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RESUMO

Biomoléculas sdo cada vez mais utilizadas em medicamentos e cosméticos e,
principalmente aquelas destinadas a tratamentos dermatoldgicos, sdo, com frequéncia,
preparadas em farmacias magistrais. A capacidade de neutralizacdo de conservantes por
parte de proteinas e tensoativos néo ibnicos é bem conhecida, e a utilizacdo desses dois
componentes numa mesma formulagéo gera uma preocupacao com relacéo a conservacao
desse tipo de produto farmacéutico, que, uma vez mal conservado, poderia gerar riscos a
saude de seus consumidores. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de um
sistema conservante composto por metilparabeno, propilparabeno e imidazolidinil uréia, de
uma formulag&o base que continha um tensoativo néo iénico e desta mesma formulagéo
adicionada de diferentes biomoléculas farmacéuticas, além de realizar estudos de
adaptacdo microbiana frente ao sistema conservante utlizado nas formulagbes que
continham estas biomoléculas. Os resultados obtidos mostraram que a qualidade
microbioldgica, tanto das matérias-primas quanto das formulacgdes testadas, esta de acordo
com o limites aceitos em compéndios oficiais. Os testes de avaliagdo da eficacia do
sistema conservante mostraram que a formulacdo base estd adequadamente conservada,
mas que a presenca das biomoléculas farmacéuticas estudadas na formulagdo, numa
concentracdo de 3% (p/p) pode provocar modificagbes no comportamento do sistema
conservante frente a alguns dos microrganismos testados. O ensaio de adaptacéo
microbiana revelou que hd uma tendéncia a adaptagéo ao sistema conservante por parte da
maioria dos microrganismos testados quando estdo presentes no meio de cultura o
tensoativo ndo iénico e um dos ativos cosméticos estudados. A avaliagdo da concentracao
inibitéria. minima sugere que as concentragdes de sistema conservante utlizadas nas
formulacbes testadas sdo eficazes, pois a concentracdo necessaria a inibicdo de
crescimento para os diferentes microrganismos padrdes foi inferior ou igual & concentracao
utiizada nas formulacbes testadas. No entanto, a exposicdo dos microrganismos as
biomoléculas farmacéuticas e ao tensoativo ndo i6nico em concentracdes crescentes, no
teste de adaptacdo microbiana, produziu cepas de microrganismos cuja inibicdo necessitou
de maiores concentragcdes dos conservantes, em alguns casos acima da concentracéo

normalmente utilizada nas formulacdes.

Palavras-chave: biomoléculas farmacéuticas, conservagao, parabenos, imidazolidinil uréia,

avaliacdo microbiologica, cosméticos.



ABSTRACT

Biomolecules have been progressively more used in medicines and cosmetics, and
especially those aimed at dermatological treatments are often prepared in magistral
pharmacies. The neutralizing ability of preservatives by nonionic surfactants and proteins is
well known, and use of both these ingredients into the same formulation raises a concern
regarding the conservation of this kind of pharmaceutical product which, once poorly
preserved, could generate health risks for the consumers. Thus, the purpose of this study
was to evaluate the effectiveness of a preservative system consisting of methylparaben,
propylparaben and imidazolidinyl urea, in a basic formulation containing a nonionic surfactant
and in this same formulation added with different pharmaceutical biomolecules. Furthermore,
it had the intention to study the possibility of microbial adaptation to the preservative system
when in presence of the studied biomolecules and nonionic surfactant. The results showed
that the microbiological quality of both raw materials and the formulations tested complies
with the limits accepted in literature. Evaluation of the preservative system effectiveness
showed that the basic formulation is properly preserved, but the presence of studied
biomolecules in the pharmaceutical formulation at a concentration of 3% (w/w) can promote
changes in the behavior of the preservative system against some of the microorganisms
tested. The microbial adaptation assay revealed that the majority of the microorganisms had
a tendency to adapt to the preservative system when the nonionic surfactant and one of the
tested cosmetic ingredients were present in the culture medium. Evaluation of minimum
inhibitory concentration suggests that concentrations of the preservative system used in the
formulations tested are effective, since the concentration needed to inhibit the different
standard-microorganisms growth was lower than or equal to the preservative system
concentration used in the formulations tested. However, exposure of microorganisms to
pharmaceutical biomolecules and nonionic surfactant in increasing concentrations, situation
acquired in microbial adaptation assay, produced strains of microorganisms whose inhibition
required higher concentrations of the preservative system, in some cases above the

concentration normally used in used formulations.

Keywords: biopharmaceutical, preservation, parabens, imidazolidinyl urea,

microbiological evaluation, cosmetics.
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1. INTRODUCAO

Farmacos e ativos cosméticos macromoleculares, derivados da biotecnologia
ou extraidos de fontes naturais, sdo cada vez mais utilizados nas praticas clinicas.
Os produtos destinados a tratamentos dermatolégicos sao, com frequéncia,
preparados em farmacias magistrais. Até ha pouco tempo, uma caracteristica
comum de preparacdes magistrais era 0 uso de altas concentracbes de
conservantes para garantir sua qualidade microbiana. Porém, a consciéncia atual da
toxicidade e irritabilidade causada pelos conservantes tem alterado este
comportamento.

O sucesso da formulacdo de produtos contendo proteinas e peptideos é
dependente de manutencdo de varias das caracteristicas fisico-quimicas peculiares
dessas macromoléculas, além de sua efetiva conservacdo. A capacidade de
neutralizacdo dos conservantes por parte das proteinas pode provocar a ma
conservacao desse tipo de produto farmacéutico. Isso possibilita o processo de
adaptacdao de microrganismos ao sistema conservante do produto, desenvolvendo
microrganismos resistentes que poderiam ocasionar problemas futuros de
contaminacao e infecgdes, principalmente a pacientes imunodeprimidos.

Os mecanismos de resisténcia de microrganismos a antibiéticos ja foram
exaustivamente estudados. Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos de
adaptacdo microbiana a conservantes e 0s danos que esses microrganismos
adaptados podem causar a saude humana.

A idealizagdo deste trabalho teve como base os estudos que relatam a
fragilizacdo dos sistemas conservantes presentes em produtos cosmeéticos que
continham em sua composicdo macromoléculas farmacéuticas oriundas da
biotecnologia e tensoativos néo idnicos.

Os resultados obtidos neste estudo poderdo ser projetados para entender o
comportamento dos conservantes frente a diferentes tipos de macromoléculas

farmacéuticas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOMOLECULAS FARMACEUTICAS

Farmacos macromoleculares, derivados de biotecnologia ou extraidos de fontes
naturais, sdo cada vez mais utilizados nas praticas clinicas e representam uma
importante parcela do orcamento de pesquisa e desenvolvimento das empresas
biofarmacéuticas (1-3) Os produtos biofarmacéuticos, denominacdo dada as
substancias farmacéuticas derivadas de fontes biologicas, compdem um terco dos
farmacos em desenvolvimento atualmente (4).

Qualquer farmaco cuja producdo envolva microrganismos, organismos
geneticamente modificados, substancias produzidas por organismos vivos, como
enzimas, ou bioprocessamento é definido como produto biofarmacéutico. Enquanto
o desenvolvimento de farmacos tradicionais envolve a intersec¢do das areas de
guimica e tecnologia farmacéutica, o desenvolvimento de produtos biofarmacéuticos
envolve a interseccdo das areas de biotecnologia e tecnologia farmacéutica (4,5).

A tecnologia do DNA recombinante gerou um aumento no interesse de se
produzir proteinas farmacéuticas nas ultimas décadas (1,2,6,7). Houve um grande
avanco no campo da engenharia de proteinas e peptideos nos ultimos anos e
aumento da compreensao da via pela qual os modificadores de resposta biologica
atuam no organismo. Assim, por meio do uso de técnicas de DNA recombinante ou
por sintese de proteina em fase solida, tornou-se possivel produzir em escala
comercial uma grande variedade de agentes reguladores que séo terapeuticamente
aplicaveis (8-10). Hoje, gracas ao desenvolvimento da biotecnologia farmacéutica,
proteinas e peptideos estdo sendo aplicados como agentes terapéuticos especificos
e potentes, Uteis como terapia substitutiva, como inibidores ou reguladores do
sistema imune no tratamento de importantes doencas multifatoriais (11). Ha
farmacos produzidos por biotecnologia, especialmente engenharia genética ou
tecnologia de hibridoma (4).

Produtos biofarmacéuticos sdo, portanto, grandes moléculas de proteinas
complexas derivadas de células vivas. Os sistemas de producdo disponiveis

incluem, entre outros, células mamarias, leveduras, células de insetos e bactérias, e



a escolha do sistema de producdo depende da natureza das proteinas a serem
produzidas (4,5,12).

O desenvolvimento de novos farmacos e vacinas via pesquisa de biomoléculas
farmacéuticas requer esforgos concentrados em muitos niveis, assim como mdltiplas
ferramentas e habilidades especificas. Ainda assim, a industria de produtos
biofarmacéuticos € a mais importante do setor da industria biotecnoldgica, e é uma
das que mais cresce em termos de industrias de alta tecnologia (4). Além disso, o
uso de proteinas terapéuticas tem criado uma demanda crescente por métodos
viaveis e econdmicos em todas as etapas de producédo (13).

De acordo com Redman e Rashdy, desde o trabalho pioneiro de Edward Jenner
com o virus cowpox no século 18, que fundamentou o caminho para os programas
modernos de vacinacdo, milhdes de pessoas ja foram beneficiadas por produtos
biolégicos e vacinas diretamente derivados de animais, por seus analogos, ou por
produtos produzidos pelas tecnologias de recombinacdo em varios tipos de
linhagens de células microbianas e animais, e muitos mais ainda vao se beneficiar
no futuro (14).

Biomoléculas tém sido produzidas e utilizadas terapeuticamente desde o século
XVIIl. Em 1895, von Behring estabeleceu um instituto para a producao de antitoxina
da difteria e, desde que Behring e Kitassato descreveram o0 uso terapéutico de
anticorpos animais, tem havido muito interesse no desenvolvimento destas
moléculas, inclusive para o tratamento de cancer (14).

Excluindo-se o anticorpo monoclonal murino, anti-soros terapéuticos com
anticorpos animais é a segunda maior categoria de produtos farmacéuticos
derivados de animais, produzidos e consumidos no mundo inteiro. H4 mais de 60
laboratérios em diferentes paises produzindo estes produtos em diferentes animais
(cavalo, carneiro, coelho, cabra e coelho ou, mais recentemente, o camelo). Mais de
10 toneladas de anticorpos terapéuticos de origem animal em diferentes formatos
(Fab, F(ab), ou imunoglobulina total) sdo produzidos anualmente contra toxinas
animais, bacterianas, viréticas ou farmacos (14).

A primeira substancia biofarmacéutica produzida por engenharia genética
aprovada para uso terapéutico foi a insulina humana sintética, feita por tecnologia do
DNA recombinante em 1982, comercializada com o nome de Humulin (4,15). No final
dos anos 90, novos avancgos tecnologicos na area da biotecnologia revolucionaram a

fabricacdo e processamento de biofarmacos e, em 2005, cerca de 160 produtos



biofarmacéuticos (insulina humana, interferons, horménios de crescimento humano,
anticorpos monoclonais, entre outros) ja tinham aprovacdo médica e, mais
recentemente, estdo sendo comercializados pelo mundo. A grande maioria destes
produtos € a base de proteinas, embora dois produtos constituidos principalmente
por acidos nucléicos estejam no mercado americano e europeu ha cerca de cinco
anos. Uma proporcdo crescente de biofarmacos aprovados € derivada da
engenharia genética de alguma forma e os avan¢cos em sistemas de producéo
alternativos e sistemas de liberacdo desses farmacos também irdo, provavelmente,
promover um impacto sobre o perfil de aprovacfes durante os préximos anos (4,16).

Nos Ultimos anos, muitas proteinas que tém sido desenvolvidas para uso
terapéutico sdo consumidas em doses relativamente altas, até mil vezes maior do
gue a dose de alguns dos biofdrmacos mais antigos. As demandas chegam a
centenas de quilogramas por ano, 0 que tem levado a uma rapida expansao da
capacidade de producdo de biofarmacos pelas empresas farmacéuticas (14). O
mercado de produtos biofarmacéuticos tem crescido a uma taxa anual 15% maior do

gue a dos produtos farmacéuticos tradicionais, que fica em torno de 6,7% ao ano (4).

2.1.1. Biomoléculas farmacéuticas versus farmacos tradicionais

Biomoléculas farmacéuticas sdo fundamentalmente diferentes dos farmacos
guimicos convencionais, e a diferenca comeca pelo tamanho médio das moléculas
dos dois tipos de farmacos. Os produtos quimicos sintéticos sdo normalmente
farmacos de pequenas moléculas, como, por exemplo, a aspirina, cuja massa
molecular é de 180 Da. Em geral, os produtos biofarmacéuticos sdo macromoléculas
complexas que séo, pelo menos, 100 vezes maiores que isso, como o interferon
beta, que tem uma massa molecular de 19.000 Da, além de uma estrutura complexa
e requerimentos fisico-quimicos apropriados para exercer sua atividade bioldgica.
Além disso, biomoléculas farmacéuticas geralmente tém uma maior
heterogeneidade que os farmacos de pequenas moléculas. (4,5,17).

O processo de fabricacdo e o perfil de seguranca e eficacia de produtos
biofarmacéuticos também séo diferentes. A maioria dos biofarmacos de primeira

geracdo sao anticorpos nao monoclonais, ndo manipulados geneticamente,



extraidos de tecidos animais ou produzidos por substituicbes simples em proteinas
com sequéncias de aminoacidos idénticas a de uma proteina humana nativa (5,18).
O advento da tecnologia do DNA recombinante (engenharia genética) e a tecnologia
dos anticorpos monoclonais (tecnologia do hibridoma) transpuseram muitas
dificuldades na producéo de biofarmacos e marcaram uma nova era das ciéncias
farmacéuticas. A tecnologia do DNA recombinante trouxe quatro fatores de impacto
positivos na producdo de proteinas de importancia farmacéutica: i) superou o
problema de disponibilidade de fonte; ii) superou os problemas de seguranca dos
produtos; iii) forneceu uma alternativa para a extracao direta de fontes inapropriadas
gue pudessem oferecer risco; iv) facilitou a geracdo de proteinas terapéuticas
manipuladas (ou “engenheiradas”) que podem ter vantagens clinicas sobre os
produtos protéicos nativos (15). Assim, os produtos biofarmacéuticos modernos, de
segunda geracao, sdo manipulados. A engenharia desses biofarmacos pode implicar
em alteracbes nas sequéncias de aminoacidos, na porcdo glicidica de proteinas
glicosiladas ou na ligacdo covalente a moléculas quimicas, tal como o
polietilenoglicol (5,18).

Em comparacdo com drogas quimicas tradicionais, proteinas farmacéuticas tém
alta especificidade e atividade em concentracOes relativamente baixas. Estes
aspectos tém feito das proteinas farmacéuticas produtos indispensaveis no combate
a doencas humanas (19). A administracdo de preparacdes contendo proteinas ou
peptideos € atualmente parte integrante do tratamento de uma grande variedade de
doencas. Além disso, ha muitas macromoléculas biolégicas com potencial
terapéutico sob avaliagcéo clinica, além das j& registradas como agentes terapéuticos
(11,16, 20-22).

As proteinas podem ser usadas no tratamento de doencas humanas de trés
modos diferentes: por reposicdo direta de um fator cuja deficiéncia possa estar
ligada a patogénese de uma doenca, como vacinas ou para conseguir intervencdes
altamente seletivas, em curto prazo, para nodificar 0 processo patogénico. Esta
ultima categoria tem crescido muito como consequéncia do progresso dos meétodos
de expressao e clonagem génica. Em todas as categorias, a exigéncia do uso de
macromoléculas, ao invés de moléculas mais simples, € guiada pela necessidade de
um alto grau de especificidade na interacdo com o sitio alvo. Essa interagdo é
sempre reforcada pela atividade catalitica em nivel que ainda ndo pode ser obtido

com o uso de moléculas quimicas sintéticas (23).



Os produtos biotecnoldgicos tém sido adicionados ndo sé a produtos
farmacéuticos. A utilizacdo desses como principios ativos em cosméticos tem
crescido a cada dia. A realidade é que tanto os produtos cosméticos quanto 0s
produtos farmacéuticos tém se tornado mais complexos e cada vez mais proteinas
tém sido acrescentadas aos produtos de tratamento da pele, com o intuito de
prevenir ou atenuar o0s danos causados a pele como consequéncia do
envelhecimento (1,2,9).

Um dos maiores desafios remanescentes no desenvolvimento de proteinas
farmacéuticas é lidar com as instabilidades, quimica e fisica, dessas moléculas (2,9).
A instabilidade das proteinas é um dos maiores motivos pelo qual proteinas
farmacéuticas sdo administradas, tradicionalmente, mais por via parenteral que por

via oral, que € normalmente a via de administracdo para a maioria das drogas

guimicas tradicionais (24-25).

2.1.2 Estabilidade de biomodleculas farmacéuticas

E na estabilidade que reside a maior diferenca entre os compostos quimicos
tradicionais usados como drogas e as novas drogas compostas de peptideos e
proteinas produzidas por engenharia genética. Peptideos e proteinas sao altamente
susceptiveis a ambas as instabilidades, quimica e fisica, quando comparados com
drogas tradicionais (8,26-28). Isto introduz dificuldades sem igual na separacéo,
purificacdo, formulacdo, preservacado, estocagem e liberacdo destes compostos. A
instabilidade quimica resulta na geragdo de um novo composto quimico, formado
através de ligacdo ou clivagem da molécula. A instabilidade fisica envolve mudancas
na estrutura secundaria, tercidria ou quaternaria da molécula, que podem ser
manifestadas como desnaturacdo (rearranjo estrutural dentro da molécula),
adsorcdo, agregacao e precipitacdo. Ambas as mudancas, fisica e quimica, nos
peptideos e proteinas podem resultar numa perda de atividade biologica (6,8,
9,28,29).

De fato, a natureza fisico-quimica complexa das proteinas aumenta seu potencial
como farmacos e, ao mesmo tempo, aumenta sua fragilidade. As instabilidades

fisica e quimica de proteinas constituem uma barreira indiscutivel & comercializacao



dos biofarmacos (6,9,30,31). A grande quantidade de grupamentos funcionais
presentes nas proteinas amplifica 0 niumero de processos quimicos que podem
ocorrer. Consequentemente, proteinas podem sofrer uma variedade de reacdes intra
e intermoleculares que podem levar ao declinio ou perda da efetividade como
farmaco. Além da estabilidade quimica, as proteinas devem manter sua estrutura
tridimensional para serem efetivas como agentes terapéuticos. A perda da
conformacdo tridimensional leva ndo s6 a perda da atividade biol6gica, mas também
aumenta a suscetibilidade a processos de degradacdo, tais como agregacoes,
covalentes ou nao (9,28,29,32).

Entre os processos fisicos e quimicos de deterioracdo, a agregacao de proteina é,
sem duvida, a mais comum das manifestacdes de instabilidade de proteinas e pode
ocorrer em quase em todas as fases do desenvolvimento de drogas protéicas. A
presenca de quaisquer agregados insollveis em uma proteina farmacéutica é
geralmente inaceitavel para a liberacdo do produto (9). Geralmente sdo os
agregados protéicos que causam citotoxicidade (33). Embora um progresso
significativo tenha sido feito, a atual compreensdo da agregacdo de proteinas €&
ainda insuficiente (33-35). Sua prevencdo ou mesmo inibicdo moderada tem sido
gquase experimental. Portanto, uma melhor compreenséo do processo de agregacao
de proteinas é crucial no desenvolvimento de Varios produtos biofarmacéuticos (9).

Assim, o sucesso da formulacdo a base de proteinas depende da compreenséao
de suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, incluindo a estabilidade quimica
e fisica, a imunogenicidade e propriedades farmacocinéticas (29,36).

Existem, porém, problemas relacionados a administracéo e biodisponibilidade de
proteinas e peptideos usados como agentes terapéuticos. A modificacdo quimica
dessas moléculas bioativas com polietilenoglicol e seus derivados pode ser usada
para ajustar as propriedades moleculares para aplicacbes particulares, para
eliminacdo de propriedades desvantajosas ou para conferir novas funcoes
moleculares. Além das vantagens que oferece com relagdo a farmacocinética das
proteinas, a complexacdo com polietilenoglicol e seus derivados também é utilizada
na estabilizacdo quimica dessas e de outras moléculas bioativas, pois a
complexacdo aumenta a estabilidade da proteina frente ao calor, desnaturantes
guimicos e protedlise, e aumenta também a solubilidade e a atividade de enzimas
em solventes organicos hidrofébicos (11,37,38,39). Entretanto, proteinas conjugadas

com polietilenoglicol pertencem a uma nova classe de biomoléculas que ndo sao



proteinas nem polimeros, mas um hibrido destes dois compostos, e as estratégias
ou critérios para se produzir uma biomolécula conjugada com polietilenoglicol bem
caracterizada ainda séo um desafio (11,38,39,40).

Outro problema que resulta da estrutura quimica desses novos produtos € a
conservacdo. Sabe-se que as proteinas sdo neutralizadores de conservantes, e
tanto isso € conhecido que as proteinas sdo mesmo utilizadas em processos de
controle de qualidade microbiolégico para impedir a interferéncia dos conservantes
nas analises para determinacdo do numero de microrganismos viaveis nas
formulacdes (27,32).

Além das proteinas, outros componentes comuns nas formulagdes de uso tdpico
e que agem como neutralizadores de conservantes sao 0s tensoativos, sendo que o
efeito de neutralizacdo é maior para 0s compostos nao i6nicos do que para
compostos aniénicos e catidnicos (27,42). A interferéncia dos tensoativos néo
ibnicos na atividade dos parabenos, uma classe de conservantes utilizados em
cosmeticos, foi descrita pela primeira vez em 1950 por Bolle e Mirimanoff, e, desde

entdo, varios trabalhos confirmaram essas observacoes (43).

2.2 CONSERVANTES

Conservantes sao substancias adicionadas a produtos farmacéuticos e
cosméticos para prevenir ou retardar a deterioragcdo microbiana. Eles sdo um
importante meio de limitar o crescimento microbiano em varios tipos de produtos
farmacéuticos, cosméticos e alimentos, como também em outras &reas
especializadas (44). Conservantes antimicrobianos sdo usados para reduzir a
probabilidade de crescimento microbiano em produtos aquosos e para reduzir a
chance de sobrevivéncia microbiana em produtos anidros que podem ser
contaminados ou umedecidos durante o seu uso (45). Agéncias reguladoras
governamentais indicam o uso de conservantes em todas as formulagdes
farmacéuticas multidose (46).

Os conservantes tém como alvo bactérias, bolores e leveduras. A escolha do
conservante é uma tarefa complexa, porque os compostos fungicidas séo tidos

como 0S que possuem maior probabilidade de causar reacdes toxicas ou de



hipersensibilidade em humanos em relacdo aqueles que tém atividade bactericida
(47,48). Os conservantes sdo normalmente utilizados em concentraces muito
baixas, ou seja, menos de 1% da formulagéo, e sédo dirigidos a espécies como E.
coli, Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Staphylococcus spp, Serratia spp. e
Aspergillus niger (49).

Além disso, 0 numero de compostos quimicos permitidos para uso como
conservantes em alimentos e produtos farmacéuticos € limitado. Isso ocorre,
principalmente, devido aos problemas de toxicidade e potencial alergénico desses
compostos. Assim, € claro o cuidado necessario no momento da escolha de um
conservante a ser empregado para que o melhor desempenho possivel seja
conseguido com o menor potencial de toxicidade (50). Farmacos estéreis
acondicionados em recipientes com mdltiplas doses devem ter um sistema
conservante que seja capaz de os auto-esterilizar, pois eles também estdo sujeitos a
contaminacgdo. Produtos aquosos ndo estéreis precisam de sistemas conservantes
gue sejam capazes de reduzir sua carga microbiana a niveis aceitaveis em um
periodo de tempo razoavel e que garanta a auséncia de patdégenos (51-53).

Porém, de modo geral, todos os agentes conservantes sdo toxicos. Para
maximizar a protecdo aos consumidores, a concentracdo de conservantes que se
mostra efetiva no produto final deve estar bem abaixo dos niveis toxicos para
humanos. (46).

O objetivo da conservacgdo de produtos farmacéuticos € assegurar que o produto
esteja microbiologicamente seguro e estavel. O teste de eficacia de conservante é
realizado para determinar o tipo e a concentracdo minima efetiva de conservantes
requerida para conservar o produto durante a fabricacao e durante o periodo de uso
pelo consumidor. Esse teste é parte essencial da documentacdo da seguranca e
estabilidade desses produtos (45,54).

Geralmente, somente a fracdo nado-dissociada da molécula de um conservante é
ativa, pelo fato de sua porcdo ionizada ser incapaz de penetrar na célula do
microrganismo. Deste modo, o conservante selecionado devera estar na forma nao
dissociada no pH da formulagc&o. Portanto, a conservagéo de medicamentos envolve
formulacdo (incluindo agentes conservantes), controle de qualidade de matérias-
primas e material de envase, aderéncia as boas préticas de fabricacdo e

armazenamento sob condi¢cdes apropriadas (45).
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Incompatibilidades que resultam em inativagdo de conservantes envolvem
macromoléculas como derivados de celulose, polivinilpirrolidona, polietilenoglicol,
Tween 80, Myrj 52, entre outros. A temperatura de armazenamento de produtos,
assim como as interacdes com tensoativos ou outras substancias, pode modificar a
concentracéo de conservantes livres na fase aquosa (45).

Em quase todas as formulacdes farmacéuticas ha fatores propiciadores ou
inibidores do crescimento microbiano, como o pH, o efeito osmdético e a presenca de
substancias toxicas. O balanco entre esses fatores, incluindo a presenca de
conservantes, determina 0 crescimento microbiano ou taxa bactericida.
Deterioracdes quimicas ou fisico-quimicas podem produzir formulagbes com uma

significante contaminacdo microbiana e vice-versa (45).

2.2.1 Objetivos da Conservacéao

Sabe-se, ha muitos anos, que contaminantes microbianos podem causar a
deterioracdo de produtos farmacéuticos por meio de mudancas quimicas e fisicas,
tornando-os impréprios para uso. Alteragcdes quimicas sdo algumas vezes
acompanhadas pela formacéo de gas, alteracdo de cor e odor ou producéo de sabor
indesejavel. Reac¢des quimicas catalisadas por uma ampla variedade de enzimas
produzidas por microrganismos incluem hidrélise, desidratacédo, oxidacéo, reducéo,
descarboxilacdo, desaminacéao, fosforilacao e desfosforilagéo (46,55).

Bactérias, bolores e leveduras tém requerimentos metabdlicos diversos e séo
capazes de crescer em produtos farmacéuticos aquosos quando nutrientes estéo
disponiveis e quando as condicbes ambientais sdo suficientes. A regulacdo do
crescimento microbiano por agentes fisicos e quimicos foi estudada por Moat e
Foster (56). O entendimento do modo como esses fatores controlam o crescimento
microbiano é necessario para determinar as caracteristicas do sistema conservante
em um produto.

Farmacos podem ser metabolizados e transformados, assim, em formas menos
potentes ou quimicamente inativas. Além disso, agentes terapéuticos diversos
podem ser metabolizados e utilizados como substrato para o crescimento de

microrganismos (46).
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Os riscos do uso de produtos contaminados sdo devidos as infeccbes e danos
gue os microrganismos podem causar a saude humana. Varias investigacdes
conduzidas entre 1969 e 1977 revelaram contaminac¢des de cosméticos, produtos de
higiene e medicamentos (57-59). McCarthy relatou que padrdo similar de
contaminagdo de produtos ndo estéreis foi observado em industrias farmacéuticas e
cosmeéticas. Apesar de que a maioria dos fabricantes tem identificado os pontos
criticos de controle nos processos e implementado procedimentos validados para
prevenir a contaminagdo microbiana, problemas ocasionais de contaminagao ainda
ocorrem (60-61).

Em 1968, Dunnigan classificou o0s géneros Pseudomonas, Proteus,
Staphylococcus, Serratia, Streptococcos, Penicillium, Aspergilus e Candida como de
risco a saude (67). Bruch, em 1972, refinou esta classificacdo de microrganismos
patogénicos de acordo com o tipo de produto. Os efeitos diretos dos microrganismos
em infec¢gBes e doencgas tém sido observados por muitos anos, mas o papel desses
atuando na inflamacdo, imunomodulacéo e alterando a fisiologia humana somente
estdo comecando a ser estudados (68,69).

Nas décadas de 60 e 70 do século passado, varios foram os relatos de infeccbes
devido ao uso de produtos contaminados. Lo¢cbes para mé&os e cremes foram
identificados como fontes de infec¢cées hospitalares que resultaram em septicemia
devido a bactérias Gram negativas, particularmente E. coli, Klebsiella peneumaniae,
Enterobacter spp., e Serratia spp (61). Em 1966, Noble e Savin relataram
contaminacdo por Pseudomonas aeruginosa em um creme com esterdides
conservado com clorocresol. A contaminagcé@o foi causada por um decréscimo no
nivel de conservante na fase aquosa do produto, devido a particdo do conservante
com a fase oleosa, e a contaminacdo do produto foi facilitada pela préatica da
reutilizagéo de recipientes de embalagem (62,63).

Vérios estudos demonstraram também a conservacdo inadequada de mascaras
como a causa de lesdes nos olhos. Bhadaurie e Ahea observaram, em 1980, que os
sistemas conservantes de mascaras ndo usadas deterioram com o tempo (64).
Similarmente, em 1987, Orth e colaboradores demonstraram a diminuicdo da
eficacia do conservante em xampus contendo proteina durante o teste de
estabilidade em diferentes temperaturas. Estudos tém relatado a adsorgcédo de

conservantes por materiais de acondicionamento e por determinadas matérias-
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primas (talco, oxido de ferro e corantes), além de sua inativagdo por tensoativos
(65,66).

Os problemas causados pela contaminacdo microbiana podem ser minimizados
pelo uso de matérias-primas isentas de carga microbiana, pela aderéncia as boas
praticas de fabricacdo para reducdo da contaminag&do microbiana ocorrida durante o
processo, pela utlizacdo de sistemas conservantes nas formulacoes e pela
esterilizacdo dos produtos, quando possivel (45).

Porém, o uso de alguns produtos por consumidores, repetidamente, sujeita esses
produtos a contaminacédo (54). Para prevenir a deterioragcdo microbiana de produtos
ao longo de seu consumo e pelo seu prazo de validade pretendido, fabricantes
adicionam conservantes quimicos em suas formulacfes (47). A agua é uma matéria-
prima comum em cosméticos e em medicamentos de formulacdes tépicas e ha,
muitas vezes, a entrada de agua em produtos anidros durante o uso (70). A agua
expde o produto & contaminagao por bactérias e fungos.

Assim, a contaminacdo por microrganismos pode ocorrer em residuos de
produtos presentes nas beiradas dos frascos de acondicionamento se os residuos
forem diluidos com agua ou fluidos corporais contaminados (sangue, urina, fluidos
de tecidos). Esses microrganismos podem se tornar adaptados a produtos e podem
ser introduzidos dentro do mesmo enquanto a tampa estiver removida, resultando
numa contaminacao microbiana que permanece no produto (49).

Cosméticos normalmente ndo sdo estéreis e sdo liberados para o mercado de
acordo com os critérios de aceitabilidade da Cosmetic, Toiletry & Fragrance
Association (CTFA), que preconiza um limite de ndo mais que 500 UFC/g ou mL
para produtos da area dos olhos e ndo mais que 1.000 UFC/g ou mL para os demais
produtos. O CTFA recomenda um limite microbiano < 500 UFC/g ou mL para
bactérias Gram positivas para lancamento do produto no mercado, e critérios mais
rigidos para bactérias Gram negativas, que devem ser evitadas em qualquer nivel. O

CTFA néao tem um limite microbiano em seus guias para produtos em uso (71).
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2.2.1.1 Adaptacgdo Microbiana

Os microrganismos possuem diversas capacidades metabdlicas e utilizam
inUmeros compostos organicos, e alguns inorganicos, como substrato para crescer
(72). A modulacdo do metabolismo de bactérias em resposta a substratos no
ambiente e o problema da adaptacdo microbiana tém sido reconhecidos em varios
trabalhos (72-74). Até mesmo conservantes podem ser utilizados como substratos.
Em 1976, Close e Nielsen relataram o isolamento de uma cepa de Burkholderia
cepacia em emulsdes do tipo O6leo-Agua conservadas com metilparabeno e
propilparabeno. Esse microrganismo isolado era capaz de hidrolisar ésteres de
parabenos e podia usar propilparabeno como fonte de carbono e energia em meio
minimo (75).

Yablonski, em 1978, observou a importancia da limpeza e sanitizacdo de
equipamentos para prevenir a contaminacdao microbiana durante o processo de
fabricacdo. Equipamentos inapropriadamente limpos e sanitizados permitem a
presenca de residuos diluidos que possibilitam a adaptacdo dos microrganismos ao
produto, que se tornam propicios a contaminacéo pelos mesmos (77-78).

Levy, em 1987, confirmou que o teste de eficacia do conservante deveria ser
realizado para organismos que exibissem os mais altos niveis de resisténcia nos
produtos conservados (73). As cepas selecionadas para cada teste deveriam ser, no
minimo, organismos dificeis de inativar quando contaminassem o produto, tanto
durante a fabricacdo quanto durante o uso por consumidores. O uso
especificamente de organismos adaptados ndo é, entretanto, recomendado para
testes rotineiros porque os organismos de importancia para as industrias cosméticas
e farmacéuticas podem se adaptar para sobreviver e crescer em produtos
conservados. Entdo, o uso de organismos adaptados em teste de eficacia de
sistemas conservantes pode fazer com que os testes sejam impossiveis de serem
realizados, devido ao fato de que esses organismos podem ndo morrer quando
introduzidos em produtos para os quais eles estao adaptados (73).

O problema da adaptacdo microbiana ndo pode ser resolvido com o aumento da
poténcia do sistema conservante em todos os produtos, pois iSso poderia requerer o

uso de concentracdes de conservantes acima das toxicologicamente aceitas. Assim,
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embalagens alternativas ou reformulagéo dos produtos podem ser indicadas para a

eliminacao destas contaminacoes (79-81).

2.2.2 Reconhecimento do conceito de sistema conservante

Muitas vezes, a acdo conservante de uma formulacdo é considerada sendo
devida somente ao conservante usado. Entretanto, na pratica, 0 sistema
conservante de um produto envolve tanto a conservagdo quimica especifica quanto
a constituicdo fisico-quimica do produto (82). Conservantes quimicos ndo agem
independentemente do produto. Entdo, fatores como pH, atividade da agua,
disponibilidade de nutrientes, concentracdo de tensoativos, agentes sequestrantes,
componentes nao-aquosos, ingredientes insollveis e materiais interferentes
(antibidticos, antioxidantes) podem influenciar a acdo de conservantes em qualquer
formulacao (52).

Ha muitos componentes das formulacbes que podem contribuir com o sistema
conservante de um produto. Em algumas formulacdes, é possivel usar esses
componentes para reduzir ou eliminar o uso de conservantes (81-84). Um exemplo
de um produto auto-conservado pode ser um condicionador de cabelo com
compostos de amonio quartenario com pH menor que 4. De qualquer modo, o teste
de eficacia do sistema conservante € necessario para demonstrar que a formulacao
se encontra adequadamente conservada (55).

A escolha do conservante depende da formulac&o. A presenca de antibidticos em
uma formulacdo pode fazer com que o uso de conservantes especificos seja
desnecessario. O tipo e a concentracdo do antimicrobiano poderdo determinar se
agentes adicionais antimicrobianos serdo requeridos (63).

Microrganismos podem ser metabolicamente prejudicados ou estressados por
serem expostos a varias condi¢cdes fisicas e quimicas, como o calor em
temperaturas subletais, frio, secura, peréxido de hidrogénio, pH &acido e
desinfetantes. Microrganismos estressados geralmente sdo mais suscetiveis a
estresse secundario criado por condi¢Bes fisico-quimicas adversas encontradas em

sistemas conservantes (84-86).
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O entendimento das caracteristicas de um conservante ajuda a prover as bases
para selecao racional dos agentes mais adequados para uma dada formulagcédo. As
caracteristicas desejadas de um conservante ideal tém sido discutidas por muitos
autores e incluem o seguinte: o conservante deve ter um largo espectro de atividade;
deve ser efetivo e estavel em faixa de valores de pH encontrados em produtos
cosméticos e farmacéuticos; ser compativel com outros componentes em uma
formulacdo e com materiais de embalagem; ndo deve afetar as propriedades fisicas
do produto (cor, odor, sabor, viscosidade, textura); deve ter um coeficiente de
particdo Oleo/agua adequado para garantr uma concentracdo efetiva de
antimicrobiano na fase aquosa do produto; ser seguro para uso; obedecer
regulamentacfes governamentais; deve ter um custo/beneficio aceitavel para uso; e
deve inativar microrganismos rapidamente o suficiente para prevenir a adaptacéo
microbiana ao sistema conservante (44).

Conservantes sdo usados em produtos aquosos para exercer agao bactericida e
fungicida em curto espaco de tempo, para atingir critérios conhecidos de
aceitabilidade, prevenir o crescimento e a adaptacdo microbiana (52,61) e para
reduzir a probabilidade da persisténcia microbiana em produtos anidros que possam
ser contaminados e misturados a agua durante o uso. Acredita-se que quando ha
contaminagdo de um produto por microrganismos, estes podem desenvolver
resisténcia ao sistema conservante do produto se este ndo os eliminar com
velocidade suficiente para prevenir modificagBes bioldgicas ou genéticas (producéo
de enzimas, modificacdo de vias metabdlicas, detoxificacdo mediada por
hidroperoxidases e oxigenases) que capacitem 0s microrganismos a se adaptarem
ao produto (52,61).

2.2.3 Resisténcia cruzada a conservantes a outros agentes antimicrobianos

Resisténcia e tolerancia bacteriana a agentes antibiéticos, e seus mecanismos,
sdo muito estudados. Em contraste, os mecanismos de insuscetibilidade a agentes
nao-antibidticos, como conservantes e antissépticos, ndo sdo bem entendidos (86).

Para antibidticos, o alvo especifico em células microbianas ja € conhecido, ja para

biocidas, incluindo agentes conservantes, sdo consideradas multiplas acdes na
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célula, incluindo alteracbes da permeabilidade de membrana, inativacdo de enzimas
e interferéncia em &cidos nucléicos. Por muitos anos acreditou-se que bactérias nao
poderiam desenvolver resisténcia a biocidas. Nos ultimos anos, esta crenca tem sido
desafiada por resultados que demonstram que as bactérias desenvolveram
resisténcia a biocidas, como triclosana, clorexidina, compostos de amobnio
quaternario, entre outros. O progresso lento, mas continuo, nessa area, entretanto,
sugere gue a resisténcia bacteriana a nao-antibiéticos pode envolver mecanismos
tdo sofisticados de resisténcia como 0s expressos para antibiéticos (88). O aumento
da resisténcia a antibidticos e a desinfetantes pode ser devido a mutacdo ou
aquisicao de material genético por transferéncias de gene horizontal ou por agentes
antimicrobianos. Exposicdo a condicbes aerbbicas capacitam as células a
desenvolverem toleréncia ao estresse oxidativo. Foi demonstrado que a exposicéo
de células a doses subletais de peroxido de hidrogénio aumenta a resisténcia de E.
coli e Salmonella ssp ao agente. Falta de nutrientes ou baixos niveis de atividade da
agua resultaram em taxas menores de morte para P. aeruginosa durante o teste de
eficacia do sistema conservante em outros estudos (89). Entretanto, esses trabalhos
ndo demonstraram a presenca de diferentes niveis de proteinas de choque; seus
achados mostraram que a exposicao ao estresse ajuda a preparar a populacao para
sobreviver a outro tipo de estresse.

Desinfetantes com 6leo de pinho, salicilatos e outros acidos fracos podem induzir
resisténcia a multiplos antibiéticos em uma série de organismos. McDonnel e Russell
(88) relataram aumento da resisténcia cruzada ao calor, etanol e acido hipocloroso.
Esses relatos sugerem que a exposicédo a concentracdes subletais de biocidas pode
favorecer o desenvolvimento de microrganismos com aumento da tolerancia aos
biocidas e outros agentes antimicrobianos (89). Ndo ha dados suficientes para
relacionar o desenvolvimento de resisténcia a antibiéticos causada por
antimicrobianos ou biocidas em estudos de laboratério que ocorrem sob condicées
de uso do produto. Entretanto, fabricantes de cosméticos e produtos farmacéuticos
devem desenvolver programas que garantam que 0S seus produtos nao irdo
promover o desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos (89).

Considerando a sensibilidade relativa de varios tipos de bactérias a conservantes
de produtos farmacéuticos, é pertinente discutir os mecanismos envolvidos em suas
respostas a agentes quimicos. A resisténcia bacteriana a conservantes é

essencialmente de dois tipos: resisténcia intrinseca ou resisténcia adquirida. Esta
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ultima é resultado de mudancas genéticas na célula bacteriana e pode ser
decorrente tanto de mutacdo quanto da aquisicdo de material genético de outra
célula (44).

2.3 DETERIORACAO E CONSERVACAO DE PRODUTOS FARMACEUTICOS

A capacidade dos microrganismos de produzir deterioracdes por degradacdo em
produtos farmacéuticos ou cosmeéticos depende de suas habilidades em sintetizar
enzimas adequadas. Produtos farmacéuticos, cosmeéticos, alimentos e outros
produtos estdo em risco pelo fato dos microrganismos serem extremamente
versateis e adaptaveis em suas capacidades de sintetizar enzimas de degradacao.
Assim, uma das caracteristicas desejaveis num conservante seria a de incapacitar a
adaptacdo de microrganismos; isto reduziria a probabilidade da contaminacdo do
produto que poderia ocorrer como resultado de mau uso. Porém, parece razoavel
esperar que a adaptacdo microbiana possa ocorrer na presenca de concentracdes
subletais de um conservante, que sao aquelas que estdo abaixo da concentracéo
inibitéria  minima e podem ocorrer como resultado da incompatibilidade do
conservante com outro componente da formulagdo ou com o recipiente. Na
realidade, os microrganismos tém diversas aptidées metabdlicas e sdo realmente
habeis para utilizar inimeros compostos organicos como substrato. ISso mostra a
importancia de se utilizar um conservante, ou sistema conservante, adequado, e de
se conhecer a concentracdo minima necessaria para a sua eficacia (77,90).

A presenca de microrganismos nos produtos farmacéuticos e cosméticos,
como mencionado anteriormente, pode levar a infeccbes ou degradacao do produto,
com possivel mudanca de coloracdo da forma farmacéutica, producdo de gas e
formacdo de odores. Essas mudancas ocorrem, principalmente, quando o
microrganismo contaminante € um organismo que causa deterioracdo do produto.
Entretanto, a maior ameaca em termos de contaminacéo é a presenca de patdégenos
gue possam potencialmente causar problemas de saude. Microrganismos
patogénicos, tais como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, S&0

freqientemente encontrados em cosmeéticos contaminados (91). Até mesmo as
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deterioragbes causadas por microrganismos nao patogénicos podem causar
doencas sob condicdes especificas (48).

Uma variedade de conservantes pode ser utilizada na formulacdo de cosméticos
para prevenir a contaminacao por patdgenos ou microrganismos deteriorantes. Esse
uso estende o tempo de \alidade dos produtos. Deste modo, é importante que a
formula do produto se constitua como um ambiente hostil, onde os microrganismos
nao possam crescer ou sobreviver, ou seja, que confira caracteristicas microbiocidas
e microbiostaticas. Além disso, espera-se que a atividade do conservante seja
suficientemente rapida para garantir que qualquer contaminacdo introduzida pelo
consumidor seja eliminada no periodo entre usos. Dentre alguns dos conservantes
gue podem ser citados e que sdo comumente utilizados nesses tipos de formulacdes
estdo o benzil alcool, acido borico, acido sorbico, clorexidina, formaldeido,
parabenos, compostos derivados de aménio quartenario, fenol, compostos com
imidazolidinil, entre outros (48).

Apesar de sua importancia, a ciéncia da conservacdo de produtos farmacéuticos
e cosméticos somente vem sendo tratada como alvo cientifico nos ultimos anos.
Anteriormente a conservacgao era obtida pela utilizacdo de agentes germicidas, ainda
que com estes houvesse maiores possibilidades de riscos. Atualmente, uma maior
importancia é dada ao assunto conservacao ndo apenas devido a preocupacdo com
0 aspecto microbiolégico, mas também pelo potencial de toxicidade e de
irritabilidade dos conservantes (92). Assim, um fator que deve ser analisado é o fato
de que conservantes sdo moléculas que podem ser toxicas para os consumidores e
gue podem causar alergias e outros problemas de pele. Isso pode ser explicado, em
parte, pelo fato dos conservantes usados em cosméticos serem efetivos tanto contra
células eucaridticas como contra procaribticas, diferentemente dos antibiéticos que
agem especificamente contra um determinado tipo de células (93).

Cosméticos, Produtos de Higiene e Perfumes, definidos pela legislacdo vigente
como preparacfes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso
externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios,
orgaos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o
objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou
corrigir odores corporais e protegé-los ou manté-los em bom estado (94), ndo tém a
necessidade de serem estéreis, mas precisam ser adequadamente conservados ou

mesmo protegidos de contaminagcfes microbioldgicas e deterioracdes. Quando 0s
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consumidores utilizam produtos cosméticos, eles repetidamente estdo desafiando a
capacidade dos sistemas conservantes desses cosméticos em eliminar
microrganismos presentes, por exemplo, em suas m&os. O crescimento
microbiolégico pode ocorrer, ainda, em artigos cosméticos e de higiene
armazenados em locais onde estejam sujeitos a altas temperaturas ambiente e
umidade (48,95).

Além disso, a conservacdo também pode ser comprometida pela estrutura
guimica de produtos biofarmacéuticos. Sabe-se que as proteinas sédo
neutralizadores de conservantes. Elas sao utilizadas em processos de controle de
gualidade microbioldgico para impedir a interferéncia dos conservantes nas analises
gue determinam o numero de microrganismos viaveis nas formulacdes (27,32).

Além das proteinas, os tensoativos, outros componentes comuns nas formulagdes
de uso tépico, agem como neutralizadores de conservantes. Estd comprovado que o
efeito de neutralizacdo € maior para 0os compostos ndo i6nicos do que para
compostos anionicos e catibnicos (27,41). Bolle e Mirimanoff descreveram pela
primeira vez, em 1950, a interferéncia dos tensoativos nado iénicos na atividade dos
parabenos, uma classe de conservantes utilizados em cosméticos, e, a partir disso,
varios trabalhos confirmaram essas observacfes (43). A presenca desses dois
componentes, proteinas e tensoativos ndo i6nicos, numa mesma formulacao,
poderia acarretar em alguns problemas de conservacdo. Portanto, 0 uso
concomitante dos tensoativos e das proteinas ou peptideos em formulacdes
cosmeéticas ou em sistemas farmacéuticos, principalmente o uso de tensoativos nao
iIGnicos, mais comumente utilizados, pode ser questionado. Talvez isso possa
proporcionar a inativacdo do conservante ou, ainda que o tensoativo e a proteina
nao eliminem a atividade do conservante, talvez eles possam reduzir essa agao a
ponto de proporcionar a adaptacdo dos microrganismos a certos conservantes.

Os conservantes metilparabeno, propilparabeno e imidazolidinil uréia sdo os mais
utilizados em produtos cosméticos de uso tdpico segundo o Food and Drug
Administration (FDA), O'Brien e Steinbergh, e quando utilizados em conjunto
mostram uma das melhores atividades sinérgicas em termos de conservagao se
comparados a outros sistemas conservantes utilizados concomitantemente em
formulagBes topicas (96-98). Porém, estudos recentes demonstraram que a adicao
de 0,1% de superoéxido dismutase, comumente utilizada em preparacdes cosmeéticas

em concentragbes de 0,1 a 0,5%, foi capaz de modificar o comportamento de
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eficAcia de uma associacdo desses conservantes em uma formulacdo de uso tépico

do tipo gel creme (99).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficAcia de um sistema conservante,
composto de metilparabeno, propilparabeno e imidazolidinil uréia, de uma
formulacdo base e desta mesma formulacao adicionada de diferentes biomoléculas
farmacéuticas, além de realizar estudos de adaptacdo microbiana frente ao sistema

conservante das formulacdes que contém estas biomoléculas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desenvolvimento de formula¢gdes do tipo gel creme contendo um tensoativo
ndo ibnico, 0 sistema conservante composto por metilparabeno,
propilparabeno e imidazolidinil uréia, e uma das biomoléculas em estudo,
Colhibin®, Immucell® ou Revitalin®.

» Avaliacdo da qualidade microbiana das matérias-primas utilizadas na
preparacao das formas farmacéuticas.

» Contagem de microrganismos viaveis das formula¢des base e adicionada das
diferentes biomoléculas.

» Avaliacdo da eficacia do sistema conservante na formulacdo base e na
mesma formulagdo adicionada das diferentes biomoléculas.

» Estudos de adaptacé&o microbiana frente ao sistema conservante.



-22-

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Neste estudo foram utilizados reagentes de grau analitico nos ensaios e
matérias-primas de grau analitico ou farmacéutico para o preparo das formulacdes.
As biomoléculas utilizadas foram:
Immucell® - (glicoproteinas - INCI; CTFA) - mistura composta,
prioritariamente, de oligopeptideos glicosilados, além de proteinas e
aminoécidos;
Colhibin® - (hidrolisado de proteinas — INCI; CTFA) - fracdo isolada de
peptideos de arroz.
Revitalin®-BT - (glicoproteinas — INCI; CTFA) - é uma combinacdo de
constituintes citoplasmaticos e mitocondriais naturais, especificos,
selecionados de cepas de espécies de Saccharomyces cerevisae.
Todas as biomoléculas foram adquiridas da Penthapharm (Basel, Suica) e sédo
conservadas com 0,5% de Phenonip® (constituido de parabenos - metil, etil, butil,
propil e isobutil parabenos - e fenoxietanol).

Os meios de cultura usados foram das marcas Acumedia® ou Himedia®.

4.1.1 EQUIPAMENTOS

- Placa aquecedora Fisaton;

- Estufa MAO33 — Marconi.

- Estufa FANEM Ltda— S&o Paulo.

- Geladeira Consul biplex frost free 420.

- Destilador de agua - GFL 2008.

- Fluxo Laminar Labculture - ESCO Class Il type A2.
- Balanca eletronica Marte® - modelo As 500C.

- Balanca Analitica Chyo®.

- Autoclave Vertical Linea AV plus.



-23-

- Agitador de tubos vortex Super Mixer, Lab-line instruments Inc.

- Potenciémetro - Accumet® Research — AR15 pH Meter - Fisher-Scientific.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das formulacbes de uso topico adicionadas das biomoléculas

em estudo.

A composicéo das formulacdes de uso topico que foram utilizadas nos ensaios

esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo das preparagcdes de uso tépico testadas.

Formulacao

Formulagao com Formula_gé_lo Formul_agé}o
base immucell® com Colhibin® | com Revitalin®
(9 %) g %) (9 %) (9 %)
Carbémero
(Carbopol® 940) 0,30 0,30 0,30 0,30
Metilparabeno
(Metilparabeno®) 0,15 0,15 0,15 0,15
Propilparabeno
(Propilparabeno®) 0,05 0,05 0,05 0,05
Imidazolidinil
e 0,15 0,15 0,15 0,15
Base auto-
emulsificante
REGEsH e 2,00 2,00 2,00 2,00
(Cosmowax® J)
Glicerina 5,00 5,00 5,00 5,00
Trietanolamina 0,30 0,30 0,30 0,30
Immucell® ; 3,00 - .
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Revitalin® _ - - 3,00

Agua destilada 55 10000 qsp. 10000  g.s.p 100,00 g.s.p 100,00

As matérias-primas hidrossoliveis, com excec¢do da trietanolamina e da
imidazolidinil uréia, e as lipossoluveis foram aquecidas separadamente a 75°C. A
por¢do aquosa foi vertida sobre a oleosa e a esta mistura foi adicionada a
trietanolamina. A mistura foi agitada até completa homogeneizacéo e resfriamento e

s6 entao foram adicionadas a imidazolidinil uréia e as biomoléculas em estudo.

4.2.2 AVALIACAO DO pH DAS FORMULACOES DE USO TOPICO.

Uma aliquota de cada uma das preparacdes cosmeéticas foi diluida em &gua
destilada, numa concentracéo final de 10% (p/v), e teve seu pH determinado apos

24 h de preparo.

4.2.3 AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIANA DAS FORMULACOES.

4231 Meiosde cultura.

Os meios de cultura utilizados nos ensaios foram o caldo e o 4gar de caseina-
soja, para bactérias, e 0 caldo e o agar de Sabouraud-dextrose, para bolores e
leveduras. Todos os meios de cultura foram preparados a partir do meio de cultura

desidratado e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.
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4.2.3.2 Preparo das suspensfes de microrganismos padroes.

4.2.3.2.1 Microrganismos.

Os seguintes microrganismos padroes foram utilizados para os ensaios de
controle de qualidade microbiolégico: Staphylococcus aureus - ATCC 25923 (Gram
positiva), Escherichia coli - ATCC 25922 (Gram negativa — coliforme), Pseudomonas
aeruginosa - ATCC 27853 (Gram negativa), Candida albicans - ATCC 10231
(levedura) e Aspergillus niger - ATCC 16404 (bolor).

4.2.3.2.2 Manutencdo e cultivo das cepas e preparo das

suspensdes de microrganismos.

As cepas originais foram mantidas congeladas na forma de culturas em meio
sélido inclinado (slants), cobertas por 6leo mineral. Quando necessarias para 0S
estudos, essas cepas foram adequadamente descongeladas, semeadas em meios
de cultura frescos e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Essas
culturas foram utilizadas para repiques e formacédo de novas culturas, e utilizadas

Nnos ensaios.

4.2.3.2.3 Contagem de microrganismos.

A contagem de microrganismos das suspensdes de bactérias e leveduras
utilizadas para preparo dos inoculos foi feita pelo método de turbidimetria. As
suspensdes de microrganismos foram obtidas por adicdo de massa celular a 9 mL
de solucéo fisioldgica, com o auxilio da alca de platina, até que a suspenséo obteve
a mesma turbidez do tubo numero 1 da escala de MacFarland (100). Essas

suspensodes ou suas diluicdes foram utilizadas nos ensaios de controle de qualidade
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microbiol6gico. A escala de MacFarland foi preparada de acordo com método
descrito por Bier (100). A contagem das suspensdes de esporos de A. niger foi feita

com auxilio da camara de Neubauer.

4.2.4 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE MICRORGANISMOS VIAVEIS
NAS MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS NO PREPARO DA
FORMULACAO.

As matérias-primas utilizadas no preparo das formulacbes foram submetidas a
andlise microbiolégica. A contagem de bactérias mesdfilas e fungos totais foi
efetuada pelo método convencional de semeadura em superficie, usando solucéao
salina para as matérias-primas que nao continham conservantes ou um diluente
apropriado para inativar o sistema conservante no caso da presenca de
conservantes. No caso das bactérias mesobfilas, as placas de &gar caseina-soja
foram incubadas a 37°C e examinadas diariamente. A contagem de fungos foi
executada por semeadura das amostras em placa de agar Sabouraud-dextrose e
incubadas a 30°C por 7 dias.

4241 DETERMINACAO QUALITATIVA DA PRESENCA DE
BACTERIAS FERMENTADORAS DE LACTOSE.

A agua destilada utilizada no preparo das formulacées foi inoculada em 3 séries de
5 tubos com meio de cultura lactosado, contendo lauril sulfato de sédio e tubos de
Duhran, para determinacdo da presenca de bactérias fermentadores de lactose. Na
primeira série foram inoculados 10 mL de agua, na segunda série 1 mL e na terceira
0,1 mL. Os meios foram incubados em estufa bacteriol6gica a 37°C e a presenca de

bactérias fermentadoras foi avaliada pela produgéo de gas nos meios.
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4242 DETERMINACAO QUALITATIVA DE PRESENCA DE

Pseudomonas sp.

Uma aliquota de 50 mL da agua destilada utilizada no preparo das formulacées foi
filtrada em membrana estéril com poros de 0,22 um de diametro, a qual foi inoculada
em caldo de caseina e soja. Apos incubacdo em estufa bacteriolégica a 37°C, uma
aliquota deste meio foi inoculada por esgotamento em meio agar cetrimida, seletivo

para Pseudomonas sp.

425 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE MICRORGANISMOS VIAVEIS
NA FORMULACAO.

A contagem de bactérias mesofilas e fungos totais foi efetuada pelo método
convencional de semeadura em superficie, usando um diluente apropriado para
inativar o sistema conservante. No caso das bactérias mesdfilas, as amostras foram
inoculadas em placas de agar caseina-soja que foram incubadas a 37°C e
examinadas diariamente. A contagem de fungos foi executada por semeadura das

amostras em placa de agar Sabouraud-dextrose, incubadas a 30°C por 7 dias.

426 TESTE DE EFICACIA DO SISTEMA CONSERVANTE.

A eficacia do sistema conservante foi avaliada pelo teste desafio. Para executar o
teste foram adicionados 10° microrganismos por g de produto, quando o teste foi
realizado para bactérias, ou 10° microrganismos por grama de produto para bolores
e leveduras. Logo apés a adicdo da carga microbiana, a formulacdo foi agitada para
uma distribuicdo homogénea dos microrganismos e uma amostra desta formulacéo
contaminada foi diluida em um neutralizador adequado, semeada em meio solido,

incubada e o numero de UFC/g de formulacéo foi determinado. Esse processo foi
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repetido em tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 24 e 48 horas e 56 dias ap6s o
indculo, conforme ilustrado em figura 1. Para verificacdo da eficacia do sistema
conservante, uma curva de decréscimo de carga microbiana foi tracada e o valor D
foi calculado sempre que possivel, ou seja, sempre que a linearidade da curva
descendente de crescimento microbiano foi maior que 0,9. Para o calculo do valor D,
0 inverso negativo do coeficiente angular foi determinado, segundo metodologia
descrita por Orth (74). O valor D, ou ttmpo de reducao decimal (TRD), representa o
tempo necessario para reduzir o nimero inicial de microrganismos viaveis em 90%,
ou em um ciclo logaritmico (54).

Ty
._4

—

k,
maky Inclinada com oL saing  tubo n*i da escala
i rorganisnmo-tesis da MacFarand

AV N

30 g e qel crema

JomL salina

3 & :
Ehﬁ‘i iml .[: 1ml :] .
iy, Wiy wintl || 30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h, 48h
voves

i g

i oy

4 L 4

AmL | Tl | Tmi |
" nami 0,4mi 'baml

YYY vev vy

Figura 1 — Esquema da realizacdo de teste desafio

4.2.7 TESTE DE  ADAPTACAO MICROBIANA  AO SISTEMA
CONSERVANTE.

Os microrganismos testes foram semeados para crescimento em meio liquido
contendo o sistema conservante em diferentes concentracdes e na presenca das
diferentes biomoléculas e do tensoativo em estudo, comecando da menor
concentracdo de conservante e passando para uma maior sucessivamente, como
descrito por Favet e colaboradores (90), até que se encontrasse a maior

concentracdo do sistema conservante em que cada microrganismo fosse capaz de
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sobreviver. Para cada microrganismo crescido em uma concentragdo maxima, foi
feita uma semeadura em meio sdlido e as culturas foram mantidas congeladas e
cobertas com 6leo mineral como as cepas padrbes. Estes microrganismos foram
submetidos a um teste de concentracdo inibitéria minima, juntamente com os

microrganismos padrdes, para avaliagcdo da adaptagdo dos mesmos.

4.2.8 TESTE DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA.

Os microrganismos padrdes e as cepas obtidas apos o0 ensaio de adaptacao
microbiana foram submetidos a um teste de concentracdo inibitéria minima (ensaio
da diluicdo seriada), como descrito por Kavanagh (101), para comparacédo da menor
concentracao de conservantes capaz de eliminar os microrganismos submetidos ao
teste de adaptacao e as cepas padrdes. Cada microrganismo foi semeado em meio
liguido com diferentes concentracfes do sistema conservante, mantendo-se a

proporcao dos conservantes usados na formulacéo

4.2.9 ANALISES ESTATISTICAS.

Sempre que pertinente, os resultados obtidos nos ensaios foram analisados
estatisticamente. Para verificar se testes paramétricos ou nao-paramétricos deviam
ser empregados, foram realizados testes preliminares de normalidade da distribuicao
amostral. Quando adequado, os resultados foram avaliados estatisticamente
utilizando-se o teste two-way ANOVA, seguido do teste de comparac6es multiplas

de Bonferroni.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO MICROBIOLOGICA DAS MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS NAS
FORMULACOES.

5.1.1 Contagem de microrganismos viaveis nas materias-primas

As matérias-primas utilizadas no preparo das formulacfes foram submetidas
a analise microbioldgica. Os resultados das contagens de microrganismos viaveis

nas mesmas estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Contagem de microrganismos viaveis nas matérias-primas.

Carga microbiana (UFC/g)

Matéria-prima

Bactérias Fungos
Colhibin® 0 10
Immucell® 0 0
Revitalin® 100 0
Carbopol® 940 0 0
Cosmowax®J 0 0
Glicerina 0 0
Trietanolamina 0 0
Agua recém destilada 0 0

Legenda: os resultados representam média + desvio padréo; n = 3.
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5.1.2 Determinagdo qualitativa de presenca de bactérias fermentadoras de

lactose na agua destilada.

N&o foi observada producéo de gas nas culturas com caldo lactosado, o que

demonstra auséncia de bactérias fermentadoras de lactose na dgua destilada.

5.1.3 Determinacéo qualitativa de presenca de Pseudomonas sp.

N&o houve crescimento de Pseudomonas sp. nas placas com meio agar

cetrimida indicando, portanto, auséncia de bactérias este género na agua destilada.

5.2 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS VIAVEIS NAS FORMULACOES.

As formulagfes, contendo ou ndo as biomoléculas em estudo, foram testadas
com relacdo a presenca de microrganismos viaveis, utilizando-se um neutralizador
para inativacdo dos conservantes nas diluicbes decimais seriadas preparadas com

as formulacdes. Os resultados estdo na tabela 3.
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Tabela 3 - Contagem de microrganismos viaveis nas formulacoes.

Carga microbiana (UFC/g)

Bactérias Fungos
Formulacéo Base 0 0
Formulac&o com 3% de
0,3+0,5 02+04
Immucell®
Formulacdo com 3 % de
3,3+4,6 0
Colhibin®
Formulacé&o com 3% de
1+2 12+2

Revitalin®

Legenda: os resultados representam média + desvio padrédo; n = 6.

5.3 AVALIACAO DO pH DAS FORMULACOES DE USO TOPICO.

As preparacdes de uso topico desenvolvidas para o estudo tiveram seus pH
determinados e 0s mesmos estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados

apresentados representam média + desvio padréo de 6 determinacdes distintas.

Tabela 4 — pH das preparacoes de uso topico desenvolvidas.

I YT

Formulacao Base 7.47+0,20%
Formulagd&o com 3% de Immucell® 7,37 +0,09
Formulagcdo com 3 % de Colhibin® 7,15+ 0,10 #*
Formulagcdo com 3% de Revitalin® 7,63+£0,22 *

Agua destilada 6,22 + 0,28

Legenda: os resultados representam média + desvio padrdo; n = 6; *, significativamente

diferentes para p < 0,05.
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Os valores de pH obtidos para a formulagdo base foram significativamente
diferentes dos obtidos para a formulacéo adicionada de Colhibin®, mas néo para as
demais formulagdes. Entre as formulacdes adicionadas de biomoléculas, somente
as que continham Colhibin® e Revitalin® apresentaram valores de pH com diferencas
significativas entre eles.

5.4 TESTE DE EFICACIA DO SISTEMA CONSERVANTE — TESTE DESAFIO

As formulacdes, gel creme base e gel creme adicionado de 3% de cada umas das
biomoléculas em estudo (Immucell®, Colhibin® e Revitalin®) foram inoculadas com
diferentes tipos de microrganismos e, em periodos de tempo pré-determinados,
amostras destas formulacdes foram diluidas e inoculadas em meio sélido para a
contagem de microrganismos viaveis presentes nas formula¢gdes. Todos os tipos de
formulagcées foram desafiados com cada um dos cinco microrganismos por, no
minimo, trés vezes. A média dos resultados foi representada graficamente em uma
curva logaritmica de decréscimo de carga microbiana em funcdo do tempo, e a
regressao linear dos pontos iniciais foi calculada para a determinacdo do valor D. Os
resultados obtidos estéo apresentados nas figuras 2 a 6 e tabelas 5 e 6.

A figura 2 mostra a curva de decréscimo de carga microbiana das formulacdes de
gel creme base em comparacdo as formulacdes de gel creme adicionadas de

Immucell®, de Colhibin® ou de Revitalin® que foram desafiadas com Escherichia coli.



-34-

@)

0,9668

y =-0,9297x + 6,2051
R2

M~ © Ie} < ™ N
o1npoid op Beueiqosoiw ebied ep 607

50

45

20 25 30 35
Tempo (h)

15

10

(b)

0
©
<
l
5 o
© 5
+ 3
x O
N o
o
2o
0N
o X
T
I
>

T T T T T
N~ © n < ™ N

o1npouid ap Beueiqoloiw ebied ep 607

50

45

20 25 30 35
Tempo (h)

15

10



-35-

(c)

7 1
S ¢
> ¢
g6
o
(]
©
2°]
% *
'-g 4 - y =-0,7035x + 6,0041
S R?=0,9311
S
c 3
o 3
@
(&)
© 2 4
'; .
o * *
-

1 T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h)
(d)

7 1
8
>
©
e
o
S
% y =-0,7271x + 6,3662
= R = 0,9714
=z
o
=
S
©
o
@
(&)
©
o© L 4
(@]
o
_I &-

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h)

Figura 2. Curva de sobreviventes de Escherichia coli em fungdo do tempo de
inoculacéo da carga microbiana na formulacédo base (a); na formulacédo adicionada
de Immucel® (b); na formulacdo adicionada de Colhibin® (c) e na formulagéo
adicionada de Revitalin® (d) (n = 3).
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Observando os valores D obtidos para as diferentes formulacdes, € possivel notar
que a formulacéo acrescida de Immucell® mostrou o maior tempo para eliminacdo da
carga microbiana dentre as formulacdes desafiadas com E. coli.

Quando o microrganismo desafiador foi o Staphylococcus aureus, uma bactéria
Gram positiva comumente encontrada na pele, a curva de decréscimo da carga
microbiana obtida teve o comportamento representado pela figura 3. As formulacdes
adicionadas de Immucel® desafiadas com Staphylococcus aureus apresentaram o
maior aumento no tempo de reducdo decimal da carga microbiana, ou seja, a maior
variacdo do valor D, dentre as bactérias testadas para essa formulagéo (tabelas 5 e
6). Entretanto, se uma comparacao desse parametro for feita em relagdo as demais
formulacdes adiciondas de biomoléculas, é possivel perceber que a formulacéo
acrescida de Colhibin® apresentou um maior valor D quando o organismo desafior

erao S. aureus.
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Figura 3. Curva de sobreviventes de Staphylococcus aureus em fun¢do do tempo de
inoculacéo da carga microbiana na formulacéo base (a) e na formulacéo adicionada
de Immucel® (b); na formulacdo adicionada de Colhibin® (c) e na formulagéo

adicionada de Revitalin® (d) (n = 3).

Os resultados obtidos para o teste desafio realizado com Pseudomonas
aeruginosa estao apresentados na figura 4.

A formulacdo acrescida de Colhibin® apresentou o maior aumento no tempo de
reducao decimal da carga microbiana dentre os organismos testados e formulacfes

avaliadas (tabelas 5 e 6, e figura 4).
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Figura 4. Curva de sobreviventes de Pseudomonas aeruginosa em funcéo do tempo
de inoculacdo da carga microbiana na formulacdo base (a) e na formulacao
adicionada de Immucell®(b); na formulacdo adicionada de Colhibin® (c) e na

formulacdo adicionada de Revitalin® (d) (n = 3).

As formulagdes contendo Immucell®, Colhibin® e Revitalin® que foram desafiadas
com a levedura Candida albicans (figura 5), apresentaram o menor aumento, e até
decréscimo, percentual do valor D em comparacdo a base, dentre todos os
microrganismos testados (abela 5 e figura 10). Ja o experimento realizado com o
bolor Aspergillus niger apresentou as curvas de decréscimo mostradas na figura 6,
com o segundo maior percentual de aumento do valor D obtido para as formulagdes
e 0 maior aumento percentual para a formulacdo acrescida de Immucell® com

relacdo a base (tabela 5 e figura 12).
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Figura 5. Curva de sobreviventes de Candida albicans em funcdo do tempo de

inoculagcéo da carga microbiana na formulagéo base (a) e na formulagéo adicionada

de Immucell®(b); na formulacdo adicionada de Colhibin® (c) e na formulagéo

adicionada de Revitalin® (d) (n = 3).
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de Immucel® (b); na formulacdo adicionada de Colhibin® (c) e na formulagéo

adicionada de Revitalin® (d) (n = 3).

Tabela 5 - Valor D obtido para as formulagbes com e sem macromoléculas

submetidas ao teste desafio.

Formulac6es

Microrganismos

Equacédo dareta
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Coeficiente de

Gel creme Base

Gel creme com 3%
de Immucell

Gel creme com 3%
de Colhibin

Gel creme com 3%
de Revitalin

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Aspergillus niger

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Aspergillus niger

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Aspergillus niger

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Aspergillus niger

y =-0,9297x + 6,2051
y =-0,7883x + 6,1574
y =-0,3547x + 5,886
y =-0,4317x + 4,4732
y =-0,119x + 4,3902

y =-0,5795x + 6,1468

y =-0,427x + 4,4063
y =-0,2101x + 5,9013
y =-0,3635x + 5,0635

y =-0,0447x + 4,1081

y =-0,7035x + 6,0041

y =-0,3623x + 5,6981

y =-0,0864x + 55716

y =-0,5815x + 53493

y =-0,0484x + 45147
y =-0,7271 + 6,3662

y =-0,3662x + 5,1425
y =-0,2495x + 58966
y =-0,7327x +5,1634

y =-0,049x + 3,518

Legenda: *, valor calculado para R < 0,9; D = -1/a (y = ax + b).

1,07
1,27
2,82
2,32
8,40
1,72
2,34
4,76
2,75

22,37

1,42

2,76

11,57

1,72

20,66
1,37
2,73
4,00
1,36

20,41

correlacéo (%)

0,9668
0,9453

0,978
0,964

0,8176*

0,9402

0,9088
0,9104
0,9909

0,9094

0,9311

0,9678

0,9189

0,9646

0,9113
0,9714

0,9568
0,9653
0,9761

0,9478
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Tabela 6 - Tempo de eliminacéo total do indculo nos produtos.

Formulacdes Microrganismos Valor D Log do Tempo de elimiacéo (h)
inéculo Estimado Experimental
Escherichia coli 1,07 6,20 6,63 6
Staphylococcus aureus 1,27 6,16 7,82 entre 6 e 24
GelI);;eeme Pseudomonas aeruginosa 2,82 5,89 16,61 >48
Candida albicans 2,32 4,47 10,37 entre 6 e 24
Aspergillus niger 8,40 4,39 36,88 48
Escherichia coli 1,72 6,15 10,58 entre 6 e 24
Staphylococcus aureus 2,34 441 10,32 entre 6 e 24
Gel creme com
3% de Pseudomonas aeruginosa 4,76 5,90 28,08 >48
Immucell
Candida albicans 2,75 5,06 13,91 >48
Aspergillus niger 22,37 411 91,94 > 48
Escherichia coli 1,42 6,00 8,52 >48
Staphylococcus aureus 276 5,70 15,73 <48
Gel creme com )
3% de® Pseudomonas aeruginosa 1157 5,57 64,44 > 48
Colhibin
Candida albicans 172 5,35 9,20 Entre 6 e 24
Aspergillus niger 20,66 4,51 93,18 >48
Escherichia coli 137 6,37 8,73 Entre 24 e 48
Staphylococcus aureus 2,73 5,14 14,03 Entre 24 e 48
Gel creme com
3% de Pseudomonas aeruginosa 4,01 5,89 23,62 >48
Revitalin
Candida albicans 1,36 5,16 7,02 Entre 6 e 24
Aspergillus niger 20,41 3,52 71,84 >48

Para uma visualizacdo mais facil das alterac6es nos tempo de eliminacdo do
bioburden da cada uma das formulacfes e organismos teste, os valores D obtidos
nos testes desafio foram plotados em valores percentuais com relacdo a formulacao
base, para as diferentes formulagdes por tipo de microrganismo usado no teste

desafio (figuras 7 a 11).
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Base e E.coli  Immucell e E.coli Colhibine E.coli Revitaline E.coli

Figura 7 - Comparacdo em porcentagem dos valores D para as diferentes

formulagdes desafiadas por E. coli.

Observando a figura 7 em que hd a comparacdo do valor D para as
formulacGes desafiadas por E. coli em relacdo ao gel creme base, é possivel
perceber que a brmulacdo adicionada de Immucell® apresentou o maior aumento
percentual (61%) do parametro analisado. As formulagbes acrescidas dos ativos
Colhibin® e Revitalin® apresentaram um aumento percentual de, respectivamente,

32% e 28% no valor D em relacéo ao gel creme base.
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Base e S. aureus Immucell e Colhihine S. Revitaline
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Figura 8 - Comparagdo em porcentagem dos valores D para as diferentes

formulacdes desafiadas por S.aureus.

Quando o microrganismo desafiador era S. aureus, a formulacdo que mostrou
um maior aumento de valor D em relacdo a base foi a formulagdo acrescida de

Colhibin® que obteve um aumento percentual de 117%.

450
400 -
350
300 + W Base e P. aeuruginosa

250 B Iimmucelle P.aeuruginosa

200 - B Colhibine P.aeuruginosa

150 - H Revitaline P.aeuruginosa
100 -

-

0 T . T 1

Base e P. Immucelle P. Colhibine P. Revitaline P.
aeuruginosa aeuruginosa aeuruginosa aeuruginosa

Figura 9 - Comparacdo em porcentagem dos valores D para as diferentes

formulacdes desafiadas por P. aeruginosa.
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Observando a figura 9 em que ha a comparacédo do valor D para as diferentes
formulacbes desafiadas por P. aeruginosa em relacdo ao gel creme base, é
possivel perceber que a formulacdo adicionada de Colhibin® apresentou o maior
aumento percentual (310%) da variavel analisada. As formula¢gdes acrescidas dos
ativos Immucell® e Revitalin® apresentaram um aumento percentual de 68% e 42%,

respectivamente, no valor D em relacdo ao gel creme base.

140 +
120 -
100 -
80 - H Base e C. Albicans
B Immucelle C. Albicans
60 -
W Colhibine C. Albicans
40 W Revitaline C. Albicans
20
0 T T T 1
Base e C. Immucelle C. Colhibhine C. Revitaline C.
Albicans Albicans Albicans Albicans

Figura 10 - Comparacdo em porcentagem dos valores D para as diferentes

formulagdes desafiadas por C. albicans.

Para os testes desafios em que o microrganismo utilizado foi C. albicans, a
formulacdo com Immucell® mostrou um maior valor D em relacdo a base e demais
formulacdes testadas. O aumento percentual desse foi de 18% em relacdo a base.
Ja as formulacBes acrescidas de Colhibin® e Revitalin®, apresentaram descréscimo

no valor D quando comparadas ao gel creme base.
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300 +
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B Colhibine A. niger
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M Revitaline A. niger
50 -
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Base e A. niger  Immucell e A. Colhibine A. Revitaline A.
niger niger niger

Figura 11 - Comparacdo em porcentagem dos valores D para as diferentes

formulagdes desafiadas por A.niger.

Quando se utilizou como desafiante o bolor A. niger, a formulacdo adicionada
do ativo Immucell® voltou a apresentar um maior aumento percentual do valor D em
relacdo a base. Esse aumento chegou a ser 166% em relacdo ao tempo de reducéo
decimal observado para o gel creme livre de ativos. As formulagdes que continham
Colhibin® e Revitalin® presentes mostraram um aumento percentual de,

respectivamente, 103,8% e 81% em relagéo ao valor D apresentado pela base.
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5.5 TESTE DE ADAPTACAO MICROBIANA

Tabela 7. Teste de adaptacao realizado com a cepa padrédo de E. coli submetida a

diferentes condicdes de crescimento.

Microrganismo teste: E. coli

_ Concentragdo de ® Le o= © g o S@ o9
sistema conservante - + g +S | +5 Q + 55 AN : S 2 g
propilparabeno: o2 @z = o g oz e @Elecy E
metilparabeno: o9 P 35| 23 ¢ 2Pc |2 S BLEESE
- .. = £ ECO = c £ ECQ’EC‘DQECQ’_
imidazolidinil uréia S S 7 S 7 o= s 7| g%
(mg/mL) (&) (&) (&) O 4+ O 4+ O +
0,25:0,75: 0,75
0,2:06:0,6
- - - - + + + +
01:03:03
+ + + + + + + +
0,05:0,15:0,15
+ + + + + + + +
Legenda: +, crescimento microbiano; -, auséncia de crescimento microbiano.

Observando os dados ilustrados na tabela 7, em que h& o resultado do teste
de adaptacdo para E. coli, percebe-se que o0s experimentos em que o0S
microrganismos cresceram em meio de cultura no qual estavam presentes o
tensoativo e o sistema conservante ou tensoativo, sistema conservante e um dos
ativos cosmeéticos foram os que mostraram a necessidade uma maior concentracao

de conservante para inibicdo de crescimento em relacdo aos demais.
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Tabela 8. Teste de adaptacao realizado com a cepa padrao de S. aureus submetida

a diferentes condicfes de crescimento.

Microrganismo teste: S. aureus

~Concentragao de & ze o= 29 o 2@ 2 8=

sistema conservante - < c c cQ k= cE—N= 5 Q

. ) + 3 + c 3 + 8 9 t 8@ |[FTd®@ gt cc Q

propilparabeno: o> o2 = og 2 o200 020 =loz03

i : To |@0=| sotE sol2 a2 =(co?E

~ metilparabeno: S0 S0 °| sa¢t 2a5 2059205 E

imidazolidinil uréia S s © S T Sk S o S~ T

(mg/mL) o o t o o + o + t o +

08:24:24 - - _ _
05:15:15 . + + + +
0,25:0,75: 0,75 - . + . + + + +
02:06:06 + + + + + + + +
01:03:03 + + + + + + + +
0,05:0,15:0,15 + + + + + + + +

Legenda: +, crescimento microbiano; -, auséncia de crescimento microbiano.

Os resultados do teste de adaptacéo obtidos para S. aureus revelaram que os
microrganismos submetidos a crescimento em meio bacteriolégico adicionado de
conservante, tensoativo e uma das biomoleculas ativas conseguiram resistir a

maiores concentracdes de sistema conservante.



Tabela 9. Teste de adaptagédo realizado com a cepa padrdo de P. aeruginosa

submetida a diferentes condicdes de crescimento.

Microrganismo teste: P. aeruginosa

. Concentracéo de ® Le 2@ o 2 Se ® .g®=
S|stema_conservan.te— + 5 + 5 __g + 5 g +S5E |+ 5% -_% + S5 3
propilparabeno: o2 oz =02 S oo lo2 o 8lo>0 8
; . D O 20 =|0a0 E 202 go 2=lzcgao @ E
metilparabeno: % o g » o % o £ % a5 g A5 o g 3 S g
imidazolidinil uréia 5 5 c+> 5 E 5 = S t+> Sk £
(mg/mL) o o o + o + o + o + +
1:3:3 - - -
08:24:24 - - - * + *
05:15:15 - + + - + + + +
0,25:0,75: 0,75 + + + + + + + +
0,2:06:06 + + + + + + + +
0,1:03:03 + + + + + + + +
0,05:0,15:0,15 + + + + + + + +

Legenda: +, crescimento microbiano; -, auséncia de crescimento microbiano.

Quando a cepa que passou pelo teste de adaptacdo foi de Pseudomonas
aeruginosa, 0S microrganismos que cresceram em meio adicionado de conservante,
tensoativo e uma das biomoléculas conseguiram sobreviver a concentractes
maiores de conservantes, concentracdes estas que chegaram a ser superiores as

concentragdes de uso dos conservantes nas formulagdes em estudo.
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Tabela 10. Teste de adaptacdo realizado com a cepa padrdao de C. albicans

submetida a diferentes condi¢des de crescimento.

Microrganismo teste: C. albicans

Concentragéo de

istema conservant £ =5 2% 22| &3¢ | g8«
ssea_cosea.e- + 5 e .53 +52 [+ E8E+55 3
proplllparakt))eno. % % '8 QE, = '8 qa) g '8 % S _% aE) o= ,g GE) 2 g
metilparabeno: 0 23 @ o c R R
imidazolidinil uréia =5 | =5 O =g E 2ceEeR © =ZcQE
(MG/mL) 2 © o + & 4 o 4+ o+ +
1:3:3 ] )
08:24:24
+ - +
05:15:15
- - - - + + +
0,25:0,75: 0,75
+ + + + + + +
02:06:0,6
- + + + + + + +
01:03:03
+ + + + + + + +
0,05:0,15:0,15
+ + + + + + + +

Legenda: +, crescimento microbiano; -, auséncia de crescimento microbiano.
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Observando os dados ilustrados na tabela 10, em que h& comparacao entre
as concentracfes minimas de conservantes a partir das quais o crescimento de C.
albicans era interrompido, nota-se que 0S organismos que cresceram em meio em
gue estavam presentes 0 tensoativo, sistema conservante e um dos ativos
apresentaram a necessidade de uma maior concentragdo de conservantes para a
inibic&o de crescimento.

Tabela 11. Teste de adaptacédo realizado com a cepa padrdo de A. niger submetida

a diferentes condicdes de crescimento.

Microrganismo teste: A. Niger

Concentracao de
. ¢ [ e Le_ 28| 28| gSe
sistema conservante - + 5 + 5 £ + S ® +EE [+ 555,553
propilparabeno: o2 ocz2| o2 S 023 |e29Eflo2g S
metilparabeno: Q9 0 03 00 E 090 c [0 c Floc £
_ metiiparabeno. =2 NN = 2 c =25 |20 83|25 ¢
imidazolidinil uréia o o o = o+ o sk =
(MG/mL) o o + o + o + o 4+ *+ o + +
02:06:06
0,1:03:03 - + - - + - - -
0,05:0,15:0,15 + + + + + + + +

Legenda: +, crescimento microbiano; -, auséncia de crescimento microbiano.

Em relacdo ao teste de adaptacdo microbiana realizado com a cepa de A.
niger, cujos resultados estdo apresentados na tabela 11, percebe-se que os inéculos
que cresceram em meio de cultura no qual estavam presentes Colhibin® e sistema
conservante ou sistema conservante e tensoativo foram os que apresentaram a
necessidade de maiores concentracdes de conservantes para a inibicdo do

crescimento microbiano.



-57-

5.6 AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (MIC)

As cepas padrbes de microrganismos e as cepas obtidas apds o ensaio de
adaptacdo microbiana foram submetidas ao teste da concentrac&o inibitoria minima
do sistema conservante, respeitando-se as propor¢cdes dos conservantes usadas
nas formulagdes.

Os resultados deste ensaio estdo mostrados na tabela 12 e figuras 12 a 16.

Tabela 12. Valores de @ncentracdo inibitéria minima (mg/mL) dos conservantes
obtidas para as cepas de organismos testadas.

Concentracéo inibitéria minima do sistema conservante
eno:metilparabeno:imidazolidinil uréia (mg
Cepas
testadas

P. aeruginosa C. albicans

Cepa Padréo 0,2:0,6:0,6 04:1,2:1,2 04:12:1.2 0,25:0,75:0,75 0,2:0,6:0,6
(ATCC)
Cepa
submetida a
adaptagéo em 0,2:0,6:0,6 04:12:1,2 04:12:1,2 0,25:0,75:0,75 0,2:0,6:0,6
meio com
conservante
Cepa
submetida a 057:17:17
adaptacdo em . . . . . . , b T A S X X
meio com 0,2:0,6:0,6 05:15:15 04:12:1.2 (+ 0,21:0,62: 0,62) 0,2:0,6:0,6
conservante e
Colhibin ™
Cepa
submetida a 035105 1.05
adaptacdo em . . . . oo 1,000 1, . . . .
meio com 0,2:0,6:0,6 05:15:15 (£ 0,09 : 0,26 : 0,26) 05:15:15 0,2:0,6:0,6
conservante e
Immucell
Cepa
submetida a
adaptagdo em 0 2:0,6:0,6 05:15:15 04:1,2:1.2 04:1,2:1.2 0,2:0,6:0,6
meio com
conservante e
Revitalin®
Cepa
submetida a
adaptacdo em . . . . . . . . . .
meio com 0,2:0,6:0,6 05:15:15 04:12:12 08:24:24 0,2:0,6:0,6
conservante e
tensoativo
Cepa
submetida a
adaptagdo em . .
meiocom  0,25:075:0,75  0,25:0,75:0,75 05:15:15 & oBY 026 026)
conservante, - o 7
tensoativo e
Colhibin®
Cepa
submetida a
adaptagdo em
meio com 0,25:0,75:0,75 0,25:0,75:0,75 05:15:15 0,25:0,75:0,75 0,2:0,6:0,6
conservante,
tensoativo e
Immucell
Cepa
submetida a
adaptacdo em . .
meio com 02:06:06  025:075:0,75 05:15:15 047:14:1,4
conservante, (x0,06:0,17:0,17)
tensoativo e
Revitalin®

0,2:0,6:0,6

0,2:0,6:0,6
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Como pode-se perceber, os diferentes tipos de microrganismos respoderam
de forma diversa ao teste. Varias das cepas de E. coli submetidas ao teste de
adaptacdo foram sensiveis as mesmas concentragdes inibitérias minimas de
conservantes que a cepa padrdao, com excecdo das cepas que eram advindas do
teste de adaptacdo em que os ativos Colhibin® e Immucell® estavam presentes no
meio de crescimento, juntamente com o tensoativo nao idénico.

As cepas de S. aureus responderam de maneira diferente ao teste em relacéo
as cepas de E. coli. Os microrganismos que vieram do teste de adaptacdo em que
um dos ativos, conservantes e tensoativo estavam presentes no meio, exigiram
menor concentragdo de conservantes para inibicdo de crescimento que acepa
padrdo. Entretanto, as cepas que cresceram em meio com conservantes e as
biomoléculas ou com conservantes e tensoativo no teste de adaptacao,
apresentaram a necessidade de uma concentracdo superior de conservantes para
inibicdo do crescimento do que a cepa padréao.

No caso das cepas de P. aeruginosa, 0s microrganismos que tinham como
origem o teste de adpatacdo em que o0 sistema conservante, tensoativo e um dos
ativos estavam presentes no meio, a concentracdo inibitéria minima do sistema
conservante foi maior que o apresentado pela cepa padrdo e pelos demais
organismos advindos do teste de adaptacdo. Nota-se que as cepas provindas do
teste de adaptacdo em que estavam presentes 0 sistema conservante, um dos
ativos e o tensoativo necessitaram de uma concentragdo maior de conservantes, em
relacdo a cepa padréo, para que o crescimento fosse inibido.

Para uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos e para comparacao dos
valores de concentracdo inibitoria minima obtidos para as diferentes cepas de
microrganismos testadas com a concentracdo de conservantes usadas nas
formulagbes, os resultados foram expressos graficamente. Estes resultados estao
apresentados nas figurasl2 a 16. As barras azul e vermelha presentes nas figuras
abaixo representam as concentracdes de uso de sistema conservante nas
formulacbes. A barra azul ilustra a concentracdo de uso nas formulacdes de
propilparabeno. Ja a barra vermelha, as concentracfes de uso de metilparabeno e

imidazolidinil uréia nas formulacdes testadas.
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B Propilparabeno

L& # Metilparabeno

B Imidazolidinil uréia

o+

Cepa Padrdo  Conservante Conservante ¢ Conservante @ Conservante e Corservante e Conservante, Conservante, Conservante,
[ATCC) Colhibin® Imrucell® Revitalin® tersoative  tenscativoe  tensoativoe  tensoativo e
Colhibin® Immucell® Revitalin®

i

-

=
=

=

Concentracio de conservantes [mgs/mL)

a
=

=]
[

Figura 12. Comparacdo das concentragdes inibitdrias minimas do sistema

conservante obtidas para as diferentes cepas de E. coli testadas.

16 B Progilparabeno
B Mefilparabeno

L B imidazelidinil uréia

=

1

| Il

-
£

=
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Concentragio de conservantes [mgfmlL)

=
=

&l

Cepa Padrio  Comervante Corservante @ Conservante e Conservante ¢ Conservante @ Conservante, Conservante, Conservante,
{ATCC) Colhitin® Immucell® Revitalin®  tensoative  tensoativo e  tensoativoe  tensoativo e
Colhibin® Imimucell* Aevitalin®

Figura 13. Comparagdo das concentragfes inibitérias minimas do sistema
conservante obtidas para as diferentes cepas de S. aureus testadas.
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Cepa Padrdo Conservante Conservante Conservante Conservante Conservante Conservante, Conservante, Conservante,
(ATCC) e Colhibin® e lmmucell® e Revitalin® e tenscativo tenscativo e tensoativo e tensoativo e
Cothibin®  Immwcel™  Revitalin®

=

Concentracio de cada Conservante [mg/mlL)
& &5

Figura 14. Comparacdo das concentracfes inibitrias minimas do sistema

conservante obtidas para as diferentes cepas de P. aeruginosa testadas.

® Propilparabeno
m Metilparabeno

B Imidazolidinil uréia
15

Mhl

Cepa Padrio Conservante Conservante Conservante Conservante Conservante Conservante, Conservante, Conservante,
[ATCC) ¢ Colhibin® e lmmucell® e Revitalin® e tensoativo  tenscativo ¢ tensoativo e tensoative e
Colhibin® Immuceli® Revitalin®

Concentragio de cady conservante (mg/mL)

Figura 15. Comparacdo das concentracdes inibitorias minimas do sistema
conservante obtidas para as diferentes cepas de C. albicans testadas.
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Para C. albicans obteve-se um resultado que chamou atencéo pelo fato de
gue as cepas que provinham de teste de adaptacdo em que estavam presentes no
meio de cultura o sistema conservante e Colhibin® e também naquele em que havia
sistema conservante e tensoativo apresentaram as maiores concentragées inibitérias
minimas e ainda concentracdes superiores as utilizadas nas formulacdes estudadas,

expressas pelas linhas continuas nos graficos.

B Propilparabeno

[ | ilpar;

® Imidazolidinil ureia

B

e

o+

Cepa Padrac Comservante Conservante Conservante Conservante Conservante Conservante, Conservante, Conservante,
|ATCC) e Colhibin® elmmucell® e Revitalin® etensoativo tensoativoe tensoativoe tensoative e
Colhibin®  Immucell® Revitalin®

Concentragdo de cada conservante {mg/mL)
=
S

Figura 16. Comparacdo das concentracdes inibitérias minimas do sistema
conservante obtidas para as diferentes cepas de A. niger testadas

Quandos as cepas testadas eram de A. niger obteve-se a mesma
concentracao inibitéria minima para todos os organismos testados, inclusive a cepa
padréo.
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6 DISCUSSAO

Matéria-prima  farmacéutica é definida como toda  substancia,
farmacologicamente ativa ou inerte, utilizada no processo de fabricacdo de uma
forma farmacéutica. Esta substancia pode permanecer inalterada ou sofrer alguma
alteracdo durante o processo (02). O uso de matérias-primas de boa qualidade
microbiolégica é um dos requisitos necessarios para o cumprimento das boas
praticas de fabricacdo na industria farmacéutica (103).

O controle de contaminagcdo microbiolégica das matérias-primas e materiais de
embalagem é extremamente importante, pois 0s microrganismos podem contaminar
tanto o produto nas diferentes etapas do processo de fabricagdo quanto na sua
forma acabada. Os equipamentos também constituem uma fonte de contaminacéo
(104). Os excipientes sao, entre todas as matérias-primas, os mais influentes neste
tipo de contaminacdo de produtos, uma vez que sdo 0s mais abundantes na
formulacdo. Os microrganismos que aparecem nas matérias-primas podem ser a
origem de doencas ou podem causar deterioracéo dos produtos (102).

Diante da importancia do controle microbiolégico de matérias-primas, foi
realizada a determinacdo quantitativa de microrganismos viaveis nas matérias-
primas utilizadas no preparo das formulagdes (Tabela 2). Por meio desse ensaio
detectamos a presenca de microrganismos viaveis em dois dos ativos cosmeéticos
estudados, Colhibin® e Revitalin®. Os microrganismos viaveis presentes nessas
formulacbes estdo dentro dos niveis de aceitabilidade da CTFA, que é de até 100
UFC/g ou mL de matéria-prima. Nao houve aparecimento de microrganismos viaveis
no ativo Immucell®. E importante observar que tanto o Revitalin® quanto o Immucell®
sdo produzidos através de processos fermentativos com Saccharomyces cereviseae
enquanto o Colhibin® é resultado de frac&o isolada de peptideos de arroz. E comum,
e aceitavel dentro dos padrbes estipulados, que produtos derivados de processos
fermentativos carreguem certa quantidade do microrganismo produtor do mesmo.
Como as contagens de microrganismos viaveis encontradas estdo dentro dos limites
permitidos pelo CTFA, esse fator pode ser aceito como néo interferente na avaliacao
microbiolégica realizada para as formulacdes testadas (103).

Os ativos cosméticos utilizados neste estudo foram Immucell®, Colhibin® e

Revitalin® (Penthapharm, Basel, Suica). Immucell® & um ativo cosmético que, apesar
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de ter recebido pelo INCI (CTFA) a denominacéo de glicoproteinas, € uma mistura
composta, prioritariamente, de oligopeptideos glicosilados, além de proteinas e
aminoacidos. E isolado e purificado do citosol de uma cepa de Saccharomyces
cereviseae por métodos de biofermentacdo. O Colhibin®, por sua vez, é um ativo
cosmético que é resultado de fracdo isolada de peptideos de arroz. Ele recebeu
pelo INCI (CTFA) a denominacdo de hidrolisado de proteinas de arroz. Ja o
Revitalin®-BT, ativo cosmético, € uma combinacéo de constituintes citoplasmaticos e
mitocondriais naturais, especificos, selecionados de cepas de espécies naturais de
Saccharomyces cerevisae. E produzido por fermentacdo em condicdes aerdbicas
especificas. Todos esses ativos sdo conservados com 0,5% de Phenonip®, que é
constituido de parabenos (metil, etil, butil, propil e isobutil parabenos) e fenoxietanol.

O uso de principios ativos de origem biotecnolégica em cosméticos e 0 uso
destes produtos na pele, com o objetivo de protecdo ou de tratamento, esta em
constante crescimento. Os produtos cosméticos e farmacéuticos tém recebido cada
vez mais proteinas em sua composicédo com fins de tratamento da pele, com objetivo
de prevenir ou atenuar os danos causados a pele como consequéncia do
envelhecimento (48).

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de proteinas farmacéuticas é lidar
com ambas suas instabilidades, quimica e fisica (1,5). A instabilidade das proteinas
constitui uma barreira indiscutivel & comercializacdo dos produtos farmacéuticos e
cosmeéticos delas derivados (6).

Uma vez que se estima que um adulto utilize, em média, pelo menos sete
diferentes produtos cosméticos por dia, a composicdo e a estabilidade dos
cosmeéticos sdo de especial importancia na nossa vida diaria (47).

Além disso, sabendo-se que as proteinas sdo neutralizadores de conservantes,
outro problema que pode resultar da estrutura quimica desses novos produtos
macromoleculares € sua conservacdo @7,32). Portanto, agentes antimicrobianos,
gue impecam o crescimento de microrganismos, desempenham um papel crucial na
formulacdo desses produtos (69).

A presenca de &gua e componentes organicos na formulagdo favorece o
crescimento de microrganismos e, em alguns casos, também afetam a estrutura dos
conservantes, influenciando na estabilidade do produto, e justificando a necessidade

de avaliacdo microbiologica do produto e matérias-primas (97).
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O uso de conservantes € um importante meio de limitagdo do crescimento
microbiano (44) e os conservantes podem exibir atividade microbiocida ou
bacteriostdtica. Sua funcdo € proteger os produtos contra a contaminacao
microbiana. Eles estdo dentre os compostos quimicos mais ativos biologicamente
usados em cosméticos e, como tal, eles sdo um risco a saude do consumidor (114).
A quantidade exata de conservantes a se adicionar a um produto € um ponto muito
importante a ser determinado, pois, se por um lado 0 uso excessivo pode causar
danos aos consumidores, causados por sua alta atividade biolégica, por outro, uma
dose abaixo da concentracao inibitéria minima pode favorecer as contaminacdes.
Isso porque 0s microrganismos, por sua vez, tém diversas capacidades metabolicas
e sdo habeis para utilizar qualquer composto organico como substrato, além de que
a habilidade dos microrganismos para se adaptarem tem sido reconhecida por varios
autores (65). Os microrganismos podem se adaptar a condicbes desfavoraveis
usando uma ampla variedade de mecanismos que evitam ou reparam lesdes e
danos, chamados de estratégias de sobrevivéncia do microrganismo, que sé&o
caracteristicas morfolégicas e processos fisiologicos com o0s quais 0s
microrganismos reagem as mudancas ambientais (66).

Entretanto, o uso do conservante também pode produzir outros efeitos
indesejaveis, que podem aparecer tanto apdés a primeira aplicacdo ou apés anos de
uso do cosmeético. Estes efeitos variam de irritacdo leve da pele a atividade
estrogénica e, recentemente, a possibilidade de que eles poderiam ter potencial para
induzir tumores de mama em humanos tem sido discutida (104-107). Assim, a
escolha correta de conservantes deve garantir a auséncia de efeitos colaterais
indesejaveis e, a0 mesmo tempo satisfazer as exigéncias de garantir a auséncia de
acao bacteriana (69). E importante observar que os conservantes utilizados devem
estar em conformidade com o estabelecido na Resolugdo 162/01 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria e suas atualizacdes (94).

Especialistas em microbiologia, toxicologia, epidemiologia e dermatologia tém
discutido os riscos e beneficios de conservantes adicionados aos produtos
cosmeéticos e concordam que o desafio €, simultaneamente, proteger os produtos da
deterioracdo e o0s consumidores de microrganismos potencialmente patogénicos,
sem correr o risco de efeitos adversos (69).

As informacdes cientificas sobre conservantes em cosméticos que oferecam boa

protecdo contra a contaminagdo microbiana é escassa. Desta forma, para os
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microbiologistas, para alcancar a eficacia contra microrganismos e evitar a
toxicidade direta para os consumidores, deve-se trabalhar dentro de uma faixa
estreita de concentracdes de conservantes (69).

Assim, como a responsabilidade em relacdo a avaliacdo da estabilidade de
produtos cosméticos € da empresa fabricante, antes de disponibiliza-los ao
consumo, essa avaliacdo é requisito fundamental a qualidade e a seguranca dos
mesmos. Produtos que apresentem problemas de estabilidade organoléptica, fisico-
guimica e ou microbiolégica expostos ao consumo podem colocar em risco a saude
do consumidor, configurando uma infracéo sanitaria (94).

O sistema conservante utilizado no preparo das formulacdes em estudo foi
composto por 0,15% de metilparabeno, 0,05% de propilparabeno e 0,15% de
imidazolidinil uréia.

Os parabenos sao derivados do acido p-hidroxibenzdico esterificados na posicéo
C4 e sao amplamente utilizados como conservantes em alimentos, cosméticos e
produtos farmacéuticos (115-118). Sua atividade de conservacdo aumenta com o
comprimento do grupo alquila, de metila para n-butilico (118), e eles mostram efeitos
inibitérios no transporte de membrana microbiana e fung¢do mitocondrial (119).
Cosméticos podem conter varios desses compostos ou apenas um deles (120).
Algumas combinacfes de parabenos podem reduzir a sua eficacia, enquanto outras
combinac¢Bes demonstraram efeitos sinérgicos e proporcionam a conservagao contra
uma ampla gama de microrganismos. Por exemplo, a combinacdo de metil e
propilparabeno é muitas vezes adicionada as formulacdes topicas aquosas, devido
aos seus efeitos antimicrobianos sinérgicos (119).

Parabenos possuem varias caracteristicas de um conservante ideal, incluindo um
amplo espectro de atividade antimicrobiana, estabilidade quimica em relacédo ao pH
(efetivo em pH 4,0 a 8,0) e temperatura, bem como o baixo custo (121).

O grupo dos parabenos inclui metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno,
butilparabeno, isopropilparabeno, isobutilparabeno e benzilparabeno. Eles séo, em
sua maioria, ativos contra fungos. Apresentam atividade contra bactérias Gram
positivas, mas sdo considerados fracos contra bactérias Gram negativas (122). As
regulamentacfes da Unido Européia e do Brasil permitem o uso de no maximo 0,4%
de cada parabeno e um maximo de 0,8% de parabeno total no produto cosmético
(48,94).
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Ja a imidazolidinil uréia é uma uréia heterociclica, produzida pela reacdo de
alantoina com formaldeido. E comercializada na forma de pdé branco, puro. O
produto é muito soluvel em agua (200 gramas/100 gramas de agua), insoluvel em
O0leo e tem solubilidade limitada em propilenoglicol. Apresenta grande atividade
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, mas nenhuma atividade contra
fungos. Demonstra sinergismo com parabenos. A faixa de pH em que este
conservante demonstra atividade antimicrobiana € de 3,0 a 9,0. Na Unido Européia e
no Brasil € permitido o seu uso em nivel maximo de 0,6% (48,122).

Baseados na faixa de pH exigida para atividade antimicrobiana efetiva dos
conservantes utilizados nas formulacdes, foi feita a avaliagdo do pH das formulacdes
de uso tépico desenvolvidas. Por meio deste ensaio pode-se notar que todas as
formulacdes em estudo possuiam pH na faixa de atividade antimicrobiana dos
conservantes em uso. Além disso, com a realizacdo de testes estatisticos para
verificagcdo de diferencas significativas no pH, foi observado que entre as
formulacdes base e adicionada de Colhibin® houve uma diferenca significativa de
pH. J4 quando essa analise foi realizada entre as formulacdes acrescidas de ativos,
uma diferenga significativa foi observada entre o pH da formulag&o adicionada de
Colhibin® e daquela acrescida de Revitalin®. No entanto, como todas as
composicdes apresentaram pH dentro da faixa de atividade efetiva dos
conservantes, ndo se acreditou que essas diferencas pudessem ser relevantes para
a avaliacdo microbiolégica.

Os produtos cosméticos mais suscetiveis a contaminacdo sao 0s que apresentam
agua em sua formulacdo, como emulsdes, géis, suspensdes ou solucbes. A
utilizacdo de sistemas conservantes adequados e validados, assim como o
cumprimento das boas praticas de fabricagdo sdo necessarios para a conservacao
adequada das formulagdes (94).

Segundo a Resolucdo n° 481 de 23 de setembro de 1999 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, a contagem de microrganismos mesoéfilos aerébios totais, para
produtos cosmeéticos suscetiveis a contaminagdo microbiolégica, deve ser de nédo
mais que 10° UFC/g ou mL; com um limite maximo de 5 x 10° UFC/g ou mL;
auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1 g ou 1 mL; auséncia de Staphylococcus
aureus em 1 g ou 1 ml; auséncia de coliformes totais e fecais em 1 g ou 1 mL e
auséncia de Clostridios sulfito redutores em 1 g (exclusivamente para talcos). Ja

para produtos de uso infantil, produtos para area dos olhos e produtos que entram
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em contato com mucosas, a contagem de microrganismos mesofilos aerdbios totais
deve ser de ndo mais que 10? UFC/g ou mL com um limite méaximo de 5 x 10?> UFC/g
ou mL; auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1 g ou 1 mL de produto; auséncia
de Staphylococcus aureus em 1 g ou 1 mL; auséncia de coliformes totais e fecais
em 1 g ou 1 mL; e auséncia de Clostridios sulfito redutores em 1 g (exclusivamente
para talcos) de produto (94).

Neste estudo, apds uma avaliacdo de microrganismos viaveis nas formulacées
preparadas, conforme ilustrado na tabela 3, mais uma vez foram observados
crescimentos nas formulagcdes adicionadas com o0s ativos compostos de
macromoléculas, porém todas estavam dentro dos limites estabelecidos pela
ANVISA. Estas formulacbes foram submetidas ao teste desafio do sistema
conservante.

O teste desafio do sistema conservante, também conhecido como Challenge Test,
ou teste de eficicia antimicrobiana, consiste na contaminacao proposital do produto
com microrganismos especificos e avaliacdo da amostra em intervalos de tempo
definidos, com o objetivo de avaliar a eficacia do sistema conservante necessario a
protecao do produto.

Os microrganismos usados nos testes desafio, teste de adaptacdo e
concentracdo inibitéria minima (CIM ou MIC) do sistema conservante foram
escolhidos de modo a se utilizar representantes de microrganismos Gram positivos,
Gram negativos, Gram negativas ndo coliformes, bolores e leveduras. Estes
microrganismos estdo entre os sugeridos para estudos de eficacia de conservantes
nas Farmacopéias e literatura pertinente (74).

A escala de MacFarland (contagem por turbidimetria) foi utilizada para se estimar
a carga microbiana das suspensfes de microrganismos inoculadas nos produtos nos
ensaios de desafio do sistema conservante e concentracdo inibitéria minima.
Utilizando-se a turbidimetria como método de estimativa do numero de
microrganismos, foi possivel verificar um crescimento dentro do esperado no in6culo
inicial dos produtos. Além disso, este método de determinacdo da concentracao
microbiana em suspensdo € agil, quando comparado ao da semeadura em
superficie (100).

Para o estudo de controle de qualidade microbiologico, € necessario estimar a
eficacia do sistema conservante da formulacdo apds certo tempo de estocagem,

segundo Orth (74). Uma vez que nem todas as variaveis que afetam o crescimento
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de organismos danificados ou adormecidos séo conhecidas, os produtos ndo devem
conter microrganismos viaveis. A coleta de amostras para contagem de
microrganismos viaveis das formulagfes submetidas a teste desafio foi realizada no
momento de inoculo (tempo 0), 30 minutos, 1 hora, 2, 4, 6, 24 e 48 horas e 56 dias
apos o inicio do teste. Para diluigdo das amostras, uma solucdo neutralizadora
adequada para inibir a acdo do sistema conservante em estudo foi utilizada. A
efetividade desta solucédo neutralizadora foi previamente testada para a formulacao
em estudo.

As figuras 2 a 6 mostram as curvas de decréscimo de carga microbiana das
formulacdes de gel creme base em comparacdo as formulacdes de gel creme
adicionadas de Immucell®, de Colhibin® ou de Revitalin® que foram desafiadas com
Escherichia coli, S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa e A. niger.

Os diferentes organismos possuem caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas
diversas, assim podem apresentar diferencas nas taxas de morte quando expostos a
gualquer tratamento letal. A justificativa para a utilizacdo do método da regressao
linear € que cada organismo tem um ritmo caracteristico da morte, quando sujeito a
um tratamento letal (54). Desta forma, o valor D fornece uma expressdo quantitativa
das taxas de mortalidade da populacdo de cada organismo desafiante na amostra
de teste. A curva de sobreviventes obtida ao realizar testes de eficacia dos
conservantes por este método € funcionalmente equivalente a fase de declinio da
curva de crescimento bacterioldgico idealizado 82). A mortalidade dos organismos
de ensaio numa velocidade mais lenta podera resultar em desvio de taxas lineares
de morte e permitir que 0s organismos-teste se adaptem e sobrevivam, indicando
gue o produto nédo foi devidamente conservado (65).

Os resultados dos testes desafios realizados com as formulagbes, base e
acrescidas com um dos ativos cosméticos Immucell®, Colhibin® e Revitalin®, sdo
mostrados nas figuras 2 a 6, e os valores D obtidos para esses experimentos estao
nas tabelas 5 e 6. As comparacdes entre o valor D das diversas formulagbes
adicionadas de ativos em relacdo ao gel creme base de acordo com o organismo
desafiante podem ser visualizadas nas figuras 7 a 11. Apesar de alguns
experimentos possuirem diferencas em relacdo ao periodo requerido para a
eliminacdo do inéculo, os microrganismos testados para as formulacdes foram
eliminados dentro de um prazo considerado aceitavel segundo os critérios de

aceitabilidade do CTFA que determina que um produto pode ser aprovado no teste
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de preservacdo se a reducdo de bactérias vegetativas for maior que 99,9% e a de
fungos maior que 90%, dentro de um prazo de 7 dias. Dentre 0s microrganismos
testes utilizados, os bolores levaram mais que 48 horas para serem totalmente
eliminados. Aléem desses, Pseudomonas aeruginosa na formulagdo acrescida de
Colhibin® levou mais de 48 horas para ser eliminada.

Do mesmo modo, segundo os critérios de aceitabilidade do método da regresséo
linear, que exigem um valor D < 4 horas para patégenos e um valor D < 28 horas
para bactérias vegetativas ndo patogénicas, bolores e leveduras (73), a maioria dos
produtos em estudo, com ou sem as biomoléculas, foram adequadamente
conservados, exceto quanto o microrganismo desafiador foi a P. aeruginosa. A
formulacdo contendo 3% de Colhibin® ndo se encaixou dentro dos critérios de
aceitabilidade que exige um valor D < 4 para patégenos. Essa formulacdo
apresentou um valor D de 11,57 quando desafiada por P. aeruginosa, ou seja, 2,89
vezes maior que o permitido. Além disso, uma atengéo especial deve ser dada para
as formulacdes contendo 3% de Immucell® e 3% de Revitalin® inoculadas com
Pseudomonas aeruginosa, que nao obtiveram um resultado aceitavel segundo os
critérios estabelecidos, sendo seus valores D, respectivamente, 4,76 e 4,01, e que
poderiam ser um problema principalmente para individuos imunodeprimidos.

Os valores D foram determinados e, juntamente com o tempo estimado para a
eliminacdo da carga microbiana total estdo apresentados na tabela 6 Podemos
observar que os valores experimentais estdo préximos aos valores estimados e que
em sua maioria estdo dentro dos prazos de eliminacdo aceitos pelos critérios do
CTFA.

Comparando os valores D obtidos em testes desafios, figuras 7 a 11, percebeu-se
que, quando o microrganismo desafiador era Escherichia coli, o gel creme
adicionado de Immucell® foi 0 que apresentou um maior aumento percentual, 61%,
no valor D em relacdo ao do gel creme base. JA quando o desafiante era o
Staphylococus aureus, a formulagéo adicionada de Colhibin® apresentou um tempo
de reducédo decimal 117,32% maior que a base. Essa mesma formulacéo foi a que
mostrou um maior aumento percentual no valor D, 310%, para o teste desafio com
Pseudomonas aeruginosa. Quando o mesmo teste foi realizado para Candida
albicans, o maior valor D foi o apresentado pela formulacdo adicionada de
Immucell®, 18% maior que o mesmo parametro obtido para a base. Em se tratando

de tempo de reducdo decimal para o teste de Aspergillus Niger, a formulacao
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acrescida de Immucell® foi a que mostrou um maior aumento do valor D, 166,31%,
em relacdo ao gel creme base.

Nenhuma das formulacdes submetidas ao teste desafio do sistema conservante
apresentou crescimento de microrganismos na avaliacdo realizada 56 dias apés o
inoculo inicial.

Podemos concluir, portanto, segundo os valores obtidos nos testes desafios, que
a formulacdo base esta adequadamente conservada, mas que a presenca das
biomoléculas farmacéuticas na formulacdo pode provocar modificacdes no
comportamento do sistema conservante frente a alguns dos microrganismos. Isso é
um indicio de que formula¢cdes com adi¢do de proteina ou peptideos devem merecer
um cuidado aumentado com relacéo a sua conservacao e producao.

Os microrganismos respondem as condi¢@es fisicas e quimicas presentes no seu
ambiente com suas estratégias de sobrevivéncia (74) e estas incluem reacdes
metabdlicas, com producao de enzimas que podem proteger suas células.

Segundo Meyer (108), resisténcia € um fenbmeno determinado geneticamente e
tem que ser distinguido de processos de adaptacdo fenotipicos em que ndo ha
heranca e transferéncia sustentada apds a remocédo de pressédo seletiva. Muitos
relatos de resisténcia a substancias biocidas descrevem, na verdade, a adaptacao
fenotipica.

O termo resisténcia adquirida € utilizado para certas cepas de espécies
microbianas que diferem significativamente em sua suscetibilidade a biocidas
guando comparadas com a média das espécies (109,110). Ja a tolerancia ou
adaptacédo fenotipica € um fenémeno definido como uma modificagdo transiente na
suscetibilidade causada por fatores ambientais como o0 modo de crescimento como
biofilme (110).

A literatura que descreve a resisténcia a biocidas pode ser encontrada desde a
década de 50 do século passado. Varias revisdes tém sido publicadas recentemente
e sdo extensivamente referenciadas (89). Como resultado dos trabalhos realizados,
principalmente nos dltimos 20 anos, tem se tornado claro que bactérias utilizam as
mesmas trés principais estratégias de resisténcia empregadas para resisténcia a
antibidticos: alteracdo do alvo, inativacdo e reducdo de acesso ao alvo. A reducéo
do acesso ao alvo pode ser acompanhada de efluxo ou excluséo (110).

Assim, testes de adaptacdo microbiana frente ao sistema conservante foram

realizados para confirmacdo do risco que poderia ser causado pela presenca das
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biomoléculas na conservacdo das formas farmacéuticas. Neste teste, 0s
microrganismos foram semeados em meio liquido contendo o0s conservantes
utilizados na formulagéo, as biomoléculas em estudo e o tensoativo ndo idnico em
diferentes concentracdes, comecando o teste da menor e passando sucessivamente
para a maior concentracdo de conservantes, como descrito por Favet e
colaboradores (90). Caso ndo houvesse crescimento na primeira transferéncia de
microrganismos de uma concentracdo menor para maior, 0 procedimento era
repetido por mais duas vezes. Este procedimento foi repetido até que se encontrou a
maior concentracdo de sistema conservante em que cada microrganismo foi capaz
de sobreviver. Os resultados obtidos para esse ensaio podem ser vistos nas tabelas
7all.

Quando o microrganismo testado foi E. coli, os resultados mostraram que as
cepas crescidas em meio em que estavam presentes 0 sistema conservante e 0
tensoativo ou 0 sistema conservante, tensoativo e um dos ativos foram os que
apresentaram um crescimento do microrganismo em maiores concentracdes de
conservantes.

O teste de adaptacéo microbiana realizado para S. aureus mostrou um padréao de
resposta semelhante ao de E. coli no que diz respeito aos microrganismos que
apresentaram crescimento em maior concentragao de conservantes. Neste teste, 0s
microrganismos que cresceram em meio em que estavam presentes o sistema
conservante e tensoativo ou 0 sistema conservante, tensoativo e um dos ativos
foram os que apresentaram um crescimento microbiano em maior concentracdo de
conservantes. A concentracdo minima em que 0S microrganismos nao cresceram
neste teste foi superior (0,8 mg de propilparabeno, 2,4 mg de metilparabeno e 2,4
mg de imidazolidinil uréia por mL) & de uso do sistema conservante nas formulagfes
de gel creme (0,5 mg de propilparabeno, 1,5 mg de metilparabeno e 1,5 mg de
imidazolidinil uréia por mL) - tabela 8.

Para P. aeruginosa, 0 ensaio de adaptacao (tabela 9) revelou um comportamento
semelhante aos realizados para E. coli e S. aureus. Porém, a maior concentracao de
sistema conservante em que o microrganismo foi capaz de sobreviver foi ainda
maior que os anteriores. A concentracdo de conservantes que conseguiu eliminar os
microrganismos foi o dobro da concentracdo utilizada nas formulagdes (1,0 mg de

propilparabeno, 3,0 mg de metilparabeno e 3,0 mg de imidazolidinil uréia por mL).
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Quando o microrganismo testado foi C. albicans, fendmeno parecido ao ocorrido
nos teste de adaptacdo para os outros organismos foi constatado (tabela 10).
Entretanto, para esse, notouse que a simples presenca de um dos ativos ou
tensoativo ndo iénico ja foi suficiente para que os organismos crescessem até uma
concentragdo de conservantes superior a do organismo que passou pelo mesmo
teste em meio em que havia apenas o sistema conservante (0,2 mg de
propilparabeno, 3,0 mg de metilparabeno e 3,0 mg de imidazolidinil uréia por mL). A
cepa de C. albicans que cresceu em meio de cultura em que estavam presentes um
dos ativos e o tensoativo, além do sistema conservante, precisou de uma maior
concentracdo de conservantes para ser eliminada, em relacdo as cepas que
estiveram em contato com as outras condi¢cfes de meio de crescimento (tabela 10).

No teste de adaptacéo a que foram submetidas as cepas de A. niger (tabela 11)
ocorreu um fenbmeno diferente, apenas 0s microrganismos que cresceram em meio
de cultura em que havia sistema conservante e Colhibin® ou sistema conservante e
tensoativo necessitaram de concentracfes de conservantes maiores que as demais
para terem seu crescimento inibido. Em sua maioria, A. niger sobreviveu apenas a
primeira concentracdo de sistema conservante ro teste de adaptacdo (0,05 mg de
propilparabeno, 0,15 mg de metilparabeno e 0,15 mg de imidazolidinil uréia por mL).

A partir dos resultados obtidos no teste de adaptacdo microbiana é possivel
perceber que a presenca de ativos derivados protéicos e tensoativo ndo iénico
interferem na capacidade de adaptacdo dos microrganismos testados em relagéo ao
sistema conservante. Entre os microrganismos estudados, os que mostraram maior
diferenca de comportamento em relacdo a cepa padrdo em termos de concentracao
inibitéria (mg/mL) do sistema conservante quando a base auto-emulsificante e um
dos ativos faziam parte da solucdo foram: C. albicans, concentracdo necessaria para
inibicdo de crescimento até 5 vezes maior que a da cepa padrdo; S. aureus, uma
concentracao 3,2 vezez maior de sistema conservante para inibicdo de crescimento
obtida pela cepa submetida a teste apenas com conservante e P. aeruginosa que
necessitou de 2 vezes mais sistema conservante para eliminacéo de crescimento.

A suscetibilidade dos organismos a conservantes varia com a natureza dos
componentes de uma formulacdo e com a possibilidade de interacdo entre eles.
Uma concentragdo normalmente ativa de conservantes pode estar presente num
produto, e essa pode ndo ser totalmente efetiva, pois 0s microrganismos podem

estar protegidos de sua acgdo (54). Fatores que afetam o estado da superficie celular
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podem alterar, em extensdo, o processo de adsorcdo. Foi demonstrado, por
exemplo, que a adicdo de baixas concentracfes de detergentes catibnicos pode
potencializar o efeito bioldgico de agentes antibacterianos como os fendis (113).

Em 1962, Judis estudou o mecanismo de acdo de desinfetantes fendlicos por
medida da liberacdo da atividade radioativa em células de E. coli marcadas com
carbono 14. O tensoativo Tween 80 agiu como um protetor dos efeitos letais de o-
cloro-m-xilenol em E. coli e preveniu, em parte, a fuga do conteudo celular. Beckett e
Robinson, em 1958, encontraram que a adicdo de concentracdes extremamente
baixas de monocetil polietilenoglicol 1000 (cetomacrogrol) reduziu a quantidade de
hexil-resorcinol absorvido por E. coli em véarias concentracdes diferentes. Portanto,
0S autores concluiram que o0 tensoativo ndo ibnico interferiu na interacdo de
medicamentos com a membrana citoplasmética no organismo. Achados similares
foram encontrados para o Tween 80 e laurato de polietilenoglicol 400 que
protegeram as células de E. coli, Pseudomonas fluorecense e Streptococcos bovis
em relacao aos efeitos inibitérios de conservantes (89,92).

Entretanto, os efeitos da estrutura do tensoativo ndo idnico polietileno aquil éster
na absorgdo de butilparabeno pela matriz lipidica celular e 0 aumento da eficacia do
conservante foi relatada por Fukahori e colaboradores (93).

Os microrganismos padrées e as cepas obtidas apds o crescimento nos meios
contendo o sistema conservante, tensoativo ndo iénico e um ativo foram submetidos
a um teste de concentracgéo inibitéria minima (MIC), pelo ensaio da diluicdo seriada,
como descrito por Kavanagh (100). Esse ensaio foi realizado para comparar a menor
concentracdo em que 0s microrganismos podem sobreviver apos serem submetidos
ao teste de adaptacdo e como cepas padrdes. O método de diluicdo determina a
concentragcdo minima de sistema conservante necessario para inibir o crescimento
OuU matar um microrganismo.

Observando a tabela 12, e a figura 12, € possivel observar que as cepas de E.
coli submetidas ao teste de adaptacdo e a cepa padrdo apresentaram
concentracdes inibitérias minimas similares. Os microrganismos submetidos ao teste
de adaptacdo em presenca de um dos ativos, tensoativo e 0 sistema conservante
foram os que apresentaram uma maior concentracao de inibicdo de crescimento no
ensaio de MIC. Isto sugere que esses Ultimos podem ter sofrido um processo de

adaptacédo ao sistema conservante.
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No entanto, observando a tabela 12, e a figura 13, nota-se que as cepas de S.
aureus submetidas ao teste de adaptacdo e a cepa padrdo apresentaram
comportamentos bem diferentes nos ensaios realizados. Os microrganismos
submetidos ao teste de adaptacdo em presenca de um dos ativos, tensoativo e 0
sistema conservante foram 0s que apresentaram as menores concentracdes de
inibicdo de crescimento no MIC.

Segundo Russel e Chopra, a resisténcia a conservantes determinada por
mutacdes em genes cromossomais tem sido pouco estudada em comparacdo a
resisténcia a antibioticos. Entretanto, observou-se que células bacterianas podem se
adaptar em presenca de altas concentragcdes de um conservante. Resisténcia
aumentada a clorexidina e a compostos de amoénio quartenario foram descritas, mas
essa resisténcia é relatada como instavel pelo fato da transferéncia de resisténcia a
células em um meio livre de conservante, e entdo, remocdo da pressao seletiva,
geralmente levar a mutacdes de retorno e re-expressao do fenotipo sensivel. Esse
fendbmeno pode ter ocorrido com as epas de S. aureus que cresceram em meio
adicionado de conservantes, um dos ativos e do tensoativo n&o idnico. Pode ter
ocorrido a re-expressao do fenétipo sensivel aos conservantes pela transferéncia
dos microrganismos provenientes do teste de adaptacdo para meio inclinado, livre
de qualquer conservante ou dos ativos derivados protéicos. Os resultados sugerem
gue o que ocorreu ndo deve ter sido uma adaptacdo fenotipica pelo fato das
concentragbes inibitérias minimas dessas cepas terem sido inferiores as
concentracdes de inibicdo exigidas para a cepa padréo, ou seja, acredita-se que néo
houve a re-expressao do fenétipo anterior e sim de um fendtipo mais sensivel ao
conservante (105).

Em qualquer situagdo em que bactérias estejam expostas a um conservante
guimico inibitério, ou a agentes fisicos, € possivel que a populacdo bacteriana seja,
depois da exposicdo, constituida por células ndo afetadas, em um extremo, e células
irreversivelmente inativadas, em outro. Varios sdo os graus de danos que podem
ocorrer, variando de danos leves a severos. Células danificadas séo particularmente
sensiveis a meios seletivos, mas isso pode ser utilizado como medida de seu reparo
ao dano causado (46).

Recentemente, Collins e colaboradores mostraram que quando o grupo de
bactérias esta ameacado, as bactérias mais fortes se sacrificam em prol das outras,

ao contrario do que se imaginava previamente. Os cientistas acreditavam que a
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resisténcia aos antibidticos acontecia quando uma bactéria sofria mutacfes
genéticas, tornando-se indiferente a acdo do medicamento. Como esses
microrganismos se dividem para criar novos exemplares, achava-se que a
superbactéria disseminava a mutacdo para suas descendentes. No novo estudo,
porém, foi comprovado que as bactérias trabalham de uma forma diferente. Quando
confrontou um ataque violento de antibiéticos, a cepa mais resistente de Escherichia
coli produziu, as custas de sua propria energia, uma proteina que desencadeava um
mecanismo de protecdo as vizinhas mais fracas (111).

Concentracdes inibitérias minimas superiores as apresentadas pelas demais
cepas foram visualizadas nos testes com as cepas de P. aeruginosa que haviam
crescido em presenca do sistema conservante, tensoativo e um dos ativos. Esses
microrganismos conseguiram resistir a uma concentracdo inibitéria minima de
conservantes superior as utilizadas nas formulacdes de gel creme. Desta forma,
diante dos resultados obtidos nos testes desafios, testes de adaptacédo e MIC para
Pseudomonas aeruginosa é possivel perceber que realmente houve uma alteracao
na suscetibilidade do microrganismo ao sistema conservante nas formulacdes
acrescidas de ativos protéicos. Esses resultados sdo importantes pelo fato desse
microrganismo ser um patégeno oportunista e ser encontrada nos mais diferentes
ambientes, principalmente na agua.

Organismos cujos valores de MIC estdo acima de uma determinada faixa de
concentracdo sdo denominados resistentes. Alguns desses parametros obviamente
nao se aplicam a biocidas. Em adicdo, uma definicdo paralela de resisténcia tem ido
contra aos que definem resisténcia como um aumento mensuravel no valor de MIC,
as vezes por um fator de 4 a 16 vezes. Tolerancia € muito diferente de resisténcia, e
€ usada para descrever microrganismos que sdo inibidos, mas ndo mortos por
agentes antimicrobianos (110).

Comparando o MIC realizado para C. albicans, nota-se que as cepas que
cresceram em meio de cultura contendo Colhibin® e sistema conservante ou sistema
conservante e tensoativo apresentaram maiores concentragdes inibitérias minimas.

Apesar do valor D obtido nos testes desafios para as formulagcbes acrescidas de
Colhibin® e Revitalin® sofrerem diminuicdo em relagéo ao valor D mostrado para a
formulacdo base, os testes de adaptagédo e MIC mostraram que esse microrganismo
pode mostrar uma maior capacidade adaptativa e alteracdo em sua suscetibilidade

ao sistema conservante quando 0os mesmos ativos estdo presentes em combinacao
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com o tensoativo nédo idnico. Quando a cepa de C. albicans provinha do teste de
adaptacdo em que estavam presentes no meio de cultura apenas o sistema
conservante e Colhibin®, a suscetibilidade ao sistema conservante se mostrou menor
em relacdo as cepas que eram advindas do teste adaptacdo em que estavam
presentes no meio de cultura o sistema conservante, tensoativo e Colhibin®.

Resisténcia fenotipica adquirida a conservantes acidos lipofilicos, como acido
benzéico e acido ascorbico, € bem conhecida em leveduras (L12). kso resulta do
aumento na habilidade das células adaptadas de catalisar a extrusdo de acidos
dependente de energia. Esses mecanismos ndo foram observados para bactérias.
Entretanto, os niveis de resisténcia adquirida de bactérias a maioria dos &cidos
organicos raramente excede duas a trés vezes (44).

Em relagdo ao A. niger, os resultados do MIC revelaram que ndo houve aumento
de concentracgao inibitéria minima entre as cepas advindas de teste de adaptacéo e
a cepa padrdo. Os microrganismos que passaram por teste de adaptacdo em que
havia Colhibin® e sistema conservante ou tensoativo e sistema conservante no meio
de cultura mostraram uma necessidade de maiores concentracdes de conservantes
para a inibicdo do crescimento microbiano nesse teste, porém exibiram a mesma
concentracdo inibitéria no teste de MIC (0,2 mg de propilparabeno, 0,6 mg de
metilparabeno e 0,6 mg de imidazolidinil uréia por mL).

Outra maneira eficaz de controle, e ainda de prevencdo ou superacdo da
resisténcia, é usar sistemas conservantes que dependem de efeitos combinados de
varios fatores. Por exemplo, combinacbes de conservantes podem aumentar o
espectro de atividade, diminuir a resisténcia e reduzir os efeitos toxicos. Outra
combinacéo de fatores que inclui pH subdtimo, temperatura, pressdo osmoética de
sistemas e atmosfera da embalagem deve ser considerada como a prépria
conservacao quimica (44).

Os resultados obtidos pelo método de diluicdo em meio liquido revelaram que o
comportamento dos microrganismos difere em relacdo a cepa padrdo quando estao
presentes no meio de crescimento derivados protéicos e tensoativo ndo iénico.
Porém, é possivel \erificar também com este teste que as formulagbes encontram-
se adequadamente conservadas pelo fato das concentracdes inibitérias minimas das
cepas que passaram por teste de adaptacdo em que estavam presentes tensoativo
nao idnico, sistema conservante e um dos ativos cosméticos ter sido inferior ou, no

méximo, igual a concentracdo de uso do sistema conservante (0,05% de
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propilparabeno; 0,15% de metilparabeno e 0,15% de imidazolidinil uréia) nas

formulacfes estudadas, exceto para a Candida albicans.
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7 CONCLUSAO

A formulacdo base estudada foi adequadamente conservada, mas foi possivel
observar uma alteracdo na eficacia do sistema conservante desta formulacéo
guando derivados protéicos e tensoativo ndo ibnico estavam presentes
conjuntamente na mesma. Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que
Immucell®, Colhibin® e Revitalin®, macromoléculas farmacéuticas utilizadas como
ativos cosmeticos, diminuem a eficdcia do sistema conservante composto por
metilparabeno, propilparabeno e imidazolidinil uréia na formulacdo estudada. Esse
efeito pode levar a adaptacdo de microrganismos aos conservantes e colocar em
risco a saude dos usuarios de produtos cosméticos e farmacéuticos, caso o sistema
conservante utilizado nas formulacbes ndo seja cuidadosamente avaliado. O
conhecimento detalhado de como esta reducdo de eficacia pode ser prejudicial a
conservacgao do produto serve de base para um melhor cuidado no desenvolvimento
de formulacbes, pois esse sistema conservante é amplamente empregado na
manipulacdo de medicamentos e cosméticos e a adicdo de biomoléculas
farmacéuticas a eles € cada vez mais frequente.

Foi observado que, mesmo quando o valor D obtido no teste desafio estava
dentro dos niveis aceitaveis, houve uma tendéncia a adaptacao por parte de certos
microrganismos ao sistema conservante testado quando proteinas farmacéuticas e o

tensoativo ndo idnico estavam presentes no meio.



-79-

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Sola, RJ; Griebenow, K. Effects of glycosylation on the stability of protein
pharmaceuticals. J Pharm Sci. July 25, 2008.

2. Sola, RJ; Griebenow, K. E. Effects of glycosylation on the stability of protein
pharmaceuticals. J Pharm Sci. 2009 April; 98(4): 1223-1245.
D0i:10.1002/jps.21504.

3. Fontana, A; Spolare, B; Mero, A; Veronese, F. Site-specific modification and
pegylation of pharmaceutical proteins mediated by transglutaminase.
Advanced Drug Delivery Reviews 60, 13—28, 2008.

4. Sekhon, BS. Biopharmaceuticals: an overview. Thai J. Pharm. Sci. 34 (2010)
1-19.

5. Rader, RA. (Re)defining biopharmaceutical. nCommentary, Nature
Biotechnology, Vol. 26, number 7, 743-751(2008).

6. Manning, MC; Chou, DK; Murphy, BM; Payne, RW; Katyama, DS. Stability of
Protein Pharmaceuticals: An Update. Pharmaceutical Research, Vol.27, no 4,
April 2010.

7. Vongenberg, FR; Holland, JP; Liebeskind, D. Employer Benefit Design
Considerations for the Era of Biotech Drugs. JOEM, 49 (6): 626-32, 2007.

8. Burgess, DJ; In: Pezzuto, JM; Johnson, ME; Manasse, HR. Physical Instability
of Proteins. Biotechnology and pharmacy. New York, 1993, p. 118-122.

9. Wang, W. (2005). Protein aggregation and its inhibition in Biopharmaceutics.
International Journal of Pharmaceutics, 289 (1-2): 1-30.

10.Salmaso, S; Bersani, S; Semenzato, A; Caliceti, P. Nanotechnologies in
protein delivery. J Nanosci Nanotechnol, Italy, 6(9-10):2736-53), 2006.

11.Pasut, G and Veronese, FM. Polymer—drug conjugation, recent achievements
and general strategies. Progress in Polymer Science. Polymers in Biomedical
Applications Volume 32, Issues 8-9: 933-961, August-September 2007.

12.Rader, RA. Biopharmaceutical? - Part 1. (Bio)Technology-Based Definitions.
Bioexecutive International , MARCH, 2005.



-80-

13.Azevedo, AM; Rosa, PAJI; Ferreira, F and Barros, MRA. Chromatography-free
recovery of biopharmaceuticals through aqueous two-phase processing.
Trends in Biotechnology, 27 (4): 240-247, 2009.

14.Redman, ERM.(2009). AnimalDerived Pharmaceutical Proteins’, Journal of
Immunoassay and Immunochemistry, 30: 3, 262 — 290.To link to this Article:
DOI 10.1080/15321810903084400.

15.Walsh, G. Biopharmaceuticals: Biochemistry and Biotechnology — second
edition — 2003, wiley — 5-6.

16.Walsh, G. Biopharmaceuticals: recent approvals and likely directions. Trends in
Biotechnology. Volume 23, Issue 11, November 2005, Pages 553-558

17.Crommelin, DJA; Storm, G.; Verrijk R.; Leede L.; Jiskoot, W., and Hennink, W
E. Shifting paradigms: biopharmaceuticals versus low molecular weight drugs,
Int. J. Pharm. 266: 3-16, (2003).

18.Hu, X.; Ma, Q., and Zhang, S. (2006). Biopharmaceuticals in China,Biotechnol.
J.11:1215-1224.

19.Cahill, D J. Protein and antibody arrays and their medical applications. Journal
of Immunological Methods, 2001, 250 (1-2): 81-91.

20.Walsh, G; Headon, DR. Protein Biotechnology. Journal of Basic Microbiology.
Volume 35, Issue 3, page 178, 1995.

21. Salmaso, S; Semenzato, A; Bersania, S; Chinol, M; Paganelli, G and Caliceti
P. Preparation and characterization of active site protected poly(ethylene
glycol)-avidin bioconjugates. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General
Subjects - Volume 1726, Issue 1, 30 October 2005, Pages 57-66.

22.Piedmonte, DM; Treuheit, MJ. Formulation of Neulasta® (pegdfilgrastim) -
Advanced Drug Delivery Reviews, Elsevier, 2008.

23.Smith, RAG; et al. Chemical derivatization of therapeutic proteins. TIBTECH
11:397-403 (1993).

24.Jovanovic’, N; Bouchard, A; Hofland, GW.; Witkamp, GJ; Daan, JA,
Crommelin, DJA and Jiskoot, W. Stabilization of Proteins in Dry Powder
Formulations Using Supercritical Fluid Technology. Pharmaceutical Research,
Vol. 21, No. 11, November 2004.

25. Ryan, SM; Mantovani, G; Wang, X; Haddleton, DM & Brayden, DJ. Advances
in pegylation of important biotech molecules: delivery aspects. Expert Opinion
on Drug Delivery, Vol. 5, No. 4, Pages 371-383, 2008.



-81-

26.Mire-Sluis, AR. Progress in the use of biological assays during the
development of biotechnology products. Pharm Res, 18 (9):1239-1246. , 2001.

27.Capelle, MA; Gurny, R; Arvinte, T. High through put screening of protein
formulation stability: practical considerations. Eur J Pharm Biopharm. Geneva,
Switzerland;65 (2):131-148, 2007.

28.Lai, MC; Topp, EM. Solid-state chemical stability of proteins and peptides.
Journal of Pharmaceutical Sciences, 88 (5): 489-500, 2000.

29.Frokjaer, S; Otzen, D E. Protein drug stability: a formulation challenge. Nat.
Rev. Drug Discov. 4(4): 298-306, 2005.

30.Wang, W. Lyophilization and development of solid protein pharmaceuticals.
International Journal of Pharmaceutics 203 (2000) 1-60.

31.Wang, W. Instability, stabilization, and formulation of liquid protein
pharmaceuticals. International Journal of Pharmaceutics. Volume 185, Issue 2,
20 August 1999, Pages 129-188 (1999)

32.Costantino, HR; Langer, R; Klibanov, AM. Solid-phase aggregation of proteins
under pharmaceutically relevant conditions. J Pharm Sci, United States.
83(12): 1662-1669, Dec 1994.

33.Chiti, F; Stefani, M; Taddei, N; Ramponi, G & Dobson, CM. Rationalization of
the effects of mutations on peptide and protein aggregation rates. Nature 424,
805-808 (14 August 2003) | doi:10.1038/nature01891.

34.Grupta, R et al. Antimicrobial susceptibility and frequency of Clinical blood
isolates in Europe from SENTRY antimicrobial Surveillance Program, 1997 and
1998. Clinical infectous diseases, 2000: 454-460.

35.Carpenter, Stephen R. 1999. Microcosm experiments have limited relevance
for community and ecosystem ecology: Reply. Ecology 80:1085-1088.

36.Jorgensen, L; Moeller, EH; Van de weert, M; Nielsen, HM; Frokjaer, S.
Preparing and evaluating delivery systems for proteins. Eur J Pharm Sci., 29(3-
4): 174-82, 2006.

37.Inada, Y; et al. Biomedical and biotechnological applications of PEG-and PM-
modified proteins. Trends in Biotechnology, Elsevier -1995.

38.Veronese, F. M. Peptide and protein pegylation a review of problems and
solutions. Biomaterials.Volume 22:405-417, Issue 5, March 1, 2001.

39.Khandare, J; Minko, T. Polymer—drug conjugates: Progress in polymeric

prodrugs. Elsevier, 2006.



-82-

40.Bailon, P; Berthold, W. Polyethylene glycolconjugated pharmaceutical
proteins. Pharmaceutical Science & Technology Today, Elsevier - 1998.

41.Bolle, A; Mirimanoff, A. Antagonism between non-ionic detergents and
antiseptics. J Pharm Pharmacol, 2(10):685-92, Oct 1950.

42.Singer, S. The Use of Preservative Neutralizers in Diluents and Plating Media.
Cosmet & Toilet. 102(12): 55-60, 1987.

43.Blanchard, J; Fink, WT; Duffy, JP. Effect of sorbitol on interaction of phenolic
preservatves with polysorbate 80. J Pharm Sci, 66(10): 1470-3, 1977.

44.Russell, AD. Mechanisms of bacterial resistance to nonantibiotics: food
additives and food and pharmaceutical preservatives. Journal of Applied
Microbiology. Volume 71, Issue 3, pages 191-201, September 1991.

45.0rth, DS. Principles of Preservation. Denyer SP Baird RM. In: Guide to
microbiological Control in Pharmaceutics and Medical Devices. Second
Edition. Boca Raton, London, New York:CRC Press. 2007. P. 309-321.

46.Fassihi, RA. Preservation and Microbiological Attributes of Nonsterile
Pharmaceutics Products. Block, SS. Disinfection, Sterilization and

Preservation. Fifth edition. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins. 2001.

47.Ravita, TD; Tanner, RS; Ahearn, DG; Arms, EL; Crockett, PT. Post-consumer
use efficacies of preservatives in personal care and topical drug products:
relationship to preservative category. J Ind Microbiol Biotechnol (2009) 36:35-
38.

48.Geis, PA. Cosmetic Microbiology, A Practical Approach. Second Edition,
Chapter Six. Taylor & Francis Group New York, 2006.

49.Brannan, DK. Cosmetic preservation. J Soc Cosmet Chem (1995) 46:199—
220.Brannan, DK. Cosmetic microbiology. Encyclopedia of Microbiology.
Academic Press, Boca Raton, (1992), vol 1, pp 593-603.

50.Hugo and Russell’'s Pharmaceutical Microbiology. 7th ed. Denyer, S.P.,
Hodges, N.A., and Gorman, S.P., Eds. Blackwell Publishing, Oxford, pp. 263—
284 (1991).

51.0rth, DS. (1979). Linear regression method for rapid determination of cosmetic
preservative efficacy. J. Soc. Cosmet. Chem., 30, 321-332.

52.0rth, DS. (1999a). An Introduction to Cosmetic Microbiology. IFSCC
Monograph Number 5. Micelle Press, Weymouth, U.K.



-83-

53.0rth, DS and Kabara, J.J. (1998). Preservative-free and self-preserving
cosmetics and drugs: application of hurdle technology. Cosmet. Toiletr.,
113(4), 51, 52, 54, 56-58.

54.Russell, AD. Challenge Testing: Principles and Pratices. International Journal
of Cosmetic Science, 2003, 25, 147-153.

55.Singh, A et al. Surfactants in microbiology and biotechnology: Part 2.
Application aspects. Biotechnology Advances 25 (2007) 99-121.

56.Moat, AG. and Foster, JW. Microbial Physiology. 2nd ed. Wiley, New York,
pp.523-578(1988).

57.Dunnigan, AP and Evans, JR. (1970). Report of a special survey:
microbiological contamination of topical drugs and cosmetics. TGA Cosmet. J.,
2,39-41.

58.Bruch, CW. (1971). Cosmetics: sterility vs. Microbial control. Am. Perfum.
Cosmet., 86, 45-50.

59.Baird, RM. (1977). Microbial contamination of cosmetic products. J. Soc.
Cosmet. Chem., 28, 17-20.

60.Mccarthy, T.J. (1980). Microbiological control of cosmetic products. Cosmet.
Toiletr., 95(8), 23-27.

61.0rth, DS. Putting the Phoenix phenomenon into perspective. Cosmet. Toiletr.,
(1999b). 114(4), 61-66.

62.Dunnigan, AP. (1968). Microbiological control of cosmetic products.
Proceedings of the Joint Conference. Cosmetic Science, Washington, DC,
April 21-23, 1968. Cited in mccarthy, T.J. (1984). Formulated factors affecting
the activity of preservatives. In Cosmetic and Drug Preservation: Principles and
Practice. Kabara, J.J., Ed. Marcel Dekker, New York, pp. 359-388.

63.Bruch, CW. (1972). Objectionable micro-organisms in non-sterile drugs and
cosmetics. Drug Cosmet. Ind., 111(4), 51-54, 151-156.

64.Polati, S; Gosetti, F e Gennaro, MC. Preservatives in Cosmetics. Regulatory
Aspects and Analytical Methods. Salvador, A; Chisvert, A. In: Analysis of
Cosmetic Products. First Edition. Amsterdam: Elsevier. 2007, p. 210-241.

65.Noble, WC. and Savin, JA. (1966). Steroid cream contaminated with
Pseudomonas aeruginosa. Lancet, i, 347—349.

66.Cowen, RA. and Steiger, B. Why a preservative system must be tailored to a
specific product. Cosmet. Toiletr. (1977)., 92(3), 15-16,18-20.



-84-

67.Bhadaurie, R and Ahearn, DG. (1980). Loss of effectiveness of preservative
systems of mascaras with age. Appl. Environ. Microbiol., 39, 665-667.

68.0rth, DS, Lutes, CM, Milstein, SR, and Allinger, JJ (1987). Determination of
shampoo preservative stability and apparent activation energies by the linear
regression method of preservative efficacy testing. J. Soc. Cosmet. Chem., 38,
307-319.

69.0rth, DS. (1997). Inactivation of preservatives in surfactants. In Surfactants in
Cosmetics. Reger, M.M. and Rhein, L.D., Eds. 2nd ed. Marcel Dekker, New
York, pp. 583 603.

70.Campana R; Scesa C; Patrone V; Vittoria E; BaVone W. Microbiological study
of cosmetic products during their use by consumers: health risk and efficacy of
preservative. Lett Appl Microbiol (2006), 43:301-306. doi:10.1111/).1472-
765X.2006.01952.x

71.Cosmetic T, Fragrance Association (1983) Microbiological limit guidelines for
cosmetics and toiletries. CTFA technical guidelines. Cosmetic, toiletry, and
fragrance association, Inc., Washington.

72.0rth, DS and Lutes, CM (1985). Adaptation of bacteria to cosmetic
preservatives. Cosmet. Toiletr., 100(2), 57-59, 63—-64.

73.Levy, E. (1987). Insights into microbial adaptation to cosmetic and
pharmaceutical products. Cosmet. Toiletr., 102(12), 69-74.

74.0rth, DS. (1993). Handbook of Cosmetic Microbiology. Marcel Dekker, New
York.

75.Close, J and Nielsen, PA (1976). Resistance of a strain of Pseudomonas
cepacia to esters of p-hydroxybenzoic acid. Appl. Environ. Microbiol., 31, 718-
722.

76.Yablonski, ME; Burde, RM. Cataracts Induced by Topical. Arch
Ophthalmol.;96(3):474-476, 1978.

77.0rth, DS; Dumatol, C; and Zia, S. (1996). House organisms: dealing with the
“bug in the plant.” Cosmet. Toiletr., 111(6), 59-66,68—-70.

78.0rth, DS. Principles of preservative efficacy testing. Cosmet. Toiletr., 96(3), 43,
44, 48-52(1981).

79.Russell, AD; Ahonkhai, I; and Rogers, DT. (1979). A review. Microbiological
applications of the inactivation of antibiotics and other antimicrobial agents. J.
Appl. Bacteriol., 46, 207-245.



-85-

80.Hugo, WB and Denyer, SP (1987). The concentration exponent of disinfectants
and preservatives (biocides). In Preservatives in the Food, Pharmaceutical and
Environmental Industries. Board, R.G., Allwood, M.C., and Banks, J.G., Eds.
SAB Technical Series no. 22. Blackwell Scientific Publications, Oxford, pp.
281-291.

81.Hurwitz, S.J. and McCarthy, T.J. (1985). Dynamics of disinfection to selected
preservatives against Escherichia coli. J. Pharm. Sci., 74, 892-894.

82.0rth, DS and Milstein, SR (1989). Rational development of preservative
systems for cosmetic products. Cosmet. Toiletr., 104(10), 91, 92, 94-100, 102,
103.

83. Varvaresou, A; Papageorgiou, S; Tsirivas, E; Protopapa, E; Kintziou, H;
Kefala, V and Demetzos, C. (2009). Self-preserving cosmetics. International
Journal of Cosmetic Science, 31, 163-175.

84.Kabara, JJ and Orth, DS (1997). Principles for product preservation. In
Preservative-Free and Self-Preserving Cosmetics and Drugs: Principles and
Practice. Kabara, JJ and Orth, DS, Eds. Marcel Dekker, New York, pp. 1-14.

85.Denyer, SP and Stewartt, GSAB (1998). Mechanisms of action of disinfectants.
Internat. Biodet. & Biodeg., 41, 261-168.

86.Russell, AD and Gould, GW. Resistance of Enterobacteriaceae to
preservatives and disinfectants. Journal of Applied Microbiology. Volume 65,
Issue Supplementsl7, pages 167S-195S, December 1988.

87. Mcdonnell, G. And Russell, A.D. (1999). Antiseptics and disinfectants:
activity, action and resistance. Clin. Microbiol. Rev., 12, 147-179.

88.Al-Masaudi, SB; Day, MJ; Russell, AD. Effect of some antibiotics and biocides
on plasmid transfer in Staphylococcus aureus. Journal of Applied Microbiology.
Volume 71, Issue 3, pages 239-243, September 1991

89.0rth, DS (2000). Cosmetics, toiletries and antibiotic-resistant “superbugs.”
Cosmet. Tolletr., 115(3), 88.

90. Favet, J; Griffiths, W; Amacker, PA; Schorer, E. Adaptation of Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus to Katon CG and
Germall Il in an O/W Cream. Cosmetics & Toiletries, 102 (9), 75-85, 1987.

91.Lundov, MD; Moseby, L; Zachariae, C; Johansen, JD. Contamination versus

preservation of cosmetics: a review on legislation, usage, infections, and



- 86 -

contact allergy. Contact Dermatitis 2009: 60:
70-78.

92.Pinto, TJ A; Kaneko, TM; Ohara, MT. Controle bioldgico de qualidade de
produtos farmacéuticos, correlatos e cosméticos. Sao Paulo: Atheneu, 2003.

93.0rus, P.; Leranoz, S. Current trends in cosmetic microbiology. Internacional
Microbiology, Spain, 8: 77-79, 2005.

94. ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) — Cosméticos -
InformagBes Técnicas. Disponivel em: <http://www.anvisa.com. Br/>. Acesso
em: 01 jun. 2008.

95. Brannan, D. K. Cosmetic preservation, Cosmet. Toilet. 11,69, 1996.

96. Steinbergh, DC. Voluntary Registration of Cosmetics and 2007 Frequency of
Preservative Use. Cosmetics & Toiletries' magazine, Vol. 123, No. 10/October
2008.

97. FDA (U.S. Food and Drug Administration) — Center for Food Safety e Applied
Nutrition - CFSAN/Office of Cosmetics and Colors March 20, 2006.
Informacdes disponiveis em: <http://www.cfsan.fda.gov/~dms/cos-para.html>.
Acesso em 13 ago. 2008.

98. O'Brien, T. J. Imidazolidinyl urea (Germall 115) causing Cosmetics Dermatitis.
Australasian Journal of Dermatology. Volume 28 Issue 1, Pages 36 — 37,
published Online: 28 Jun 2007.

99. Borin, MF. Controle de qualidade quimico, fisico e microbiolégico de uma
formulacdo de uso topico contendo superéxido dismutase [tese]. Ribeirdo
Preto: USP;2003.

100. Bier, O. Microbiologia e Imunologia. 242 ed. Sdo Paulo: Melhoramentos,
1985.

101. Kavanagh, HF. Analytical Microbiology. 707 S., New York and London
1963: Academic Press.

102. Rosa, MC; Medina, MR; Vivar, C. Microbiological quality of pharmaceutical
raw materials. Pharmaceutics Acta Helvetiae 70 (1995) 227-232.

103. UNITED STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION, INC., The United
States Pharmacopeia 24 The National Formulary 19. Rockville: United States
Pharmacopeial 1990.

104. Weyland, JW and Wagstaffe, PJ. Cosmetic preservatives reference
materials. Parfimerie und Kosmetik. 1991, vol. 72, nol1l, pp. 750-765.



-87-

105. Russell, AD & Chopra, I. Understanding Antibacterial Action and Resistance.
Ellis Horwood, Chkhester, United Kingdom (1990).

106. Harvey, PW; Everett, DJ. Signi?cance of the detection of esters of p-
hydroxybenzoic acid (parabens) in human breast tumours. Journal of Applied
Toxicology. Volume 24, Issue 1, pages 1-4, January/February 2004.

107. Jensen, PA; Lambert, LA; lademarco, MF; Ridzon, R. Guidelines for
Preventing the Transmission of Mycobacterium tuberculosis. December 30,
2005 /54(RR17);1-141 in Health-Care Settings, 2005.

108. Meyer, B; Cookson, B. Does resistance or adaptation to biocides create a
hazard in infection prevention and control? Journal of Hospital Infection, 76
(2010) 200-205.

109. Chapman, JS. Biocide resistance mechanisms. International Biodeterioration
& Biodegradation, 51 (2003) 133-138.

110. Brannan, DK; Dille, JC; Kaufman, DJ. Correlation of In Vitro Challenge
Testing with Consumer Use Testing for Cosmetic Products. Applied and
Environmental Microbiology, United States. Vol. 53 n.8 p. 1827-1832. Aug.
1987.

111. Lee, HH; Molla MN; Cantor CR & Collins JJ. Bacterial charity work leads to
population-wide resistance. Nature, Vol 467, 2 September 2010
doi:10.1038/nature09354.

112. Warth, AD. (1977) Mechanism of resistance of Saccharomyces bailii to
benzoic, sorbic and other weak acids used as preservatives.Journal of Applied
Bacteriology 43, 21 5-230.

113. FDA (Federal Drug and Food Administration), 2007. Parabens. Date
Prepared: 24-03-06, Revised: 31-10-07.

114. CTFA MICROBIOLOGY GUIDELINES. WASHINGTON: THE COSMETIC,
TOILETRY AND FRAGRANCE ASSOCIATION,1993.

115. Caon, T; Costa, ACO; Oliveira, MAL, Micke, GA, Simdes, CMO. Evaluation
of the transdermal permeation of different paraben combinations through a pig
ear skin model. International Journal of Pharmaceutics 391 (2010) 1-6.

116. Ishiwatari, S; Suzuki, T; Hitomi, TYT; Matsukuma, S; Tsuji, T. Effects of
methyl paraben on skin keratinocytes. J Appl Toxicol, Japan, 27(1):1-9, Jan —
Feb. 2007.



- 88 -

117. Turchin, I; Moreau, L; Warshaw, E; Sasseville, D. Cross-reactions among
parabens, para-phenylenediamine, and benzocaine: a retrospective analysis of
patch testing. Dermatitis, Canada 17(4):192-5; 2006.

118. Pedersen, S., Marra, F., Nicoli, S., Santi, P., 2007. In vitro skin permeation
and retention of parabens from cosmetic formulations. Int. J. Cosmet. Sci. 29,
361-367.

119. Soni, M.G., Carabin, I.G., Burdock, G.A., 2005. Safety assessment of esters
of phydroxybenzoic acid (parabens). Food Chem. Toxicol. 43, 985-1015.

120. El Hussein, S., Muret, P., Berard, M., Makki, S., Humbert, P., 2007.
Assessment of principal parabens used in cosmetics after their passage
through human epidermis-dermis layers (ex vivo study). Exp. Dermatol. 16,
830-836.

121. Maddox, D.N., 1982. The role of p-hydroxybenzoates in modern cosmetics.
Cosmet. Toilet. 97, 85-88.

122. Conservantes. Revista Cosmeéticos e Perfumes (2007). Editora Insumos,
n°44, inverno de 2007, p. 29-52.
HTTP://www.insumos.com.br/cosméticos e perfumes/artigos/conservantes n
44.pdf (obtido em 07/06/2010 as 17:50)

123. Neves, E.R., Schafer, S., Phillips, A., Canejo, J., Macedo, M.F., 2009.

Antifungal effect of different methyl and propyl paraben mixtures on the
treatment of paper biodeterioration. Int. Biodeteriorat. Biodegrad. 63, 267-272.

124. Charnock, C., Finsrud, T., 2007. Combining esters of para-hydroxy benzoic
acid (parabens) to achieve increased antimicrobial activity. J. Clin. Pharm.
Ther. 32, 567-572.

125. Viress P; Fassihi, R. Probing the dynamics of matrix Hidration in the
presence of electrolytes. Informa Healthcare. 2001, Vol. 8, n.2, pp. 87-92.

126. Judis, J. Studies on the mechanism of action phenolic disinfectants 1:
Realease of radioactivity from carbon'*-labeled Escherichia coli. Journal of
Pharmaceutical Sciences. Volume 51, Issue 3, pages 261-265, March 1962

127. Beckett AH, Robinson AE. The inactivation of preservatives by nonionic
surface active agents. Soaps, Perfums and Cosmetics, 1958; 31: 454-459.

128. Mcdonnell, G. And Russell, A.D. (1999). Antiseptics and disinfectants:

activity, action and resistance. Clin. Microbiol. Rev., 12, 147-179.



-89-

129. BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Resolucdo RDC n° 162, de 11 de setembro de 2001. Lista de
Conservantes Permitidos para Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e
Perfumes. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/162_01rdc.htm>. Acesso em: 23 de jan.
de 2004.



