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RESUMO

Os desodorantes atuais produzidos em larga escala possuem ativos e aditivos
comprometedores a saude humana e do meio ambiente, além de seu potencial
alergénico. Sendo substancias que performam bem dentro de suas fungdes e que
possuem especificagcdes de faixa limite seguras de concentragcdes permitidas a
utilizacédo pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Entretanto, propor
formulagdes mais naturais e vegetalizadas faz-se necessario como uma alternativa
de substituicio para estes ativos/aditivos em busca do aprimoramento das
formulagdes convencionais. Foi desenvolvido 15 moldes de formulagdes
desodorantes naturais e prebidticas com diferentes concentra¢des dos trés ativos:
Hebeatol Plus® DEO, blend de 6leos essenciais (6leo essencial de Melaleuca, Cravo
e Hortela-Pimenta) e Bioecolia® afim de inibir as cepas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli. Afim de avaliar quais seriam os ativos
e suas concentragcdes ideias que resultasse em uma melhor performance. As
formulagbes foram testadas através da técnica in vitro de Concentracdo Minima
Inibitéria (CIM) e da Concentragdo Minima Bactericida (CBM) em placas de 96 pogos
afim de averiguar qual seria a melhor formulagao.

Revelou que praticamente todas as formulagdes, exceto a 99, teve bons
resultados de inibicdo de CIM e CBM. Porém dentro as 15 desenvolvidas, a
formulacdo 13 que contém 1% de Bioecolia, 0,35% de Hebeatol® plus DEO e 0,8%
do blend de O.E. (unido do oleo essencial de Melaleuca, 6leo essencial de Cravo e
6leo essencial de Hortela-pimenta) foi a mais eficaz e melhor desenvolvida.

Faz-se necessario, portanto, mais estudos in vitro e in vivo para investigar e
compreender melhor os mecanismos de acao dessas cepas que desregulam a
microbiota axilar frente a resposta das novas formulagdes naturais desenvolvidas para
completar os dados obtido junto com a literatura com o objetivo de contribuir para a

substituicdo dos cosmeéticos desodorizantes convencionais.

Palavras-chave: Prebiotico. Cosméticos naturais. Desodorante.



ABSTRACT

Current deodorants produced on a large scale have actives and additives that
compromise human health and the environment, in addition to their allergenic potential.
Being substances that perform well within their functions and that have safe limit range
specifications of concentrations allowed for use by ANVISA (National Health
Surveillance Agency). However, proposing more natural and vegetalized formulations
is necessary as a replacement alternative for these actives/additives in search of the
improvement of conventional formulations. 15 molds of natural and prebiotic deodorant
formulations were developed with different concentrations of the three actives:
Hebeatol Plus® DEO, a blend of essential oils (Essential Oil of Melaleuca, Clove and
Peppermint) and Bioecolia® in order to inhibit the strains Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis and Escherichia coli. In order to evaluate which would be
the assets and their ideal concentrations that would result in a better performance. The
formulations were tested using the in vitro technique of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) in 96-well plates
in order to determine which would be the best formulation.

It revealed that practically all formulations, except the 9th, had good results in
inhibiting MIC and CBM. However, out of the 15 developed, formulation 13, which
contains 1% Bioecolia, 0.35% Hebeatol® plus DEO and 0.8% O.E. (Union of
Melaleuca essential oil, Clove essential oil and Peppermint essential oil) was the most
effective and best developed.

Therefore, more in vitro and in vivo studies are needed to investigate and better
understand the mechanisms of action of strains that deregulate the axillary microbiota
in response to new natural formulations developed to complete the data obtained in
the literature in order to contribute to the replacement of conventional deodorant

cosmetics.

Keywords: Prebiotic. Natural cosmetics. Deodorant.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior consumidor de cosméticos do mundo, segundo o
Instituto de Pesquisas Euromonitor. Que publicou em 2006 que o mercado
movimentou em torno de US$ 18,2 bilhdes no Brasil, perdendo apenas para Estados
Unidos e Japao, respectivamente. (“Brasil € o quarto maior mercado de beleza e
cuidados pessoais do mundo — ABIHPEC”, [s.d.]) Os cosméticos sao produtos topicos
que além de terem a funcdo de embelezar e mascara determinadas caracteristicas,
estdo cada vez mais ganhando propriedades e ativos com o objetivo de cuidar e tratar
determinadas demandas do publico ao obter um olhar mais consciente e sustentaveis
para o meio ambiente e ao planeta. E com essa perspectiva um dos sub grupos que
mais tem crescidos nessa area € o mercado de produtos naturais e veganos
(FREDRICH; BARZANTNY, 2013).

O suor, diferentemente do que o senso comum acredita, € uma substancia
inodora liberada pelas glandulas sebaceas da pele (TROCCAZ et al., 2015).
Entretanto, esse suor ao ser “lisado” por determinadas bactérias presentes na axila,
proporcionam o mau cheiro. Devido as cepas que quebram proteinas e moléculas de
gorduras do suor para produzirem metabolitos indexaveis, como o acido isovalérico e
androsterona. Nesse sentido os desodorantes atuam tentando camuflar os odores
com fragrancias e inibir tais cepas maléficas (FREDRICH; BARZANTNY, 2013).

Entretanto, a grande quantidade de componentes sintéticos alergénico,
inseridos nas formulagcdes desodorantes sdao um alerta para a saude desses
consumidores. Visto que, a maioria dos produtos utilizados mundialmente fazem uso
de ativos que possuem evidéncias comprometedores a saude humana e do meio
ambiente. PARENTE et al., MACIEL, 2016, SCHWENSEN et al.,, 2015). Sendo
substancias que performam bem dentro de suas fungdes e que possuem
especificacoes de faixa limite seguras de concentragcdes permitidas a utilizagao pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Porém, propor formulacbes mais
naturais e vegetalizadas faz-se necessario como uma alternativa de substituicdo para
estes ativos/aditivos em busca do aprimoramento das formulagcées convencionais.

Portanto, este presente estudo visa desenvolver, avaliar e propor novas
possibilidades de formulacdes desodorizantes sustentaveis com ativos naturais como
de oleos essenciais, substancias antibacterianas e ativos que possuem a funcao de
equilibrar e cuidar da microbiota benéfica axilar. Através de analise microbiolégica,



16

afim de avaliar a concentragdo minima inibitoria e a concentragdo bactericida minima

das novas formulagoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver formulagao cosméticas naturais potentes ao produzirem acao
desodorizante, ao diminuirem as bactérias axilares produtoras de metabdlitos que

propiciam odores desagradaveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Revisar conceitos, classificagdes e tendéncias do mercado de cosméticos
desodorantes;

o Revisar a literatura recente sobre a tendéncia inovadora na aplicagao dos ativos
prebidticas, probidtico e pos-bidtico nas formulagdes tdpicas.

o Entender quais sdo os componentes ativos sintéticos utilizados nos cosméticos
convencionais e as novas alternativas de utilizagdo com os ativos naturais;

o Obter 15 modelos de formulagdes cosméticas naturais (protipos) em diferentes
concentragbes utilizando com 3 ativos de acao desodorizante: Bioecolia
(prebidtico), Hebeatol® plus DEO e o blend de O.E. (unido do éleo essencial de
Melaleuca, 6leo essencial de Cravo e 6leo essencial de Hortela-pimenta).

o Avaliar a eficacia in vitro das formulag¢des através do ensaio microbiolégico de
CIM (Concentracdo minima inibitoria) frente as cepas: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli.

o Avaliar a eficacia in vitro das formulacées através do ensaio microbiolégico CBM
(concentracdao bactericida minima) frente as cepas: Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 AMICROBIOTA DA PELE

A pele, o maior 6rgado do ser humano, € responsavel por ser a nossa principal
barreira contra a perda de agua e o acometimento de patdégenos. Sua fungéo é de
extrema importancia ao proteger de substancias desconhecidas concebendo inter-
relacdo a sinalizagdo da nossa imunidade inata, adaptativo e além da degradacéo de
produtos naturais. (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018; GRICE; SEGRE, 2011) Ela é
colonizada por comunidades imensas de microrganismos (Figura 1), entre eles:
bactérias, fungos, artrépodes e virus. Que vivem em diferentes relagées com o tecido
do hospedeiro. (SCHOMMER; GALLO, 2013a).

Figura 1 - Esquema da histologia da pele vista em corte

transversal com microrganismos e apéndices da pele.
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Fonte: (GRICE; SEGRE, 2011).

Constituindo dois conjuntos, micrébio-hospedeiro e micrébio-micrébios. Os
microrganismos ao relacionarem-se ecologicamente com o humano pode resultar em
respostas positivas, negativas ou nenhuma resposta. Dentre elas é possivel citar as
interacdes de mutualismo (Figura 2A) que ocorre quando ambas as espécies

envolvidas coexistem em harmonia ao se associarem e beneficiarem com essa
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alianca. O comensalismo (Figura 2B) corresponde a situagdo em que uma unica
espécie se beneficia, porém as demais espécies nao sofrem prejuizos. J& o
parasitismo (Figura 2C) € uma relacdo desarménica onde um ser comporta-se como
parasita e o outro como hospedeiro, sendo necessario a vida deste ultimo para a
sobrevivéncia do parasita. H4 o animalismo (Figura 2D) onde uma espécie inibe
desenvolvimento ou a reproducdo da outra. O ultimo € a relagdo ecoldgica de
competicdo (Figura 2E) onde microrganismos da mesma espécie ou de espécies
diferentes disputam algo (SCHOMMER; GALLO, 2013b).

Figura 2 - Dindmica das interagdes microbianas na superficie da pele.
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Fonte: (SCHOMMER; GALLO, 2013b).

O segundo conjunto de relagao, entre microrganismos entre si em um mesmo
espaco ocorre através de balancos ainda nao totalmente descritos pela ciéncia, em
que os resultados apontam para influéncias ambientais, genéticas e caracteristicas
proprias do hospedeiro. (DRENO et al., 2016; SCHOMMER; GALLO, 2013a).

A mutualidade ou competicdo entre si, conferem homeostasia entre os
microrganismos comensais e as cepas causadores de doencas. Enquanto os
microrganismos comensais presentes estimulam a integridade da epiderme e seu bom
funcionamento, a proliferacdo exacerbada de especificos micrdébios que eram
habituais da microflora ou a lesdo dessa barreira propicia 0 avanco de doencas
dérmicas e/ou sistémicas. Determinando a importancia de cada vez mais termos
mecanismos que expliquem as causas que interferem na proporcao desses seres na
pele.(GRICE; SEGRE, 2011)
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3.1.1 Diversidade da microbiota pelo corpo

A pele é constituida por duas camadas (epiderme e derme) além de foliculos
pilosos, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas (écrinas e apdocrinas) e anexos.
Constituida por invaginagoes e rugas o que leva a ter relevos inconstantes e diversos.
(SCHOMMER; GALLO, 2013c).

Sendo uma estrutura majoritariamente fria, com pH baixo e com pouca agua.
(GRICE; SEGRE, 2011; SCHOMMER; GALLO, 2013a) Entretanto, cada sub-regiao
da pele apresenta nichos distintos para diferentes microrganismos dependendo das
caracteristicas fisiologicas da area. Sendo possivel identifica-las através da técnica
de filotipagem (método metagenémico) do gene 16S RNA ribossémico (rRNA) para
identificacdo de bactérias e usado a regidao do espacgador transcrito interno 1 (ITS1)
do gene ribossdmico eucariotico para fungos.(BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).
Segundo Schommer N. e Gallo R. (2013, p. 2):

Sabe-se que pelo menos dezenove filos fazem parte do microbioma da pele
bacteriana. Os principais exemplos sao Actinobacteria (51,8%), Firmicutes
(24,4%), Proteobacteria (16,5%) e Bacteroidetes (6,3%). A maioria dos
géneros identificados sao

Corynebacterium , Propionibacterium and Staphylococus.

Ao classificar a pele é possivel delimita-las em regides oleosas (sebaceas),
umidas e em secas e aferir em certo grau a especificidade de determinadas
comunidades biolégicas ao longo da pele. Como é o caso das espécies de
Propionibacterium spp. e espécies de Staphylococcus que possuem afinidade a
nichos oleosos. Os sitios sebaceos compreende a testa (com seis filotipos), a prega
retroauricular (atras da orelha) (15 filotipos ), o dorso (17 filotipos ) e a prega alar (lado
da narina) (18 filotipos). (GRICE; SEGRE, 2011; SCHOMMER; GALLO, 2013b).

Nos locais que possuem umidade, que sao areas que possuem dobras como
axilas e proxima a regido intima encontra-se espécies de Corynebacterium spp.

predominam, embora espécies de Staphylococcus também fagcam parte.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schommer%20NN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24238601

Regibdes secas*

P. acne
C. tuberculostearicum
S. mitis
S. oralis
S. pseudopneumoniae
S. sanguinis
M. luteus
S. epidermidis
S. capitis
V. parvula

M. restricta
M. globose
A.tubingensis
C. parapsilosis
Z. tritici
M. sympodialis
E. floccosum
P. parkeae
N.nana
P. kessleri
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Quadro 1 - Diversidade da microbiota epitelial corporal.

Regibdes Umidas

C. tuberculostearicum

S. hominis
P. acnes
S. epidermidis
S. capitis
C. fastidiosum
C. afermentans
M. luteus
E. aerosaccus
C.simulans

Regibes oleosas

Bactérias

P. acnes
S. epidermidis
C. tuberculostearicum
S. capitis
C. simulans
S. mitis
S. hominis
C. aurimucosum
C. kroppenstedtii
C.amycolatum

Eucariontes

M. globosa
M. restricta
T. walkeri

M. sympodialis

P. parkeae
P. kessleri
A. tubingensis
Z. tritici
N. olivacea
C. paradoxa

M. restricta
M. globose
M. sympodialis
A.lagunensis
T. walker
P. provasolii
G. tenuistipitata
P. parkeae
P. kessleri
L. majoris

pé

C. tuberculostearicum
S. hominis
S. warneri
S. epidermidis
S. capitis
S. haemolyticus
M.luteus
C. afermentans
C.simulans
C.resistens

M. restricta
T. rubrum
M. globose
P. parkeae
T.mentagrophytes
P.kessleri
A. tubingensis
Z.tritici
G. tenuistipitata
N.olivacea

Fonte: Adaptada e traduzida do (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

As regides que possuem alta umidade (Quadro 1) incluem a abdébada axilar, o

umbigo (umbigo), a prega inguinal (do lado da virilha), a sola do pé, a prega glutea

(parte superior da prega entre as nadegas), a fossa poplitea (atras do joelho) e a fossa
antecubital (cotovelo interno). (GRICE; SEGRE, 2011; SCHOMMER; GALLO, 2013b).

Ja em locais secos, diferente de locais oleosos que apresentam uma pequena

diversidade de cepas,

nessas

regides vivem os mais diferentes tipos de

microorganismo, sendo bastante rico em microflora contendo os filos Proteobacteria,

Firmicutes, Actinobacteria, e Bacteriodetes como bactérias comensais. Os nichos

mais secos incluem as nadegas, maos e antebraco. Apresentando uma area ainda

maior de microrganismo que a boca e o intestino de um humano. (GRICE; SEGRE,
2011; SCHOMMER; GALLO, 2013b).
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Em relacdo as comunidades fungicas s&o encontrados o
género Malassezia em sua maioria nas partes centrais do corpo e do brago e nos pés
ha um misto de fungos de diversas espécies dos géneros Malassezia spp.,
Rhodotorula spp., Epicoccum spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp., € outros,
possuindo uma menor quantidade em comparacdo com a riqueza presente das
bactérias. Entretanto, existe mais genomas de referéncia identificado das bactérias do
que dos fungos, o que pode explicar a diminuicdo na identificagdo real de sua
quantidade. (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

3.1.2 Microbiota e doengas

A cooperacgao entre microbiota e hospedeiro € bem vantajosa, pela capacidade
do tecido epitelial possuir receptores Toll-Like (TLR) que sao proteinas
transmembranares responsaveis pela deteccdo e autenticagcdo de patdgenos, além
da geracgao de sinais que iram produzir proteinas e citocinas pro-inflamatdrias que
daram inicio as respostas imunes inata. Os estimulos desses receptores iram produzir
padrdoes diferentes de expressdes génicas desencadeando diversas respostas
imunes. Visto que, em humanos existe dez tipos de proteinas Toll, indo do TLR1 ao
TLR10, cada qual com sua fungao. Inicialmente essa resposta foi intimamente ligadas
a acgoOes pro-inflamatérias para combater os microorganismos patoldgicos que
propiciavam a inflamacao (FERRAZ et al., 2011). Os autores Schommer N. e Gallo R.

(2013, p. 4), afirmam que :

Foi demonstrado que a bactéria comensal S. epidermidis modula a
inflamacao dependente de TLR3 ao iniciar um mecanismo de cross-talk
mediado por TLR2 para suprimir a inflamagao. Essa bactéria também induz
0s queratindcitos a expressarem peptideos antimicrobianos enddgenos
(AMP) por meio de um mecanismo dependente de TLR2. Além disso, S.
epidermidis foi descrito como tendo uma fungdo auténoma no controle e
ajuste das fungdes dos linfocitos T residentes.

Ao comparar a produgdo de moléculas inflamatérias por células T de
camundongos livres de germe (GF) e camundongos livres de patégenos
especificos (SPF), descobriu-se que células T de camundongos GF
produzem niveis mais baixos de moléculas inflamatérias, como interferon-y
(IFN-y ) e interleucina-17A (IL-17A). A monoassociacdo da pele de
camundongos GF com apenas uma bactéria, ou seja, S. epidermidis, foi
suficiente para restabelecer a producao de IL-17A pelas células T na pele,
mas nao no intestino. Curiosamente, esta bactéria da pele também permite
uma resposta Th1 protetora apds a infeccao cutdnea com o protozoario
parasita Leishmania major., ja que apenas camundongos GF colonizados
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com S. epidermidis sdo capazes de montar uma resposta imune adequada
contra o parasita.

Ou seja, nosso ecossistema epitelial comensal produz uma cadeia de
mecanismos que nos protege, fortalecendo nossa imunidade. Controlando e ativando
etapas importantes no controle da inflamacdo. O exemplo experimental deixa claro a
necessidade de termos uma microbiota diversa e rica, que sobresai a hecessidade de
ter uma microbiota sem patdgenos. Ja que ela torna-se mais resiliente. Logo que, a
insercdo de uma unica bactéria comensal a esse ambiente sem germes ja auxilia
restabelescendo a prote¢do daquele tecido.

Portanto, a disbiose que € a interrupcdo da composicdo habitual dos
microorganismo afeta diretamente a forma como a pele realiza crosstalk do patégeno,
podendo desencadear doengas sérias ao hospedeiro.

Sendo importante levar em consideracao fatores que podem desestabilizar
esse equilibrio, como: uso de medicamentos, o estilo de vida, o uso de cosméticos, a
sua faixa etaria, seu sexo que interfere na composi¢cdo macrobidtica daquele individuo,
diferencas fisioldgicas e anatdmicas da regiao epitelial por destacar o pH de contato,
a quantidade de suor, a liberagdo de horménios, taxa de crescimento capilar e
espessura e comprimento da regido. Necessitando um olhar mais acurado para esses
detalhes cruciais para o bom funcionamento da pele. (SCHOMMER; GALLO, 2013b)

3.1.3 Regiao Axilar

Diferente de outras areas do corpo, as axilas possuem foliculos pilosos com
glandulas sebaceas e uma alta densidade de glandulas sudoriparas, o que a torna um
habitat unico e bastante ocluido. Abrigando uma gama de colénias de bactérias por
possuir uma grande diversidade de nutrientes disponiveis. Que corresponde a
aproximadamente 106 células bacterianas por cm?.

As glandulas existentes, se dividem em glandulas enddcrinas que eliminam sua
secrecao diretamente nos vasos sanguineos e as exocrinas que liberam em
superficies livres e apresentam ductos por onde essas substancias sao eliminadas.

Sendo assim, as glandulas sebaceas e sudoriparas sao classificadas como exdcrinas.
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Figura 3 - Glandulas exdcrinas: apdcrina e écrina.
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Fonte: (“Vista do Cremes desodorantes e antitranspirantes: excipientes, ensaios de controle de
qualidade e tecnologias de producao”, (2020) [s.d.]).

As glandulas sudoriparas em sua maioria, sdo do tipo tubulo-enovelada e
liberam apenas sua secrecdo, suor, sem perder nenhuma parte do citoplasma
(glandula merdcrina ou écrinas). A forma de liberagao das écrinas é diretamente sobre
a pele. Nas regides axilares e pubianas, ocorre eliminagao de secre¢cao com perda do
citoplasma, além de serem de tamanho maior conhecidas como glandulas apdcrinas,
elas liberam sua secrecéo através dos foliculos pilosos.

Sendo assim, o suor produzido pelas glandulas sudoriparas écrinas € diluido,
mas nas glandulas apécrinas, apresenta-se mais viscoso. A écrina € uma secre¢ao
inodora que é constituida por além de agua, sodio, cloreto, potassio, ureia, acido urico
e amoénia. Além das glandulas odoriferas, que contribuem para a alta densidade de
nutrientes e sdo altamente caracteristicas para as axilas de humanos adultos. Eles
produzem secrecoes semi-viscosas que contém feromdnios e outros compostos semi-
quimicos. Secretam um fluido leitoso inodoro consistindo de eletrolitos, esteroides,
proteinas, vitaminas e uma variedade de compostos lipidicos.

Embora o suor humano seja inodoro, acredita-se que o crescimento bacteriano
principalmente das bactérias S. epidermides, Corynebacterium spp, S. aureus e E. coli
e a decomposicao de precursores de odor especificos déem origem ao odor corporal
em humanos (TROCCAZ et al., 2015).
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3.1.3.1 Staphylococus aureus

Bactéria Gram-postitiva da familia Micrococcaceae, possui morfologia
arredondadas, unidas em cachos imoveis caracterizados como “cocos” e é coagulase
positiva. Crescem a temperaturas entre 7 e 46°C e possui a melhor temperatura de
crescimento entre 35 e 37°C com pH ideal para crescimento em torno de 6,0 e 7,0. E
frequentemente encontrada na pele principalmente na axila e nas mucosas de
individuos saudaveis. Entretanto sdo bactérias oportunistas causadoras de infecgbes
simples  (acnes, furunculos e  celulites) até infeccbes graves
(pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico, sepse e outras)
dependendo do estado e do modo de contaminacdo do paciente (GARCIA-LARA;
MASALHA; FOSTER, 2005).

Figura 4 - Micrografia eletrdnica de varredura de Staphylococus aureus, cor falsa adicionada.

Atcle Spot Magn Det WB!J.‘_m‘l

G0KVA1.0 20000x4SE f83

Fonte: Janice Haney Carr; CDC/Segrid McAllister, 2009.

3.1.3.2 Staphylococus epidermides

E uma bactéria Gram-positiva, coagulase negativa, da mesma familia da S.
aureus. Colonizam pele e mucosas saudaveis tendo preferéncia principalmente a
regides umidas como axilas. Suas colénias tém diametro entre 1 e 8 mm depois de 72
horas de incubacao. Nao apresenta pigmentacédo nas suas coldnias e é caracterizada
como cocos (coloracdao azul/arroxeada). Esta associada a contaminacbes de
instrumentos médicos e hospitalares, agindo de maneira oportunista dependendo a
saude do paciente. Para sua identificacdo sdo necessarios 7 testes envolvendo teste


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pneumonia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Meningite
https://pt.wikipedia.org/wiki/Endocardite
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_do_choque_t%C3%B3xico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sepse
https://en.wikipedia.org/wiki/False_color
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de sacarose, trealose, fermentacao xilosa, maltose e manitol, crescimento anaerdbico
em tioglicolato e a produg¢édo de hemolisina (BROWN; HORSWILL, 2020).

Figura 5 - Micrografia Eletronica de Varredura de Staphylococcus epidermidis.

Fonte: Janice Carr, CDC/Segrid McAllister, 2006.

3.1.3.3 Escherichia coli

E uma bactéria Gram-negativa bacilar da familia Enterobacteriaceae, sao
aerobias e anaerobicas facultativas e possuem varios flagelos ao redor de sua célula.
Possui a propriedade de ser uma das raras bactérias que sdo capazes de produzir
todos os seus componentes a partir de compostos basicos. Sendo lactase positiva e
seu habitat natural € no lumen intestinal de animais de sangue quente. Sendo uma
bactéria encontrada na microbiota comum, mas que possui uma tendéncia a se
comportar como oportunista (PITOL; KOHN; JULIAN, 2020).

Figura 6 - Micrografia Eletrdnica de Varredura de E.coli.
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Fonte: Imagem de dominio publico.
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3.2 PREBIOTICOS, PROBIOTICOS E POSBIOTICOS
3.2.1 Definicdo

O termo probiotico tem sua definicdo internacionalmente aceita como
microorganismos Vivos, que ao serem administrados no hospedeiro em quantidades
seguras, produzem vantagens a saude desse individuo (MARTA; SAAD; SAAD, [s.d.];
FAO /WHO, 2001; OMS).

Os prebidticos correspondem a substancias, normalmente carboidratos quando
a microbiota em questao € a pele, que contribuem estimulando seletivamente a
atividade dos micrébios comensais. Ou seja, agem como fontes de alimentos e
energia para as comunidades que ali vivem, que ao serem “nutridas” iram trazer
beneficios a esse tecido (LARA et al., 2015).

Ja o que confere o conceito de pds-biotico, foi atraves da observagao dos
pesquisadores que visualizaram que os efeitos benéficos da microbiota sdo mediados
pela liberacdo de varios metabdlitos. Ou seja, por mais que definicdo de pds-biotico
ainda nao esteja completamente definida, entende-se como os bioprodutos que sao

formados da acao beneficas dos microbios.

Figura 7 - Alicerces da microbiota e os fatores que a influenciam.
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Fonte: A Autora (2022).

3.2.2 Possibilidades terapéuticas

O estudo dos probioticos comecou tendo como foco principal a regido do TGl

(trato gastrointestinal) e seu ecossistema, ja que a microbiota intestinal € a mais
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abundante e exerce papel essencial em diversas reagées metabolicas que envolvem
o alimento e o bom funcionamento do organismo como um todo. Incluindo, melhor
digestdo, diminuicdo do crescimento de patogenos, estimulacdo do sistema
imunologico e a integridade da barreira do TGI. Tais efeitos possitivos, inclusive
podem ser conferidos em orgaos fora do TGlI, haja vista, que ha a distribuicdo
sistémica de células e susbtancias oriundas dessas interelagdes (ZOLKIEWICZ et al.,
2020a).

Com esse enfoque ao passar dos séculos ja foram desenvolvido varias formas
farmacéuticas com esse moduladores (prebioticos e/ou probioticos e/ou pdsbioticos)
como alternativas terapéuticas. Como € o caso dos probioticos ingeridos Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei e Lactobacillus bulgaricus que revelaram diminuir os
sintomas de acne ao inibir a produc¢éo de citocinas pro-inflamatorias (Chiba et al.,2010;
Chon et al., 2010; Paszti-Gere et al., 2012), que atuam como mediadores para o inicio
das lesdes de acne (Zouboulis et al., 2005). Ha estudos também no tratamento de
dermatite atdpica, dermatite seborreica, psorise e caspa (AL-GHAZZEWI; TESTER,
2014).

Nas formulagoes cosméticas, a insercao de prebidticos e pos bioticos topicos
vem sendo cogitado como uma das maiores tendencias da biotecnologia, com
prospencdes futuras de influenciar fortemente o mercado. Essa elevacéo na protecao
das defesas naturais dessas prepacodes tépicas sao explicadas devido a capacidade
desses ativos exercerem competicdo com os patdgenos, fixacdo na mucosa e pela
sintese de metabdlitos (posbioticos) como bactoriocinas (AL-GHAZZEWI; TESTER,
2014; ZOLKIEWICZ et al., 2020b).

Onde os prebidticos normalmente sao carboidratos que irdo estimular a
atividade dos organismos comensais. Alguns dos carboidratos ja identificados como
prebidticos funcionais sdo por exemplo: glucomanano konjac no tratamento de acne
vulgar, frutooligossacarideos capazes de promover a saude da pele de maneiras
unicas, principalemnte os glucomananos que ha ensaios que citam a propiedades de
dar brilho ao tecido dérmico (Al-Ghazzewi e Tester, 2010; Bateni et al., 2013).

Além disso os resultados positivos encontrados no tratamento de eczema
atopica e dermatite atopica utilizam aplicagdes de Vitreoscilla filiformis, onde os
pesquisadores acreditam estar relacionado a reducao de S. aureus, melhorando a
resposta imunologica (Guéniche et al., 2008c).
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No entanto, a insercdo desses ativos nos cosmeéticos necessita ser melhor
compreendida na pesquisa e no desenvolvimento de produtos (P&D), ja que sao
prepacdes que possuem outros ativos e componentes incorporadas em diferentes
fases, como oleosas, alcolicas, aquosas dependentes de faixas pré-estabelecidas de
pH e afins. Com isso, ha o desafio de produzir produtos de exelente estabilidades para
propiciar o uso seguro, eficaz e prolongado dessas formulag¢des aos clientes/pacientes
(AL-GHAZZEWI; TESTER, 2014).

Os prebioticos estimulam o crescimento de probidticos e de bactérias
residentes na pele que sao benéficas daquele tecido e induzem a defesa natural ao

estimular mecanismos para inibir os patdgenos.

Figura 8 - Os prebidticos e 0 mecanismo de agao contra os patdgenos.
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Fonte: Adaptado e traduzido do (AL-GHAZZEWI; TESTER, 2014).

3.2.3 Aplicagdes em cosméticos

Com os avancos das descobertas sobre a microbiota da pele, vem crescendo
o interesse comercial das grandes industrias cosméticas em investirem na producéao
de novos produtos utilizando essa biotecnologia. A empresa pioneira no estudo sobre
a microbiota humana no tratamento de patologia inflamatérias na pele € a norte-
americana AOBiome dona da marca de cosmético Mother Dirt (Figura 6A). Que

desenvolveu o “biome-friendly” que utiliza as bactérias oxidantes de amoénia
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(Ammonia-Oxidizing Bacteria - AOB) para estimular luminosidade e hidratacdo da

pele. (“Cosmetics Online Brasil”, [s.d.]).

Figura 9 - Cosméticos do mercado. A - Kit inicial de probiéticos do Peacekeeper; B - Redness

Solutions; C - Geénifi; D - Mascara Detox de Carvao.

wolv 1%

B8 PRIMER

Fonte: (“Cosmetics Online Brasil”, [s.d.])

Outro produto langcado pela mesma empresa foi a AO+ Restorative Mist, linha
inovadora que utilizou probioticos vivos e ativos para tratar bactérias patégenas
causadoras de manchas, proporcionando um deslumbrante a pele, deixando a mais
bonita e saudavel. Seu ativo usa mecanismo que interage com o suor secretado para
sintetizar a partir dele dois compostos maravilhosos que estimula o equilibrio do
tecido, conhecidos como nitrito e 6xido nitrico.(“Cosmetics Online Brasil”, [s.d.])

Anos depois, em 2016, a marca Clinique fundada em 1968 pela empresaria
Evelyn Lauder lancou o Redness Solutions Daily Relief Cream (Figura 6B), que € um
creme verde claro que nado contém 6leo, com textura leve para o dia a dia com a
tecnologia probidtica para acalmar a pele irritada e avermelhada causada por
rosaceas e outras inflamacgoes.

No Brasil o primeiro produto, chegou em 2009 o sérum Génifi Advanced (Figura

6C), da Lancéme, que foi reformulado em 2019. O cosmético conta com fracdes de 3
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prebidticos e 4 probidticos para reequilibrar a ecologia bioldgica da pele e torna-la
mais firme. Com textura suave, refrescante e agradavel ao toque.

Outras marcas brasileiras também ja estrearam seus produtos como é o exemplo da
Natura que langou o Primer Facial Neutralizador de Tons que utiliza prebidticos, a
linha de cuidado facial da Vult (Figura 6D), marca do Grupo Boticario que na etapa de
tratamento possui o Sérum Anti-ldade Preenchedor Acido Hialurdnico Puro com
probidtico, a “Quem Disse, Berenice?”, que integra parte do grupo Boticario com a
Bruma Facial Protetora langado em fevereiro de 2021. Além do Hidradefense
Solution da Adcos, o Bio-Performance LiftDynamic Cream da Shiseido e entre outras

empresas que estao cada vez mais investindo nesse segmento.

3.3 DESODORANTE E ATIVOS ANTIBACTERIANOS

3.3.1 Definicao

O desodorante € um cosmético que tem como objetivo eliminar o mal cheiro
proveniente pelos metabolitos excretados e produzidos pelas bactérias das axilas,
como proteinas e lipideos, sem interromper a transpiragao natural. Logo que, o suor
que é inodoro possui uma fungao primordial de termorregulacéo corporea e eliminagao
de toxinas (NASCIMENTO et al., 2004; FONSECA; PRISTA, 2008).

3.3.2 Componentes odorizantes e seus precursores

Com a pressao comercial e os avangos da ciéncia, a industria esta cada vez
mais empenhada em desenvolver produtos mais capacitados e eficientes para
solucionar os problemas alvos de seus consumidores. O que impulsiona, cada vez
mais, estudos que buscam uma compreensao mais aprofundada da fisiologia corporal,
de seus mecanismos metabdlicos corporais e da acdo correspondente que as
bactérias da microbiota axilar possuem ao produzir esses odores. Sendo assim, a
composicao do odor corporal e a necessidade de identificacdo destes compostos vem
sendo fortemente investigada na intencao de produzir cosméticos desodorantes mais

potentes.
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Dentre os compostos, incluem: os sulfanilalcandis, derivados de esterdides e
acidos graxos volateis de cadeia curta, cuja combinagdo e proporgbes sao
responsaveis por determinar a intensidade do odor axilar humano.

O fator mais impactante é a derivagdo de compostos volateis de enxofre, que
demonstram um baixo limiar olfativo e sdo responsaveis por um odor semelhante ao
de cebola. Como a 3-metil-3-sulfani-hexan-1-ol e seu derivado 3-sulfanilhexan-1-ol
(Figura 7A). Que sao secretados como estruturas precursoras conjugadas com
glicina-cisteina pela glandula sudoripara apécrinas e a medida que s&o clivadas por
enzimas especificas das bactérias, os precursores sdo degradados e a substancia
liberada no meio pelas Corynebacterium spp. e a Staphylococcus spp.

Além dela a enzima Na-acilglutamina aminoacilase (AgaA) esta presente na
liberacdo de uma ampla variedade de acidos graxos volateis (Figura 7B) de cadeia
curta, média e ramificada na axila humana entre os Corynebacterium spp formando o
composto acido 3-metil-2-hexenoico (3M2H) que evapora apos liberar um residuo de
glutamina pela AgaA.

Outra via é atrdves dos esteroides odoriferos, androstenol e androstenona
(Figura 7C) por bactérias da epiderme que sdo comumente associados a um odor
préximo ao da urina e mais almiscarados. Entretanto, ndo é possivel ainda elucidar
mais detalhes visto que, essa transformacao envolva varias fungdes enzimaticas
complexas e possui interacao de varios tipos de bactérias Corynebacterium spp.
Uma via adicional é a degradacéo dos lipidios da pele em acidos graxos volateis
(Figura 7D) por diversas Corinebactérias catabolizadoras de lipidios, que ao
degradarem incompletamente fortalecem a hipétese de que intermediarios e produtos
finais da via de b-oxidac&o contribuam para a formacéao do odor axilar através da acéo
de varias atividades enzimaticas.

Todavia, o acido isovalérico (Figura 7D) responsavel por produzir odor
desagradavel e acredita-se atualmente que se origina principalmente da
biotransformacao da leucina por espécies estafilocécicas, e ndo da via de b-oxidacao.
Por ultimo, existe a possibilidade do glicerol e do acido latico presente em abundacia
na pele liberar triglicérideos por acado de enzimas bacterianas. A espécie estafilocécia
e as propionibacérias formam acido carboxilicos, entre eles o acido propidnico e o
acido acético, que ao serem evaporados (Figura 7E) contribuem para a formacao do
odor axilar. O piruvato é o intermediario da reacéo, o que dificulta o controle dessa
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sintese tendo em vista as inumeras vias que interagem com o piruvato no organismo

Figura 10 - Compostos odoriferos. BCCA: aminoacidos de cadeia ramificada.
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3.3.3 Mudangas no mercado: Ativos convencionais e o Green Beauty

As exigéncias crescentes dos consumidores, as mudangas climaticas e a
pandemia do Covid-19, influenciaram o mercado ao trazer uma nova perspectiva a
criacdo de novos produtos considerados “verdes”’. Que contenham em sua
Formulagéao ingredientes ativos derivados de plantas e minerais diferente dos ativos
reproduzidos sinteticamente em laboratérios. Visto que, o consumidor com um maior
acesso a internet e a informacgdes sobre as origens dos ingredientes, passaram a se
preocupar mais sobres seus beneficios a saude e sobre o impacto socioambiental dos
processos de produgao dos produtos que adquirem. Vem impulsionando a busca por
um estilo de vida mais natural, sustentavel e ecolégico. O que agrega diversas
oportunidades de crescimento para novas formulagoes, beneficios e posicionamento
dos produtos de beleza.

Ja ha estudos cientificos que associam alguns ingredientes cosméticos
convencionais com algumas doencas (Quadro 2) (PARENTE et al., MACIEL, 2016,
SCHWENSEN et al., 2015). Entretanto a ANVISA permite o uso de tais substancias
através de indicacbes de concentragdes maxima de uso permitida (Portaria n? 3.011,
de 12 de Dezembro de 2009 e Resolucao de Diretoria Colegiada - RDC n? 529, de 4
de Agosto de 2021), visto que sédo substancias seguras e nao apresentam estudos
conclusivos que evidenciam a resposta toxica em pequenas concentragées. No
entanto, buscar novas opg¢oes de ativos como meio de possuir outras possibilidade de

matérias primas € interessante.

Quadro 2 - Ativos e aditivos convencionais sintéticos.

Ativos sintéticos | Caracteristicas Fonte

O Triclosan é um produto com efeito antibacteriano utilizado | DANN;
principalmente em desodorantes, mas esta presente também | HONTELA,

em xampus, sabado e afins. Porém é um composto com | (2011).

Triclosan

evidéncias de ser disruptor endocrino, carcinogénico,

genotoxico, afeta o sistema reprodutivo e prejudica

drasticamente a vida marinha.

E um sal antitranspirante, que evita a perda de agua (suor) | DARBRE,
Cloridrato de devido a criagdo de uma barreira na pele, deixando a pele | (2016);
aluminio bem sequinha. Porém, diversos estudos confirmam que seu | GIORGETTI et

uso esta ligado a formacgao de cistos mamarios, a canceres e | al., (2020);
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Ativos sintéticos

Caracteristicas

Fonte

a doenga do Alzheimer sendo extremamente toxico. Devido
ao seu peso molecular ser baixo e consequentemente ele

conseguir permear a corrente sanguinea.

SOUZA;
GERMANO;
MALUF,
(2014); STHAL
etal., (2017).

Parabenos

Utilizado como agente antimicrobiano em Formulagédo
cosméticas, contribuindo com a conservagédo da Formulagéo.
Em que varios artigos da literatura constatam a sua
capacidade de alterar o sistema endocrino, como por
exemplo o artigo (ROCHA et al. 2018) em que foi evidenciado
resquicios de parabeno em amostras de urina de varias
criancas de diferentes paises do mundo que consumiram

produtos com essa matéria prima.

KABIR et al.,
(2015);
PEINADO et
al., (2021);
NOWAK et al.,
(2018);
RATTAN et al.,
(2018); WANG
et al., (2020);
ROCHA et al.
(2018).

Lauril sulfato de

sodio

Agente surfactante utilizados em produtos para os cabelos,
sabonetes faciais e pasta de dentes sdo conhecidos pelos
pesquisadores por possuir efeitos adversos de aumentar a
oleosidade da pele, desidratar a pele, descamacao e de
remocdo da camada protetora da pele deixando a fraca e
seca. Ao ser classificada como um ativo alergénico, irritante
e bastante agressivo além do fato de conter concentragdes
de dioxano que é danoso para o ser humano.

(ASONYE et
al.,  (2015);
BASKETTER et
al,  (1998);
CSERHATI;
FORGACS,
OROS, (2002);
DI NARDO et
al.,  (1996);
LOFFLER;
HAPPLE,
(2003);
NEPALIA et al.,
(2017).

Metilisotiazolinona
(MIT)

Conservante, soélido branco de alta solubilidade com agua e
amplo espectro de agdo que causa um grande potencial

alergénico.

BURNETT et
al., (2019);
SCHWENSEN
et al,, (2015).

Petrolatos

Subprodutos do refino do petréleo utilizados com a fungéo de
promover um filme hidrofébico na pele evitando a perda de
agua e protegendo fisicamente contra microrganismos de

penetrarem na pele. Ao serem refinados corretamente nao

DAVIS-
SIVASOTHY,

(2011). PRATT
et al, (2011),
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Ativos sintéticos | Caracteristicas Fonte

causam nenhum dano a saude, porém é constante o refino | WANG et al,,
ser incompleto e essa substéncia contaminar-se com | (2019).

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos 9PAHs) que por
serem lipofilicos acabam depositando no tecido adiposo e

propiciando canceres

Sé&o aplicados em cosméticos com o intuito de facilitar a | LLOMPART et
aplicacdo dos produtos, além de dar brilho nas formulagoes, | al., (2013);
Ftalatos aumentar a viscosidade e ajudar na fixagdo de esséncias. | SCARANO et
Seu uso deve ser evitado devido ao seu poder de alterar o | al., (2019);
sistema enddcrino e ser um possivel carcinbgenos ao | MELNICK,

propiciar processos que envolvem a neoplasia. (2001).

Fonte: A Autora (2022).

Sendo assim, releva-se o interesse dos consumidores por produtos organicos
e éticos, que para a Euromonitor Internacional, uma empresa de pesquisa de Londres,
intitulou-se o conceito a esse estilo de vida e de beleza com o termo “green beauty”.
Para definir o conceito, fabricantes e consumidores que utilizam uma combinacao de
trés abordagens: certificacdo, ingredientes mais saudaveis e posicionamento ético
para adaptarem a esse novo cenario da industria da beleza.

Na maioria dos paises, inclusive no Brasil ndo existe uma regulamentacao
oficial pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que é o 6rgao que
regula a fabricagdo de cosméticos no pais e dita as diretrizes e requisitos técnicos
para a fabricacdo desses produtos. Pois € necessaria uma definicdo clara que
caracterize 0s que sao 0s cosméticos naturais, organicos e veganos devido ao tema
ser bastante recente e contraditério ao gerar interpretacdes variadas.

Além deste fator ha fabricas mal-intencionadas que se utilizam da “causa verde”
apenas para atrair clientes nao sendo fiel a responsabilidade que advém a essa luta
e se aproveitando desta lacuna na ANVISA sobre estes cosméticos. Produzindo
produtos com insignificantes concentracdes de matérias primas de origem natural ou
utilizando de truques do marketing como conter simbolos de plantas na embalagem e
a utilizacdo da cor verde como predominante para criar uma ilusdo no consumidor
sobre o produto que estar a ser vendido.

Em oposicdo a essas praticas, com o intuito de barrar tais agdes houve a
criacao das certificadoras que sao fundagdes ndo governamentais que se empenham
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em criar regras proprias e suas definicdes sobre essas classificagées. Afim de emitir
selos que comprovem que determinado produto ou empresa segue 0s critérios

exigidos para serem considerados naturais, ou veganos ou organicos.

3.3.3. 7 Cosmeéticos naturais

No que diz respeito aos produtos naturais, algumas certificadoras afirmam que

0s cosméticos devem ser compostos apenas de matérias primas de origem natural e
em raras excegdes analisa também seus processos produtivos. Entretanto, outras
empresas consideram ser suficiente a presenga de uma boa quantidade de matéria
prima natural (por mais que possuam também outras sintéticas na férmula) para serem
considerados produtos naturais. Demonstrando um limiar subjetivo de cada empresa.
No Brasil a IBD é uma das maiores certificadoras deste tipo de produto e eles
definem como natural os cosméticos que possuam, no minimo, 95% de suas matérias-
primas provenientes de origem natural podendo ser vegetal e animal, os outros 5%
dos compostos podem ser constituidos por substancias sintéticas, desde que nao
sejam substéancias proibidas pela certificadora (IBD, 2014; MACEDO; PIERRE, 2020).
Varias substancias ndo devem ser utilizadas, como: derivados de petréleo,
conservantes, corantes e fragrancias sintéticas, silicones, dietanolamidas,

polietilenoglicéis e quaternarios de amoénio (IBD, 2014).

3.3.3.2 Cosmeéticos organicos

As certificadoras de produtos organicos também seguem estruturas parecidas
com os cosméticos naturais, onde eles categorizam os veganos como: ter pelo menos
95% de ingredientes certificados como organicos em sua origem com certificacéo de
extracdo, ou aquelas que foram produzidas por rigorosos padrées de qualidade de
extragao, purificacdo e processamento. Que possibilite a rastreabilidade da sua cadeia
produtiva, sendo sempre biodegradaveis e que preserve as caracteristicas quimicas
naturais da substancia ndo sendo organismos geneticamente modificados. Além de
nao serem testados em animais e possuirem uma série de proibicoes de matérias

primas indesejadas (IBD, 2014).
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Os demais 5% dos componentes podem ser matérias-primas naturais,
decorrente da agricultura ou extragcdo nao certificada de orgénicos. E em algumas
mais rigidas utilizam-se das normas de nunca terem substancias que em hipotese
nenhuma passaram por ensaio em animais, acarretando uma diminui¢cao consistente
na quantidade de insumos e concentrando as possibilidades em matérias primas

desenvolvidos recentemente por métodos alternativos (MACEDO; PIERRE, 2020).

3.3.3.3 Cosmeéticos veganos

Jd com os cosméticos veganos variam a sua forma de sinalizar sua
identificacdo, algumas empresas criam suas proprias identificagdes e outras optam
por certificadoras conhecidas. Estes produtos sao classificados como produtos que
nao utilizem de teste e/ou nenhuma exploragado animal e/ou matérias primas de origem
animal, identificados pelo simbolo de um selo com a letra V, com a presencga de um
coelho ou pela denominacao de “cruelty-free”. Ha duas principais certificacbes de
produtos veganos no Brasil, a certificacdo da SBV e a Veganismo Brasil (MACEDO;
PIERRE, 2020).

3.3.4 Ativos naturais desodorizantes

3.3.4.1 Bioecolia® (Alfa-Glucooligassacaride)

E um prebiético oligossacarideo a-glucano obtido pelo método de biocatalise
enzimatica (patenteado pelo Grupo Solavia®) a partir de substratos vegetais.
Desenvolve-se em forma de cadeia com unidades menores de glicose, constituindo
um subtrato desejado pelos microorganismo guardides da microbiota. Devido a sua
capacidade de ter conexodes especificas, (a-(1-6) e a-(1-2), Ihe confere seletividade e
facilita a metaboliz¢cao da glicose no ecosistema microbiano. Sendo um ingrediente de
origem natural, com concentragées usuais de 0,5 a 5%, com o INCI Alpha-Glucan

Oligosaccharide.(“Bioecolia® - Grupo Solabia”, [s.d.]).

Figura 11 - Estrutura molecular do Alfa-Glucooligassacaride.



39

HOH,C
o
0 =

OH
OH

Fonte: (“Bioecolia® - Grupo Solabia”, [s.d.])

Atua reequilibrando a microbioma da da pele, couro cabeludo e mucosas ao
agir por bioseletividade com mecanismos de inibicdo competitiva que impedem
fendmenos de disbiose, reforgando a produgcao de AMP e estimulando a producgao de
citocinas pré-inflamatorias por queratindcitos que resultaram em uma barreira epitelial
mais forte e saudavel.

Em estudos in vitro, ja foi demonstrado que a Bioecolia® a melhor fonte de
carbono em comparagao com a glicose para a maioria dos microrganismos benéficos
(Lactobacillus  pentosus, Micrococcus kristinae, Corynebacteriumxerosi e
Staphylococcus capitis) e ndo produziu resultados significativos na metabolizacao de
microrganismos oportunistas (Cutinobacterium acnes, Gardnerella vaginalis,
Corynebacterium minitissimum e Staphylococcus aureus). Além de nao ter impacto na
metabolizacdo por Candida albicans e Malassezia furfur.(“Bioecolia® - Grupo
Solabia”, [s.d.])

Além disso, ha estudos ex vivo sobre explantes de pele tratadas com 0,25% e
0,75% de Bioecolia® em meio de cultura (vs controle nao tratado) que comprovou que
ha aumento significativamente na expressdao de AMP Hbd2 e B-defensinas 2 e 3, dose
dependente. Ao agir sobre esses marcadores de imunidade, o Bioecolia® fortalece as
defesas naturais da pele, visto que, sdo peptideos que atuam como antibioticos
naturais fortalecedores da saude da pele contribuindo para a primeira linha de

resposta da imunidade.

3.3.4.2 Hebeatol® Plus DEO

Possui origem vegetal, ao ser obtido a partir do xilitol que € um subproduto
industrial de cereais e do acido caprilico proveniente de 6leos vegetais certificados
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pela RSPO (Roundtable on Sustainable Palm Qil) além de ser extraido de forma
sustentavel. O éster de agucar do Hebeatol® Plus DEO é um antimicrobiano e um
surfactante ndo ibnico que consiste em carboidrato, como grupo hidrofilico, e um ou
mais acidos graxos como componente lipofilico. Essa caracteristica anfipatica permite
que Hebeatol® Plus DEO esteja presente na fase aquosa e na interface agua-éleo
das formulagbes atuando idealmente nas regides de maior crescimento de
microrganismos. Possui pH entre 3,5 e 10,0 e € usado com concentragdes a partir de
0,3% (p/p), tendo o seu INCI como Xylityl Sesquicaprylate (“Hebeatol® Plus DEQO”,
[s.d.]).

Figura 12 - Obtencao do Hebeatol® Plus DEO.
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Fonte: (“Hebeatol® Plus DEQ”, [s.d.])

Hebeatol® Plus DEO é um antimicrobiano derivado de fontes vegetais,
biodegradavel que promete: eliminar 99,9% dos microrganismos causadores do mau
odor; apresentar acao bactericida em sabonetes em barra; oferecer protecao
prolongada por até 48 horas em formula aerossol com silicones; Eliminar 100% dos
fungos causadores das micoses de unha e pé de atleta; e oferecer protecao por até
12 horas em formulas sem silicones no formato roll-on e stick. Com propriedades
complementares como emoliente, solvente, solubilizador e co-emulsionante
(“Hebeatol® Plus DEO”, [s.d.]).

3.3.4.3 Oleo essencial de Melaleuca

Substancia obtida por destilacao por arraste a vapor ou hidrodestilacdo das
folhas, o 6leo essencial de Melaleuca tem como caracteristica ser volatil, de origem
australiana e ser uma planta que cresce em regides pantanosas, proximas de rios.
Seu nome cientifico € Melaleuca alternifdlia e tem o seu INC como Melaleuca

alternifolia Leaf Qil., é constituido por varios hidrocarbonetos terpénicos, como
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monoterpenos, sesquiterpenos e alcoois associados (CARSON; HAMMER; RILEY,
2006).

Esse produto natural € composto por um mix de mais de 40 componentes
organicos, desde terpinen-4-ol; gama-terpineno; alfa-terpineno; cineole; terpinoleno;
cymene; pinene; terpineol; aromadendrene; candinene; limoneno; sabineno; globulol

e viridiflorol. Possuindo relevante importancia para a medicina por deter acdo
antibacteriana, fungicida contra varios patdégenos humanos, devido a sua
concentracao de terpinen-4-ol que proporciona atividade antimicrobiana e anti-
inflamatoria por ser um ativo de amplo espectro, tanto em Gram positivas, quanto
Gram negativas e sua poténcia contra os fungos (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).
Sua indicagado terapéutica passeia por uso em tratamento de candidiase,
higiene dentéria, cremes e sabonetes com agao antisséptica e para o tratamento de
inflamagdes na pele. Além de ser muito utilizada para produtos cosméticos com o
objetivo de melhorar peles oleosas, proteger a pele em produtos pés-depilatorios,

removedores de maquiagem, desodorantes e xampus para caspas.

3.3.5 Oleo essencial de Hortela-Pimenta

Segunda a Farmacopeia Americana (USP) define a hortela-pimenta uma droga
vegetal de caule quadrangular, ramoso, de 1 a 2 mm de didametro, com folhas
pecioladas, ovais oblongas ou oblongo-lanceoladas, acuminadas, desigualmente
serreadas, de 5 a 9 cm de comprimento, de cor verde clara a pardo-purpurina, quase
glabras na pagina superior e pubescentes na inferior, principalmente sobre as
nervuras; os peciolos sdo levemente pubescentes e medem de 5 a 15 mm de
comprimento (BADEA et al., 2019).

Possui uma vasta gama de propriedades terapéuticas, além de ser uma planta
aromatica que lhe atribui utilidade cosmética com seu odor agradavel e refrescante.
Sua acao antimicrobiana frente as bactérias é relacionada possivelmente a presenca
de alcaloides, flavonoides, esteroides, fendis e taninos de sua composicdo. A
presenca de mentol, agindo de forma isolada ou em colaboracdo com outros
componentes tem sido associado a inibicdo de bactérias Gram negativas e
positivas.(BADEA et al., 2019).
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3.3.4.6 Oleo essencial de Cravo-da-india

E uma planta proveniente da Indonésia a Eugenia caryophyllata, conhecida
como cravo-da-india, possui sabor ardente, cheiro intenso e agradavel. E constituida
por eugenol, betacariofileno, acetato de eugenol, acido oleanico, e substancias das
classes: resinas, taninos, esterois, triterpeno, ceras vegetais e cetonas (DONINELLI
et al., 2010). O eugenol € um constituinte aromatico da classe dos fenilpropenos, de
interrese para a industria farmacéutica e odontolégica por possuir propriedades
antifungica, antibacteriana de amplo espectro, antiparasitaria, anti-inflamatoria,
anticarcinogénica, analgésicas e antioxidante, além de outras, como ac¢do contra
fitopatdogenos e sua habilidade de extravasar o citoplasma microbiano (BRASIL; BOT,
2003).
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DOS ATIVOS

Foi realizado a leitura de artigos cientificos e de artigos técnicos para construir
um levantamento sobre os ativos que expressam efeito antibacteriano contra as
bactérias provenientes da axila e seu potencial de restaurar a microbiota epitelial. Em
parceria com a empresa privada Natusense® Industria e Comércio, que € vinculada a
rede de farmacias de manipulagdo da Pharmapele® foi determinado os ativos que
foram utilizados junto com um detalhamento quanto suas propriedades organolépticas
(Tabela 1), viscosidade, estabilidade, faixa de pH’s recomendados pelos
fornecedores, solubilidade e suas concentragdes de uso.

Os ativos escolhidos foram: Hebeatol Plus® DEO, Bioecolia® e o blend de
Oleos essenciais que contém os 6leos essenciais de Melaleuca, hortela-pimenta e
cravo-da-india. Essas matérias primas foram compradas e cedidas pela Natusense®,
ao presente estudo. As formulagdes foram construidas para servir como um molde
composta apenas dos ativos, diluidos em 2% de DMSO para auxiliar na solubilizagcédo
desses ativos nos ensaios e avaliar a resposta desses ativos sem a interferéncia dos
excipientes. As concentragoes estipuladas como sendo o ponto baixo (-1) é referente
a auséncia do ativo, o ponto médio (0) foi determinado com as consideragcdoes
indicadas pelo fornecedor e o ponto médio (1) correspondeu a maior concentragcao

permitida desse ativo em formulagdes topicas.

Tabela 1 - Selegao dos ativos para estudo das formulagoes.

CONCENTRACOES  FAIXA

ATIVO INCI CARACTERISTICAS  pECOMENDADAS ~ DE PH

HEBEBATOL®  Xylityl . o) o 3,5-
PLUS DEO Sesquicaprylate De origem natural 0,3% até 0,5% 10,0
De origem
BIOECOLIA® AIpha-GIucar] biotecnologica, pé de 0,5% até 5% 4,0-

Oligosaccharide. cor branco e 10,0

hidrofilico.
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Melaleuca

alternifolia Leaf Qil, De origem natural,

BLEND DE o . liquido, de coloragéo =
OLEOS I\E/IeEnthnr?;perlta Oil. entre incolor e 0,6 N:So Sui
ESSENCIAIS 9 amarelo, com odor P ’
caryophyllus Leaf e
oil. caracteristico.

Fonte: Autora, 2022.

Em seguida, foi realizado o planejamento da estruturagcdo dos ativos em cada
Formulagdo. Onde os fatores independentes sdo os 3 ativos (Hebeatol® Plus DEO,
Bioecolia e o blend de O.E) resultando 13 formulagées com 3 pontos centrais e 3
niveis equivalentes a diferentes concentragdes desses ativos a serem testadas.

O planejamento foi determinado em 3 niveis (baixo, médio e alto) de
concentragbes (Tabela 2) para avaliar os ativos de modo independente e em
combinagdes entre si para conferir a sinergia dos ativos. Posteriormente, foram
pesados e manipulados as 15 @ formulagbes e armazenados em recipientes estéreis
criando 12 formulagdes diferentes e 1 em triplicata, como mostra a tabela 5. O que
resultou em formulagcbes (Tabela 3) com diferentes concentragcdes de ativos, para

avaliar o potencial antibacteriano de cada e equiparar sua intensidades e sinergismos

entre si.
Tabela 2 - Desenho experimental das formulagoes.
DESENHO EXPERIMENTAL
. Fatores Lo
Codigo independentes Niveis (n)
Baixo (-1) Médio (0) Alto (1)
a X1 Bioecolia (%) 0 1 5
i
XA X Hebeatol® 0 035 05
oz 2 Plus DEO (%) ’ ’
I3
a Blend de O.E.
pa X3 (%) 0 0,7 1 ,5
n
<
|_
8 Y CIM (%
a ! (%)
n
w
4

Legenda: Nivel médio (0) - Concentragao indicada para uso pelos fornecedores; Nivel alto (1)-
corresponde a concentragao superior ao limite especificado do fabricante.
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Fonte: A Autora (2022).

Tabela 3 - Concentragdes das formulagdes.

ATIVOS
FORMULACOES Bioecolia® (%) Hebeatol Plus® DEO (%) Blend de O.E. (%)

12 0 0 0,8
22 0 0,5 0,8
32 5 0 0,8
42 5 0,5 0,8
52 0 0,35 0

62 0 0,35 1,6
72 5 0,35 0

82 5 0,35 1,6
92 1 0 0

102 1 0 1,6
112 1 0,5 0

122 1 0,5 1,6
132+ 1 0,35 0,8
142+ 1 0,35 0,8
158* 1 0,35 0,8

Fonte: A Autora (2022).

4.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

4.2.1 CIM e CBM

A atividade antibacteriana in vitro dos compostos 1-15 foi avaliada pelo método
de microdiluicdo em caldo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2023). A concentracao inibitéria minima (CIM) é caracterizada como a menor
concentragcao necessaria para um ativo com acao antimicrobiano tem a capacidade
de impedir visivelmente o aumento do microrganismo testado (CLSI, 2003).

Inicialmente foi distribuido caldo Mueller Hinton em cada poco das placas. Em
seguida, foram adicionados os compostos 1-15, através de diluicao seriada e por fim
as suspensodes de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923
e S. epidermidis ATCC 12228. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24 he a



concentracgao inibitéria minima (CIM) foi determinada por espectrofotometria no

comprimento de onda de 630 nm.

Figura 13 - Metodologia para determinacdo da concentracao inibitéria minima.

@

2% de DMSO

€ <y

Distribuir 95 yL de caldo \2 021 G Sh
Maeller-Hinton em . I (
cada pogo das placas u s ’ |

Adicionar 95 pL de cada formulagao
aser testada. Da1* até a 15°
formulacdo, respectivamente,

através de diluicdo senada ja diluida

\ previamente com 2% de DMSO.

Adicionar 5 pL de cada suspensdes
bacterianas: Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC

(4\’ d 25823 e S. epidermidis ATCC 12228
/

Incubar as placas 3
a35°Cpor24h g R \&

o \-
e Realizar a leitura dos MIC's por
/ espectrofotometria a 630 nm

Fonte: A Autora (2022).
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A CBM foi determinada depois dos resultados de CIM (Figura 10). Uma aliquota

dos microrganismos dos po¢os em que nao houve crescimento visivel foi inoculada

em agar Mueller Hinton e as placas foram incubadas a 35 °C por 24h. Apds este

periodo a CBM foi determinada como a menor concentragdo que houve a morte de

100% dos agentes microbianos (CLSI, 2003). Quanto mais préximos forem os valores

destas duas variaveis, mais potente sera a Formulagcdo. Todo o experimento foi

realizado em triplicatas independentes.



Figura 14 - Metodologia do CBM.

Concentracoes:
X+1% X+2% X+3% X+4%

Apos a realizacdo dos MIC's

1 2 3 B 5 C ! 5 9 Q

Y0000 C 8 OO Uma aliquota em
& ~ : O | swab foi adicionada e

PG e RO semeada em Agar

Mueller-Hinton e
incubada em estufa a
35 °C por 24h.

Apés a analise visual, foi realizado
tabelas e posteriormente graficos

||I||||I 1 <

Fonte: A Autora (2022).
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A partir da metodologia do CLSI aplicada, para determinagcao da Concentracao

Minima Inibitéria, foi possivel obter a Tabela 4, a seguir, referente a atividade

antibacteriana dos compostos

1-15 frente Escherichia coli

ATCC 25922,

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Tabela 4 - Avaliagdo da atividade antibacteriana dos compostos 1-15 frente as bactérias.

E. coli S. aureus S. epidermidis

corm. _ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 12228
CIM CBM CIM CBM CIM CBM

1 0,2 0.2 0.1 0.1 0.4 0.2

2 0062001 012502 |0,12502  05/0.8 0125002  0,5/0.8

3 0,625/0,062 0,625/0,062 | 1,25/02 1,25/ 0,2 2.5/0.4 >10/>1/
0,625/0.062/ 0,625/0,062/ | 1,250,125/  1.25/0.125/ | 1,25/0.125/

4 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 2,5/0,25/0,4

5 0,175 0,35 0,175 0,175 0,087 0,087

6 0,087/04  0087/04 |0087/04 017508 |0175/0,8 03516

7 250175 2500175  |250175 250175 | 5/0,35 >10/>0,7

8 0,625/0,044/° 1,25/0,087/ 1 1,25/0,087/ 5,0 175/0 8 | 2,5/0,175/0.8 2,5/0,175/0.8
0,2 0,4 04

9 >2 >2 >2 >2 >2 52

10 0,25/0,4 0,5/0,8 0,25/0.4 0,25/0.4 11,6 >2/>3.2

11 0250125  0,5/0,25 0,5/0,25 0,5/0.25 0,5/0,25 1/0,5

12 8’;25/ 0,062/ 8’;25’ 0,062/ 8"215’0’125’ 1/0,5/1.,6 0,5/0.25/0.8  0.5/0,25/0,8

e 012500044/ 025/0,087/ |0,125/0,044/ 0,250,087/ | 0,250,087/  0,25/0,087)
0,062 0.125 0.1 0.2 0.2 0.2

e 0,125,044/ 0,125/0,044/ | 0,125/0,044/ 0,25/0,087/ |0,25/0,087/  0,25/0,087)
0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2

&+ 012500044/ 0,1250,044/ |0,125/0,044/ 0,25/0,087/ |0,25/0,087/  0,25/0,087)
0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2

Legenda: Legenda: ATCC (American Type Culture Collection); CIM (Concentragao inibitoria minima);

CBM (Concentragéo bactericida minima).

Fonte: A Autora (2022).

Os resultados contidos foram inseridos no Excel, construindo-se graficos que

ilustram de maneira objetiva o desempenho das formulacdes referente ao CIM de cada

ativo e seu CBM.
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Figura 15 - Resultados de CIM e CBM das Formulagées 1 e 2.

FORMULACAO 1 (BLEND DE OLEO ESSENCIAIS FORMULACAO 2 (0,5% DE HEBEATOL PLUS® DEO
0,8%) E 0,8% DE BLEND DE OLEOS ESSENCIAIS
i M x = CiM1 M2 cBM1 CBM2
§
| 3
£ ! 3 S 5
x g | n ]
|

E. coli S. aureus S. epidermidis E. coli S. aureus S. epidermidis

Legenda: CIM (Concentragao inibitéria minima); CBM (Concentrag&o bactericida minima); Hb
(Hebeatol plus® DEO); O.E (Blend de éleos essenciais).

Fonte: A Autora (2022).

Todas as formulagdes do estudo apresentaram uma boa atividade bacteriana
ao conferir valores inferiores de CIM menores que 2% e CBM inferiores a 2,5%.
Demonstrando bons resultados das formulagdes contra as bactérias patdgenas.
Referente ao Figura 12, a primeira Formulacdo demonstrou ter melhor performance
frente a S. aureus (0,1% de O.E) logo que, para os outros patdbgenos a mesma
Formulagao apresentou valores maiores. Para E. coli demonstrou 0,2% de O.E e para
S. epidermidis de 0,4%. Sendo importante ressaltar, que quanto menor € o CIM mais
eficaz ele é, e consequentemente quanto maior for sua concentragdo menos eficaz
ele sera.

Referente aos valores de CBM, concentragcdo bactericida minima, a
Formulacao 1 apresentou seu melhor efeito bactericida na bactéria S. aureus logo que
houve a menor concentragcdo ao comparar com as outras cepas e seu CIM (0,1%)
igualou-se ao valor de CBM. Para a E. coli houve igualdade de CBM com CIM,
revelando um resultado interessante, porém ele possui uma concentragdo maior
comparada ao visto na S. aureus (0,2%). Ja para S. epidermidis houve uma diminui¢cao
do CBM para 0,2%, 2 vezes menos que seu CIM, porém ndo menor que o resultado
encontrado para mesma Formulagdo com a cepa S. aureus.

Ja a Formulacgao 2 (Figura 12) foi mais eficaz contra a E. coli (0,062% Hb/ 0,1%
O.E.), visto que as outras cepas apresentaram um aumento de aproximadamente
duas vezes a mais (0,125% Hb/ 0,2% O.E.). As concentracoes de CBM, da segunda
Formulacao, apresentaram maiores concentracées que o CIM nas 3 diferentes
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bactérias, sendo um fator negativo tendo em vista que o correto seria valores inferiores

ao CIM para constar como Formulagao potente e eficaz contra os agentes.

Figura 16 - Resultados de CIM e CBM das Formulagbes 3 e 4.

FORMULAGAO 3 (5% DE BIOECOLIA® E 0,8% DE FORMULAGAO 4 (5% DE BIOECOLIA®, 0,5% DE
BLEND DE OLEOS ESSENCIAIS) HEBEATOL PLUS® DEO, 0,8% DE BLEND DE OLEOS
: ESSENCIAIS)

mCiM1 cam2 CBM1 CBM2 % mCIM1 cim2 CimM3

CBM1 mCBM2 u CBM3

SRR TR H
L T A = I 1 I E ; x 2 &
E. coli S. aurqus S. epidermidis I I I L l I : L L I = @ m

E. coli S. aureus S. epidermidis

Legenda: CIM (Concentragao inibitéria minima); CBM (Concentragéo bactericida minima); Bio
(Bioecolia®); Hb (Hebeatol Plus® DEO); O.E (Blend de 6leos essenciais).

Fonte: A Autora (2022).

Ja na Formulacdo 3 (Figura 13), seu primeiro lugar referente aos menores
CIM’s, ficou principalmente para E. coli por apresentar valores de concentragao
inibitérios bem baixos (0,625% Bio/ 0,062% O.E.), o que demonstra um resultado
positivo, em comparacgao as demais cepas que obtiveram valores maiores. O CBM na
E. coli revelou como maior efeito bactericida ao obter concentragées baixas e menores
que seu CIM respectivamente. Sobre a S. aureus seu CBM obteve os mesmos
resultados que seu CIM (1,2% Bio/ 0,2% O.E.), porém S. epidermidis teve um aumento
de CBM desproporcional ao seu CIM, ultrapassando mais de 10%.

A Formulacédo 4 (Figura 13) teve seu melhor CIM contra a bactéria E. coli
(0,625% Bio/ 0,062% Hb/ 0,1% O.E) em comparacao a resposta para S. aureus e da
S. epidermidis que aumentaram em aproximadamente 2 vezes mais seus CIM’s
(1,25% Bio/ 0,125% Hb/ 0,2% O.E) acima dos valores da E. coli. Relativo ao seu CBM,
o melhor efeito bacteriostatico continuou sendo melhor contra a E. coli por possuir as
suas concentracdées menores que as demais cepas e seu valor ser idéntico ao CIM
correspondente desta bactéria. O CBM da S. aureus foi idéntico ao CIM desta cepa,
gue demonstrou ser um resultado positivo. Ja sobre o CBM da S. epidermidis mostrou-

se ser maior que o seu CIM.
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Figura 17 - Resultados de CIM e CBM das Formulagées 5 e 6.

FORMULACAO 5 (0,35% DE HEBEATOL PLUS® FORMULACAO 6 (0,35% DE HEBEATOL PLUS® DEO
DEO) E 1,6% DE BLEND DE OLEOS ESSENCIAIS)

uCIM1 = CBM1 m CIM1 CimM2 CBM1 CBM2

35% Hb

175% Hb

TR

E. coli S. aureus S. epidermidis

175% Hb

E. coli S. aureus S. epidermidis

F—5-8873% Hb

Legenda: CIM (Concentragao inibitéria minima); CBM (Concentragéo bactericida minima); Bio
(Bioecolia®); Hb (Hebeatol plus® DEO); O.E (Blend de 6leos essenciais).

Fonte: A Autora (2022).

Na Formulagcdo 5 (Figura 14) a bactéria S. epidermidis apresentou melhor
desfecho em relagédo as demais cepas tanto de CIM como de CBM (0,087% Hb), ao
apresentarem baixas concentragdes e idénticas. Enquanto para E. coli e S. aureus o
CIM foi de 0,175% de Hebeatol Plus DEO, com CBM para S. aureus idéntico ao seu
CIM e para E. colium aumento de 2 vezes (0,35%) frente seu CIM.

Para a Formulagao 6 (Figura 14), houve um empate entre a respostas de CIM
da E.coli e da S aureus (0,087% Hb/ 0,4% O.E) ao apresentarem valores iguais, em
detrimento ao da S. epidermidis (0,175% Hb/ 0,8% O.E.) aumentando
aproximadamente o dobro das demais. Seu melhor CBM foi para E. coli que
demonstrou-se possuir concentracbes menores comparadas as demais bactérias,
sendo o seu CBM idéntico ao seu CIM, diferente das demais cepas que aumentaram

exponencialmente por 2 para S. aureus e por 4 para S. epidermidis.
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Figura 18 - Resultados de CIM e CBM das Formulagdes 7 e 8.

FORMULAGAO 7 (5% DE BIOECOLIA® E 0,35% FORMULAC[\O 8 (5% DE BIOECOLIA®, 0,35% DE
HEBEATOL PLUS® DEO) ‘: HEBEATOL PLUS® DEO E 1,6% DE BLEND DE

OLEOS ESSENCIAIS)
m (M1 mCIM2 CBM1 = CBM2

m CIM1 m CIM2 m CIM3 m CBM1 = CBM2 m CBM3

, {
ik kL el Ll Ll

E. coli S. aureus S. epidermidis

E. coli S. aureus S. epidermidis

Legenda: CIM (Concentracao inibitéria minima); CBM (Concentracdo bactericida minima); Bio
(Bioecolia®); Hb (Hebeatol plus® DEO); O.E (Blend de 6leos essenciais).

Fonte: A Autora (2022).

Na Formulacéo 7 (Figura 15), a melhor resposta foi contra a E. colie a S. aureus
que apontaram resultados idénticos tanto de CIM’s como de CBM’s (2,5% Bio/ 0,175%
Hb), ja referente a cepa S. epidermidis houve o dobro do aumento da sua CIM (5%
Bio/ 0,35% Hb) em comparadas as outras cepas e sobre seu CBM houve uma
duplicagao do valor em comparacao ao seu CIM (10% Bio/ 0,7% Hb).

Ja para a Formulagao 8 (Figura 15), o primeiro lugar foi para E. coli, que
demonstrou menor CIM (0,625% Bio/ 0,044% Hb/ 0,2% O.E) em comparacao as
demais cepas. Que explicitaram um aumento exponencial do valor do CIM, em que
duplicou o valor na S. aureus (1,25% Bio/ 0,087% Hb/ 0,4% O.E) e aproximadamente
quadriplicou na S. epidermidis (2,5% Bio/ 0,175% Hb/ 0,8% O.E) em comparacao a E.
coli. Os CBM’s encontrados foram maiores que todos os CIM’s que revela um

resultado insatisfatorio quanto a potencialidade bacteriostatica desta formulagao.
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Figura 19 — Resultados de CIM e CBM das Formulagées 9 e 10.

FORMULAGAO 9 (1% BIOECOLIA®) FORMULACAO 10 (1% DE BIOECOLIA® E 1,6% DE
mCiM1 cBM1 BLEND DE OLEOS ESSENCIAIS)

mCIM1 mCIM2 m CBM1 m CBM2

I | | T

E. coli S. aureus S. epidermidis

S.aureus S. epidermidis

Legenda: CIM (Concentracao inibitéria minima); CBM (Concentragédo bactericida minima); Bio
(Bioecolia®); Hb (Hebeatol plus® DEO); O.E (Blend de 6leos essenciais).

Fonte: A Autora (2022).

Para a Formulagao 9 (Figura 16) constituida apenas do ativo Bioecolia a 1%,
denotou CIM e CBM a 2% no estudo, revelando-se como o maior CIM de todas as
formulagdes. Tal resultado é compreensivel visto que, sua funcdo ndo esta
relacionada diretamente a ceifar os organismos patdégenos. Mas na inibicdo
competitiva ao fornecer substratos seletivos para os microrganismos benéficos do
meio e consequentemente provocar a escassez de substrato para os microrganismos
patégenos e consequentemente sua inibicdo. Sendo limitante sua analise através de
testes in vitro, em decorréncia da restricdo do ensaio em trabalhar com M.O. apenas
maléficos e da auséncia de reacdes biologicas inerentes a pele.

A Formulacédo 10 (Figura 16), conteve na E.coli e na S. aureus sua menor
concentracao minima inibitoria (0,025% Bio/ 0,4% O.E) em paralelo ao S. epidermidis
que possui o quadruplo do valor de CIM das demais cepas. O CBM da Formulagao 10
foi mais bem apresentado contra a bactéria S. aureus nesta Formulagao ao apresentar
o menor CBM entre as trés bactérias testadas e por ser idéntico ao seu CIM (0,025%
Bio/ 0,4% O.E), que revela seu alto poder bactericida. Na E. coli e na S. epidermidis

ocorreu o dobro do CIM de cada ativo por cepa.
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Figura 20 — Resultados de CIM e CBM das Formulagbes 11 e 12.

FORMULAGAO 11 (1% DE BIOECOLIA® E 0,5% FORMULAGAO 12 (1% DE BIOECOLIA®, 0,5% DE
HEBEATOL PLUS® DEO) HEBEATOL PLUS® DEO E 1,6% BLEND DE OLEOS

ESSENCIAIS)
mCiM1 mCiIM2 mCBM1 mCBM2

mCiM1 m CIM2 m CIM3 = CBM1 m CBM2 m CBM3
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Legenda: CIM (Concentragdo inibitéria minima); CBM (Concentracao bactericida minima); Bio
(Bioecolia®); Hb (Hebeatol plus® DEO); O.E (Blend de 6leos essenciais).

Fonte: A Autora, (2022).

A Formulacdo 11 (Figura 17), apresentou E. coli como menor concentragdo
inibitéria (0,25% Bio/ 0,1% Hb), seguindo com um aumento duplo para S. epidermidis
e S. aureus (0,5% Bio/ 0,25% Hb). Seu CBM foi melhor para S. aureus por
corresponder ao seu CIM. As demais cepas apresentaram CBM superiores aos seus
CIM’s. Para a Formulagdo 12 (Figura 17) seguiu a mesma regra de resposta da
Formulagdo 11, E. coli como melhor concentracao (0,125% Bio/ 0,062% Hb/ 0,2%
O.E). Entretanto, o aumento nos CIM’s da E. coli para S. aureus foi bem préximo. Para
S. epidermidis houve crescimento quatro vezes maior em seus resultados (0,5% Bio/
0,25% Hb/ 0,8% O.E.). Sobre seu melhor CBM a E. coli e a S. epidermidis
apresentarem resultados idénticos aos seus CIMs.

Por ultimo, as Formulacdes 13, 14 e 15 (Figura 18) que se repetem em sua
estrutura e em suas concentragdes, contiveram convergéncia em seus dados
principalmente na primeira Formulagao do trio. Onde a Formulagao 13 revelou tendo
melhor for¢ca contra a bactérias E. coli ao obtiverem CIM menores (0,125% Bio/
0,044% Hb/ 0,062% O.E.). Para S. aureus o resultado foi bem parecido mudando
apenas o CIM do blend de O.E que de 0,062% foi para 0,1%. Totalmente diferente do
que foi visto na S. epidermidis que elevou por dois todos os CIM’s (0,25% Bio/ 0,087%
Hb/ 0,2% O.E.) em comparacédo ao da S. aureus. Na Formulacdo 14 e 15 houve
pareamento quanto os valores para E. coli e S. aureus em comparagcdo aos
apresentados para S. aureus da Formulacao 13 (0,125% Bio/ 0,044% Hb/ 0,1% O.E.).
Ja para a cepa S. epidermidis revelou um resultado idéntico ao encontrado para a
mesma cepa ha Formulacao 13 (0,25% Bio/ 0,087% Hb/ 0,2% O.E.).
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Figura 21 — Resultados de CIM e CBM das Formulagbes 13-15.
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Legenda: CIM (Concentragéo inibitéria minima); CBM (Concentrag¢ao bactericida minima); Bio
(Bioecolia®); Hb (Hebeatol plus® DEO); O.E (Blend de 6leos essenciais).

Fonte: A Autora (2022).

Ja sobre seu CBM a Formulagao 13 apresentou potencial bactericida para S.

epidermidis, ao obter CBM idéntico ao seu CIM e ndo superior a essas concentragdes.

Na Formulacdo 14 e 15, as melhores respostas foram vistas para E. coli e S.

epidermidis,

por terem concentragoes

inibitorias

iguais a sua concentragao

bacteriostatica, porém entre as duas as que obtiveram menores concentragoées foram

para E. coli.
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6 DISCUSSAO

O estudo foi direcionado contra as cepas maléficas da microbiota axilar e para
interpretar estes resultados referente a questdes que abrangem a suscetibilidade
(suscetibilidade dose-dependente, resistente ou sensivel) faz-se necessario comparar
com dados ja disponiveis na literatura sobre cada ativo antimicrobiano em
comparagao a espécie ou familia da cepa de referéncia. Como ndo € possivel
encontra-los, logo que ndo ha uma padronizacdo de valores para esses ativos
desodorizantes utilizados, portanto, adotaram para as trés cepas utilizadas apenas
comparacgoes da atividade (CIM-CBM) dos ativos usados nos testes.

As formulagdes apresentaram dificuldade de solubilizagdo, mesmo apds a
inserc&o da concentracdo maxima permitida de utilizagdo de DMSO, ha 2%. Visto que,
os ativos apresentam caracteristicas diferentes de solubilidade o Hebeatol® Plus DEO
e o0 Blend de O.E. sao lipofilicos e o Bioecolia® € hidrofilico, tornando em dispersoes
incompletas por ndo apresentarem-se transparentes. O que pode ter atrapalhado em
certo grau as respostas apresentadas em sua totalidade.

A partir da analise dos graficos de CIM e CBM construidos na se¢ao anterior
(secéo 6), foi possivel determinar os menores valores de CIM para cada concentragao
de ativo. Sendo possivel chegar a conclusao que a Formulagcdo 13 composta de 1%
de Bioecolia, 0,35% de Hebeatol Plus® DEO e 0,8% do blend de O.E. (O. de
Melaleuca, O. de Cravo e O. Hortela-pimenta) como sendo a caracterizacdo mais
relevante e eficaz para a inibicdo dos microbios testados contidos na pele que sao
causadores de odor. Em que foi demonstrado bons efeito contra E. coli e S. aureus e
sua melhor atividade bactericida contra S. epidermidis. Tal resultado confirma as
orientagcdes dos fabricantes aos indicarem exatamente essas concentragcdes como
usuais para serem aplicadas com o intuito bactericida e odorizante.

Em contrapartida, outras formulagées também apresentaram bons resultados,
como as Formulacbes: 1, 2, 3, 5 e 12 (Tabela 8). Sendo importante ressaltar que entre
essas formulagdes (1, 2 e 3) ha um dado em comum direcionado a sua constituicao,
ao possuirem 0,8% do blend de O.E. Na literatura, a explicagao sobre esse resultado
€ atribuido a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. Por exemplo, a acédo dos
terpenos que € uma das principais moléculas germicida encontrada em grande
qguantidade no O.E. de Melaleuca na forma de terpinen-4-ol, no O.E de cravo ha o
eugenol da classe dos fenilpropenosde que age na parede celular de bactérias e
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exerce atividade fungicida similar ao fluconazol ao inibir a biossintese do ergosterol
também, além de outros constituintes. Estes produtos secundarios vegetais interagem
com varias alvos e fungdes celulares bacterianos importante para a sobrevida desses
seres. Estudos explicam que suas atividades antimicrobianas sao capazes de realizar
mecanismos de inibicbes da sintese de acidos nucleicos bacterianos, de
extravasamento da membrana citoplasmatica e de alteragcdes energéticas no
organismo das cepas (CUSHNIE; LAMB, 2005) que explicaria os resultados positivos

encontrados.

Tabela 5 — Melhores valores de CIM, por ativos, das formulagdes obtidas no estudo.
HEBEABATOL® PLUS

~ BIOECOLIA® BLEND DE O.E.
FORMULACAO DEO
1% 5% 0,35% 0,5% 0,8% 1,6%
1 - - - - 0,1% -
2 - - - 0,062% 0,1% -
3 - 0,0625% - - 0,062% -
4 - 0,625% - 0,062% 0,1% -
5 - - 0,087% - - -
6 - - 0,087% - - 0,4%
7 - 2,5% 0,175% - - -
8 - 0,625% 0,044% - - 0,2%
9 2% - - - - -
10 0,25% - - - - 0,4%
11 0,25% - - 0,1% - -
12 0,125% - - 0,062% - 0,2%
13 0,125% - 0,044% - 0,062% -
14 0,125% - 0,044% - 0,1% -
15 0,125% - 0,044% - 0,1% -

Fonte: A Autora (2022).

Além disso, o fornecedor do Hebeatol® Plus DEO afirma que o CIM da
substancia € de 0,30% (S. aureus ATCC 6538), 1,00% (S. epidermides ATCC 12228)
e 0,75% (E. coli ATCC 8739) (“Hebeatol® Plus DEO”, [s.d.]). Isto evidéncia que todas
as formulacdes, exceto a Formulacdo 9, que continham Bioecolia®, apresentaram
CIMs bem abaixo do valor de CIM da substancia pura fornecida, que elucida a
importancia da sinergia de ativos para obter melhores resultados. A Formulagéo 9, no

entanto, ndo se encaixa dentro dos parametros desejaveis, ao apresentar CIM muito
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superior ao determinado pelo fornecedor da matéria prima, que recomenda valores
abaixo de 1% e nos testes obteve 2%.
Sobre a performance de cada formulagado por bactéria a seguir € expresso na

tabela, que demonstra quais foram as menores concentragcdes de CIM e CBM por

cepa:
Tabela 6 — Melhor CIM/CBM por bactéria.
Melhor CIM por bactéria Melhor CBM por bactéria
: S. . -
Form. E. coli S. aureus epidermidis E. coli S.aureus S. epidermidis
o)
1 ] %1E/° ; 02%O0.E. 01%O.E. ]
,  0,062% Hb
0,1% O.E. - - - - -
0,625% Bio 00025% B
3 0 062% io ,25% Bio )
OF 0,062%  0,2% O.E.
= O.E.
o o
0,625% Bio 0625% Bio 5 ore O1°
4 0,062% Hb 0,062% Hb dimes -
[o) o)
0,1% O.E. 01%0E. (o0 o
o,
5 . . 0,087% Hb . 0.175%  0,087% Hb
0,087%
s  0.087%Hb Hb ] 0,087% Hb ] ]
04%O0.E.  04% 0,4% O.E.
O.E.
2,5% Bio  2,5% Bio 25% Bio  2,5% Bio
7 0,175%  0,175% - 0,175% 0,175% -
Hb Hb Hb Hb
0,625% Bio 2,5% Bio
8  0,044% Hb . - - - 0,175% Hb
0,2% O.E 0,8% O.E.
9 2% Bio 2% Bio 2% Bio 2% Bio 2% Bio 2% Bio
[o)
025%Bio V5% 0,25% Bio
o) - _ 0, -
10 04%O0E (400 ¢ 0,4% O.E
14 0,25% Bio ] ] ] 0,5% Bio ]
0,1% Hb 0,25% Hb
0,125% Bio 0,125% Bio 0,5% Bio
12 0,062% Hb ; ; 0,062% Hb - 0,25% Hb
0,2% O.E. 0,2% O.E. 0,8% O.E.
0,125%
0,125% Bio Bio o/ D
0,044% Hb  0,044% 0,25% Bio
13 . ; - - 0,087% Hb
0,062% Hb 500 O
O.E. 0,1% oo
O.E.
14 0125%Bio  0,125% 0,125% Bio 0,25% Bio
0,044% Bio - 0,044% Hb - 0,087% Hb
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0,1% O.E.  0,044% 0,1% O.E. 0,2% O.E.
Hb
0,1%
O.E.
0,125%
0,125% Bio 5220/ 0,125% Bio 0,25% Bio
15 0,044% Hb ke - 0,044% Hb - 0,087% Hb

0,1% O.E. 0!-!]2/.) 0,1% O.E. 0,2% O.E.

O.E.

Fonte: A Autora (2022).

A E. coli foi a cepa que mais teve prevaléncia de bons resultados dentre as
melhores formulagdes. Estando presente em 80% das formulagdes, que foram as
formulagdes: 2,3,4,6,7,8,9,10,11,12,13,14 e 15. Uma possivel explicagdo para esse
ocorrido, é a presenca de uma camada lipidica na parede celular das Gram-negativas
(E. coli), que nao existem nas Gram positivas (S. aureus e S. epidermidis). Além de
sua espessura ser menor e facilitar com isso uma maior permeacao das substancias,
sendo maior ainda em ativos que possui uma porcao lipofilicas, por exemplo os O.E’s
e o Hebeatol® Plus DEO. A S. aureus foi a segunda bactéria que conteve maior
prevaléncia nos melhores resultados, em torno de 46% do estudo, nas formulagdes:
1,6,7,9,10,13,14 e 15. Ja para S. epidermidis apenas 13,33% das formulagoes
obtiveram os melhores resultados (Formulagao 5 e 9).

A acdo germicida foi vista em praticamente todas as formulagdes, exceto a
Formulacado 2 que nao foi capaz de matar efetivamente todas as bactérias, apenas
inibi-las evidenciados pelo seu CIM e auséncia de CBM que superior todos os CIM’s
ao conter valores extremamente elevados. As formulagdes que conseguiram melhor
combater a S. epidermidis foram 5,8,9,12,13,14 e 15 sendo 46,6% das formulagoes.
Para S. aureus foram as 53,3% das formula¢des, nas quais foram: 1,3,4,5,7,9,10 e 11
e para E. coli foram as formulacées 1,3,4,6,7,9,12,14 e 15 totalizando em 60% das
formulagdes. Que tais dados corroboram para a afirmacdo de que mais de 40% das

formulacdes possuirem acao germicidas.
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7 CONCLUSAO

Os testes in vitro de Concentragdo Minima inibitéria comprovaram que as
formulagdes, exceto a 9 2 que apresentou valores de CIM fora da faixa. Apresentaram
bons resultados de inibicdo contra as cepas Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
presentes na microbiota epitelial axilar.

Observou-se que a Formulagédo 13 constituida de 1% de Bioecolia, 0,35% de
Hebeatol® plus DEO e 0,8% do blend de O.E. (Unido do dleo essencial de Melaleuca,
oleo essencial de Cravo e dleo essencial de Hortela-pimenta) foi a mais eficaz e
melhor desenvolvida para combater as bactérias axilares e consequentemente
eliminar os odores indesejaveis. Em que teve resultados significativos contra E. coli e
S. aureus e sua melhor atividade bactericida foi contra a S. epidermidis, que
corroboram com as orientagcoes intituladas de concentracdo indicada pelos
fabricantes.

A maior sensibilidade por CIM dos ativos por cepa foi para a E. coli que esteve
presente em 80% das melhores formulagdes apresentadas, sendo a bactéria que mais
reagiu aos ativos antibacterianos em suas diferentes concentragdes. A a¢ao germicida
(CBM) foi notada, em aproximadamente todas as formulagdes, exceto a Formulagao
2 que apresentou concentragcdes mais altas que seus proprios CIM’s.

Faz-se necessario mais estudos comparativos das formulagdes naturais
prébioticas desenvolvidas com as formulacbes comercializadas, realizar testes in
vivo a fim de melhor caracterizar os resultados obtidos e entender processos
bioquimicos que envolvem o mecanismo de acao afundo desses ativos afim de criar
melhores alternativas, mais saudaveis, atoxicas e sustentaveis para os consumidores.
Além da insercao do tratamento oral com probidticos em parceria com o tratamento
topico ser uma via que estimule uma maior taxa de resposta com o objetivo de sanar

os odores desagradaveis.
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