intervalo de confianca a 95%
CBM: Concentracdo que resulta na morte bacteriana

A concentracgao inibitéria minima (CIM) é a menor concentracdo do composto
capaz de causar uma inibicdo do crescimento bacteriano. Neste trabalho, esse
parametro € expresso pelo IC50, gue se refere a menor concentracao necessaria para
inibir o crescimento de 50% das células bacterianas. O IC 95 € o intervalo de confianca
referente ao IC50. Enquanto a CBM € a menor concentragdo necessaria para causar
a morte da bactéria, sendo expressa pelo IC 99,9.

Como é possivel observar na tabela, o creme total, com a adic&o de clorexidina,
apresentou um valor de IC50 referente a 0,0071%, com um intervalo de confianca
entre 0,0049 a 0,010% e um valor de CBM equivalente a 7,0929%. A formulagcdo sem
clorexidina apresentou um valor de IC50 equivalente a 0,0313%, sendo que seu
intervalo de confiancga foi de 0,0110 a 0,0880%, e um valor de CBM de 31,2687%.
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Enquanto isso, o0 6leo puro apresentou um IC50 de 0,0763%, com um intervalo
de confianca entre 0,0432 a 0,1348%, e um valor de CBM equivalente a 76,2237%.
Por fim, a solugdo de clorexidina testada isoladamente apresentou um IC50
extremamente baixo, conforme esperado, de 0,00000217%, com um intervalo de
confianca entre 0,000000282% a 0,0000167% e um valor de CBM de 0,0022%.

Analisando os resultados obtidos, é possivel observar que as formulacdes
produzidas apresentam atividade contra a cepa testada. A formulagédo com clorexidina
apresentou uma poténcia maior em relagdo ao creme sem clorexidina, porém, isso se
deve ao fato da clorexidina ser um agente conservante e possuir propriedades
antimicrobianas, como € muito bem expressado em seu valor de CIM.

No entanto, o creme sem a adic¢éo de clorexidina também apresentou um valor
de CIM satisfatorio, visto que uma pequena concentracdo da formulacédo foi capaz de
causar inibicdo do crescimento bacteriano. O O6leo de buriti testado também
apresentou um potencial de inibicdo promissor, pouco diferenciando-se da

concentracéo de inibicdo do creme sem a clorexidina.

7. DISCUSSAO

7.1 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular, pelo método de reducdo do MTT, € um dos
ensaios in vitro descritos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
a avaliacdo da seguranca em produtos cosméticos (ANVISA, 2012). A determinacéo
da citotoxicidade em produtos cosmeéticos € um passo importante, pois, se um material
é capaz de induzir citotoxicidade em culturas de células, € muito provavel que ele
também apresente toxicidade em testes com seres humanos (SANTOS, 2015).

Além disso, o0 uso da linhagem celular de queratindcitos (linhagem HaCat) para
a determinacgédo da citotoxicidade da emulséo é um fator importante. Apesar de alguns
autores as considerarem menos sensiveis a irritagdo em comparacdo a outras
linhagens celulares, as células queratinécitas sao preferiveis em estudos como este,
pois, em uso clinico, elas sdo as primeiras células a serem expostas ao uso dos
cosméticos (ZANATTA, 2008).
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Sendo assim, conforme exposto na Tabela 3, a formulacdo contendo 6leo de
buriti e clorexidina apresentou um valor de IC50 de 5232 pg/mL, e a formulacdo sem
a adicdo de clorexidina apresentou valor de IC50 de 6280 pg/mL, valores que néo
diferem estatisticamente do controle negativo. Além disso, 0s critérios de
citotoxicidade para novos compostos, conforme estabelecido pelo Instituto Nacional
do Céancer dos Estados Unidos (NCI), sdo de IC50 < 20 pg/mL no ensaio preliminar
para serem considerados com atividade citotdxica (Abdel-Hameed et al., 2012).

Portanto, as formulagbes produzidas ndo tém efeito citotoxico em células
HaCat, e por critérios estabelecidos pelo NCI, podem ser consideradas como in6cuas
e seguras para uso clinico. No entanto, novos testes devem ser executados para
compreender o comportamento das células da linhagem de queratindcitos frente aos
tempos experimentais mais prolongados de 48h e 72 h.

7. 2 Teste de microdiluicdo em caldo

A busca pela descoberta de novos antimicrobianos vem se tornando algo cada
vez mais desafiador. Grande parte das drogas introduzidas na clinica para o
tratamento de infeccbes se mostraram ter eficicia limitada, visto o rapido
desenvolvimento e surgimento de cepas resistentes (WRIGHT, 2012).

Dentre estas cepas, a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus é capaz
de causar uma enorme variedade de doencas, desde infec¢des de pele a condicbes
mais graves, como pneumonia (SASS, 2012). Este patdgeno representa 0 maior
constituinte da microbiota da pele e é responsavel por diversas infec¢des cutaneas,
variando de infec¢cbes superficiais até problemas infeccdes profundas em feridas,
muitas vezes levando a septicemia (EMEKA, 2015).

Levando em consideragdo a crescente resisténcia aos antimicrobianos e a
dificuldade no tratamento de infecgbes, houve aumento na busca de plantas
medicinais e extratos vegetais com potencial de combater as doencas infecciosas.
Drogas vegetais possuem varias vantagens em comparacdo as drogas sintéticas,
como por exemplo: menor toxicidade e a combinacgéo de varias substancias benéficas
a saude humana (EMEKA, 2015)

Avaliando todos estes parametros e pensando na crescente necessidade da
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busca de novos agentes antimicrobianos, foi desenvolvida uma emulsédo contendo
como principio ativo o 6leo de buriti. A formulacéo desenvolvida, por ser de uso tépico,
foi produzida buscando o tratamento de infecgGes cutaneas leves a moderadas,
visando, inicialmente, o tratamento de infec¢des contra patbgenos gram-positivos.

Porém, um dos excipientes adicionados a formulacdo do creme foi a
bisbiguanida clorexidina, com o objetivo de obter-se uma acdo conservante. No
processo de fabricacdo de formulacdes, deve-se seguir procedimentos que devem
minimizar o risco de contaminac¢des. No entanto, conservantes devem ser utilizados
para preservar a formulacdo, impedindo o crescimento microrganismos que podem
causar doencas, ou até mesmo produzir substancias capazes de alterar as
propriedades quimicas, fisicas e farmacologicas do produto. Dessa forma, aumenta-
se a vida util do produto (SCHMITT, 2015).

A clorexidina possui propriedades hidrofilicas e hidrofébicas, pode-se
apresentar na forma de diversos sais, sendo o digluconato o mais utilizado por ter
maior solubilidade em &agua. Em concentracdo elevada, a clorexidina causa
coagulacao e precipitacao das proteinas citoplasmaticas, levando a morte bacteriana.
Em concentracbes mais baixas, altera-se a integridade da membrana celular,
resultando num extravasamento dos componentes bacterianos (HIGIOKA, 2013)

Porém, com o objetivo se elucidar melhor o potencial antimicrobiano do 6leo de
buriti, foi produzida uma formulag&o contendo os mesmos componentes e proporgoes,
porém, retirando-se a clorexidina. Foram realizados testes com ambas as formulacfes
e determinado a sua CIM. Além disso, também foram realizados testes com o 6leo de
buriti puro e a clorexidina pura, para uma melhor visualizacdo do componente que
esta realizando a inibicao.

Com os resultados obtidos, pode-se observar que as formulagdes produzidas
apresentaram atividade antimicrobiana contra a cepa testada. A formulacdo com
clorexidina apresentou um CIM de 0,0071%, o que equivale a 0,071 mg/mL, enquanto
o0 creme produzido sem a adicdo de clorexidina apresentou um CIM de 0,03130,
equivalente a 0,313 mg/mL. Devido a acdo da clorexidina, a formulagdo com a adi¢cao
deste conservante apresentou um maior potencial de inibicdo. Porém, a formulagéo
sem clorexidina também apresentou valores de inibicdo satisfatérios.

Na literatura ndo ha uma classificacdo consensual sobre os valores de CIM.

Aligiannis et al. (2001) apresentaram a seguinte classificagéo: CIM até 0,5 mg/mL s&o
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inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL séo inibidores moderados; CIM acima
de 1,6 mg/mL s&o inibidores fracos. Enquanto Webster et al. (2008) propuseram um
valor de CIM satisfatorio entre 1000 ug/mL (1mg/mL) ou menos.

Além disso, em seu trabalho, Holetz et al. (2002) determinaram alguns
parametros referéncia para a atividade antimicrobiana de extratos vegetais. Foi
considerado que, se o extrato apresentar um CIM menor do que 100 pg/ml, apresenta
boa atividade antimicrobiana; de 100 a 500 pg/ml a atividade antimicrobiana é
considerada moderada; de 500 a 1000 pg/ml a atividade antimicrobiana € considerada
fraca; e acima de 1000 pug/ml é considerado que ndo ha atividade.

Sendo assim, ambas as formulacfes produzidas sédo consideradas inibidores
potentes do crescimento bacteriano de acordo com Aligiannis et al. (2001), e inibidores
satisfatérios de acordo com Webster et al. (2008). Em relagdo ao 6leo de buriti puro,
o valor de CIM determinado foi de 0,0763%, equivalente a 0,763 mg/mL. Sendo assim,
de acordo com Holetz et al. (2002), o 6leo de buriti possui um potencial de inibicao
considerado fraco. Em relacdo aos outros autores, para Aligiannis et al. (2001) o
potencial de inibicdo € considerado moderado, e para Webster et al. (2008) é
considerado satisfatorio.

E possivel observar que os resultados encontrados estdo de acordo com o que
€ descrito na literatura. Foram encontrados alguns relatos a respeito das propriedades
antimicrobianas dos extratos do buriti. Batista et al. (2011) analisou a atividade
antimicrobiana do 6leo de buriti em 5 bactérias diferentes, sendo o S. aureus uma
delas. Foi evidenciado que os patdgenos apresentaram sensibilidade ao 6leo de buriti,
sendo apresentado maior inibicdo nas bactérias gram-positivas.

Adicionalmente, Soares (2014) avaliou o potencial antimicrobiano de trés 6leos,
sendo um deles o de buriti, contra diferentes cepas, incluindo o S. aureus. Dentre os
Oleos testados, o 6leo de buriti foi 0 que apresentou melhor atividade antimicrobiana
contra 0s microrganismos e, principalmente, contra os gram-positivos. O CIM
encontrado para o S. aureus foi 0 menor dentre todos os patdgenos avaliados, sendo
assim o microrganismo que apresentou maior sensibilidade a acao do 6leo de buriti.

Além disso, ndo somente o 6leo de buriti possui propriedades antimicrobianas,
como também outros extratos dessa palmeira também foram avaliados em trabalhos
cientificos e apresentaram atividade contra diversas cepas, inclusive contra patdbgenos

gue apresentam algum mecanismo de resisténcia, como o Staphylococcus aureus
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resistente a meticilina (MRSA) (DE SIQUEIRA et al., 2014; KOOLEN et al., 2013).

8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que as formulacdes
produzidas ndo possuem efeito citotoxico frente as células queratindcitas humanas
testadas (HaCat), portanto, podem ser consideradas candidatas para testes clinicos.
Além disso, as formulacfes testadas, contendo ou nao clorexidina, apresentaram
resultados satisfatorios em relagdo aos testes de microdiluicdo para determinar o
potencial antimicrobiano, sendo consideradas inibidores do crescimento da cepa S.
aureus, um patogeno fortemente presente na microbiota da pele humana.

Portanto, as formulacfes elaboradas sdo promissores objetos de estudo para
o tratamento de infecbes cutaneas. Assim, novos testes em seres humanos deverao
ser executados para verificar se hé efeitos adversos, se a formulagé@o creme hidratante
apresenta caracteristicas desejadas para o seu uso, tais como a hidratacéo da pele e

preferéncia do consumidor pelo uso.
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