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RESUMO

A busca por medicamentos de origem natural cresce cada vez mais, e podem ser
alternativas interessantes no tratamento de diversas infeccbes causadas por Staphylococcus
aureus. Os hidrogéis a partir da nanotecnologia, podem levar a uma liberacdo mais controlada
dos ativos presentes na planta Melaleuca leucadendron. A formulacdo micelar feita com
diferentes concentragdes de poloxamer e extrato, foi avaliada quanto ao tamanho de particula e
indice de polidisperséo (IPD), e otimizada por meio de um desenho experimental fatorial onde
o melhor valor de tamanho de particula e IPD foi de 78,83 nm +1,798 e 0,255 0,040,
respetivamente. Um hidrogel contendo 18% de poloxamer foi produzido, obtendo consisténcia
desejavel perto da temperatura alvo (35 C°). Foram realizados testes de estabilidade por
centrifugacdo, onde a formulacdo se manteve estavel sem separagéo de fases, permitindo com
que a amostra prosseguisse para o teste de estabilidade preliminar onde obteve valores
satisfatorios quanto a tamanho de particula, IPD e potencial zeta. A atividade antimicrobiana
da formulacédo foi avaliada através do método de microdiluicdo em caldo, onde foi possivel
determinar a concentracdo inibitdria minima (CIM) da formulagdo (500 pL/mL) e do extrato
(1,56 mg/mL) para Staphylococcus aureus, e ainda, a concentracdo bactericida minima (CBM),
para 0 extrato (3,13 mg/mL). O estudo de formulagcdes, bem como o emprego de matérias
primas vegetais em sistema nanoestruturados corroboram para inovacgéo na liberacéo controlada
de farmacos antimicrobianos. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi produzir uma
formulacdo micelar contento o extrato etandlico bruto (EEB) da planta, bem como avaliar sua

atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Formulacéo; hidrogel; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The search for medicines of natural origin grows more and more, and they can be
interesting alternatives in the treatment of various infections caused by Staphylococcus aureus.
Hydrogels from nanotechnology can lead to a more controlled release of the actives present in
the Melaleuca leucadendron plant. The micellar formulation made with different
concentrations of poloxamer and extract was evaluated for particle size, and polydispersion
index, and optimized by means of a factorial experimental design where the best value for
particle size and polydispersion index (PI) was 78.83 nm and 0.255, respectively. A hydrogel
containing 18% of poloxamer was produced, obtaining desirable consistency near the target
temperature (35C°). Stability tests were performed by centrifugation, where the formulation
remained stable without separation of phases, allowing the sample to proceed to the preliminary
stability test, where it obtained satisfactory values for particle size, Pl and zeta potential. The
antimicrobial activity of the formulation was given by the broth microdilution method, where
it was possible to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the formulation
(500 pL/mL) and of the extract (1.56 mg/mL) for Staphylococcus aureus, and still, the
minimum bactericidal concentration (MBC) for the extract (3.13 mg/mL). The study of the
formulation, as well as the use of plant raw materials in nanostructured systems, supports
innovation in the controlled release of antimicrobial drugs. Thus, the objective of this work was
to produce a micellar formulation containing the plant's crude ethanol extract (CEE), as well as

to evaluate its antimicrobial activity.

Keywords: Formulation; hydrogel; antimicrobian activity.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos tempos, tem crescido cada vez mais a procura por medicamentos inovadores
no mercado, onde a fitoterapia tem ganhado espago no tratamento de diversas enfermidades
humanas, melhorando a qualidade de vida da populagdo, por ser uma alternativa terapéutica
mais barata e acessivel (SILVA et al.,, 2021). Nesse sentido, a investigacdo de agentes
antimicrobianos capazes de tratar cepas multirresistentes tem sido alvo de pesquisas, e a

associacdo de matérias primas vegetais a esses medicamentos vem sendo explorada.

Em busca do aprimoramento de formulacbes contendo matérias primas vegetais a
nanotecnologia é utilizada como ferramenta que vem auxiliando no desenvolvimento de
medicamentos que possuam uma liberacdo mais controlada e prolongada do farmaco
(MACHADO, 2021). Esses sistemas nanoestruturados podem trazer beneficios quanto ao
aspecto fisico-quimico das formulacbes, como melhora da superficie de contato, protecdo de
ativos sensiveis a demais componentes da formulacdo, e consequentemente diminuicdo da
incompatibilidade entre as substancias, reducdo de odores indesejaveis, alta tolerabilidade,

maior capacidade de formacao de filme sobre a pele (MACHADO, 2021).

Dentre os sistemas nanoestruturados, o hidrogel ¢ uma formulacdo capaz de formar um
filme sobre a pele e incorporar quantidades significativas de extrato, por sua vez, sendo eficaz
da liberacdo prolongada e sustentada dos farmacos (HAMIDI et al., 2008; GAO et al., 2016;
OLTARZHEVSKAYA et al., 2018).

O Staphylococcus aureus € um microrganismo presente na flora normal dos seres humanos,
principalmente na pele, porém em situacGes de trauma ou lesées e imunocomprometimento, é
0 agente causador mais comum de infeccGes de pele (GELATTI et al.,, 2009). A planta
Melaleuca leucadendron, tem sido pesquisada para o tratamento de infecgdes causadas
Staphylococcus aureus, uma vez que possui compostos que promovem atividades anti-
inflamatérias, antimicrobianas e cicatrizantes (FERRANDIZ e ALCARAZ, 1991; LOPES et
al., 2005; AMARAL et al., 2014; LAY et al., 2014).

O desenvolvimento de hidrogéis contendo os ativos presentes na planta Melaleuca
leucadendron, pode ser uma alternativa interessante no tratamento de infeccdes causadas por
Staphylococcus aureus. Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi produzir uma formulacéo
micelar contento o extrato etandlico bruto (EEB) da planta, bem como avaliar sua atividade

antimicrobiana.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fitoterapia

As ervas medicinais sdo utilizadas ha séculos, e atualmente existe um aumento do uso
de produtos de origem natural, no tratamento de diversas enfermidades devido ao alto custo dos
medicamentos sintéticos, e pela tendéncia ao uso de produtos naturais enraizados na sociedade
(SILVA et al., 2021).

O uso de medicamentos fitoterapicos tem aumentado cada vez mais no pais, isso se deve
a sua grande diversidade vegetal, e principalmente pela implementacéo de politicas publicas
relacionadas a plantas medicinais e fitoterapicos a partir da década de 80. No ano de 2006, foi
aprovado pelo Conselho Nacional de Saude e consolidada a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares do SUS, essa politica busca estimular mecanismos naturais de
prevencdo de agravos a saude, por meio de tecnologias com énfase em produtos e servicos
relacionados a fitoterapia, visando a integracdo com o meio ambiente e sociedade (BRASIL,
2006).

Estudos de fitoterapia tém ganhado espago na busca de novos elementos e substancias
gue possam obter sucesso em tratamentos contra microrganismos. A pesquisa de novos
antimicrobianos e terapias alternativas se faz cada vez mais necessaria, e € um grande desafio
para a comunidade cientifica, devido ao risco biolégico proveniente de novas linhagens de

microrganismos resistentes (LALUCH et al., 2020).

Outro aspecto importante a ser abordado € que a populacdo, em sua maioria, acredita
que as plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos, por serem de origem natural ndo
apresentam riscos a saude, usando assim esses produtos de forma irracional e como
consequéncia, aumentando o nimero de casos de intoxicacoes e efeitos colaterais (LEAL E
TELLIS, 2015).

Nesse sentido, o farmacéutico com conhecimento técnico-cientifico bem fundamentado
é essencial para o uso racional de medicamentos fitoterapicos, ajudando dessa forma a prevenir
e corrigir intoxicacdes advindas do uso incorreto de medicamentos contendo plantas medicinais
(METZKER, 2017).

Assim, a assisténcia farmacéutica entra como ferramenta fundamental para garantia do

uso correto dos medicamentos fitoterapicos no pais, fazendo com que a terapia farmacoldgica
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ocorra de forma eficaz e minimizando erros, fazendo com que o tratamento seja focado e
centralizado na saude do individuo (ZALEWSKI, 2017).

2.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria em formato esférico pertencente ao grupo dos
cocos gram-positivos, faz parte da microbiota normal da pele, porém em decorréncia de baixa
imunidade ou lesdo, pode levar a infecgdes do 6rgdo. Com o emprego da antibioticoterapia no
inicio da década de 1930 com a sulfanilamida e com o descobrimento de antibidticos
betalactamicos, iniciou-se o tratamento frente a essa bactéria, que acabou por sua vez,
desenvolvendo mecanismos de resisténcia contra a sulfanilamida, e 0 mesmo ocorreu para 0s
antibidticos betalactamicos, dado que a bactéria Staphylococcus aureus é capaz de hidrolisar e
inativar o antibiotico por meio da producéo de betalactamases (SANTOS et al., 2007).

2.3. Melaleuca leucadendron

A espécie Melaleuca leucadendron é bastante conhecida popularmente pelas folhas de
papel branco ou cajepute. Faz parte da familia Myrtaceae, a qual possui aproximadamente 4.000
espécies encontradas em regides tropicais e subtropicais com predominancia na regido
neotropical e na Australia (SOUZA, 2008).

A planta é amplamente utilizada em diversos paises, como: Australia, Europa e América
do Norte como componente ativo em formulac6es para limpar as mdos, xampus e preparacoes
topicas para o tratamento de infecgdes e outras doencas (BRUN et al., 2018). Além disso, possui
material vegetal veiculado a medicamentos fitoterapicos, incluindo anti-sépticos,
antiespasmaodicos, antineuralgicos e antirreumaticos, e na fabricacdo de cosméticos. Varios
estudos ja demonstraram a eficacia da espécie como agente antibacteriano, antiviral,
antitérmico e antifangico (PUJIARTI et al., 2011). Diversas espécies da familia Myrtaceae,
especialmente do género Melaleuca L., sdo também utilizadas no tratamento de problemas de
pele, como: acne, feridas, furunculose e onicomicose. Assim como, possui indicacdes para o

uso interno em gripes, inflamacgdes de garganta e infecgdes vaginais (MONTEIRO, 2014).

Investigacdes realizadas em Nilgiris na india constataram a presenca de compostos
fendlicos, triterpenos, esteroides, flavonoides, saponinas e taninos, no extrato metandlico das
folhas de Melaleuca leucadendron (SHAN et al., 2013).
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Além disso, os compostos fendlicos, flavonoides, taninos, triterpenos e saponinas sdo
constantemente relacionados a atividades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e cicatrizantes
(FERRANDIZ e ALCARAZ, 1991; LOPES et al., 2005; AMARAL et al., 2014; LAY et al.,
2014).

2.4. Nanotecnologia

O termo nanotecnologia se refere ao estudo e as aplicacdes tecnoldgicas de objetos e
dispositivos que possuam ao menos um de suas dimensfes fisicas na escala manométrica
(LEDO et al., 2006). Essa ciéncia é capaz de criar sistemas de liberacio inovadores, capazes de
melhorar a absorcéo das substancias administradas. Desse modo, formulagdes nanoestruturadas
permitem aumentar a eficacia e a seguranca dos medicamentos (SARMENTO et al., 2007).

A nanotecnologia tem tido resultados modestos no pais, porém varios pesquisadores
brasileiros tém obtido resultados satisfatorios em produtos para aplicacdo dermatolégica, que
oferecem maior comodidade e eficacia terapéutica para 0s pacientes. Portanto, pesquisas de
base nanotecnoldgica quando alinhadas a industrias farmacéuticas, levam ao aumento da
inovacdo de farmacos (DIMER, 2013).

A inovacgdo atribuida a estudos que utilizam abordagens da nanotecnologia, como
nanoparticulas, lipossomas e nanoemulsdes, tem se destacado devido a melhoria na aplicacéo
terapéutica (ZORZI et al., 2015). Uma estratégia muito importante na nanotecnologia é a
preparacdo de sistemas micelares promovido por polimeros, comumente chamados de micelas
poliméricas. Essa tecnologia é altamente promissora na solubilizacdo e melhora na absorcao de
farmacos (MILLER et al., 2013). S&o constituidos por nanosistemas com um nucleo interior
hidrofobico rodeado por uma camada exterior hidrofilica (MAZZAFERRO, BOUCHEMAL &
PONCHEL, 2013; YUAN et al., 2010).

2.5. Poloxamers

Poloxamers sdo polimeros sintéticos com propriedades anfifilicas que promovem a
formacdo de sistemas nanoestruturados. Possuem uma cadeia hidrofobica de polioxipropileno
entre duas cadeias de polietileno hidrofilico. Em virtude da sua propriedade anfifilica, sdo
capazes de encapsular substancias e formar hidrogeéis constituidos por micelas poliméricas
estruturadas em uma rede cubica 3D. Por se tratar de substancias atoxicas e estaveis, sdo muito

utilizadas em sistemas de liberagcdo controlada (PEREIRA, 2013).
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Nessa familia de copolimeros o Poloxamer 407 se destaca na producéo de hidrogéis,
levando em conta sua grande capacidade solubilizadora, baixa toxicidade, capacidade de
veicular farmacos, bem como inimeras biomoléculas, e compatibilidade com vérios
excipientes. O poloxamaer 407 é um surfactante anfifilico ndo idnico da familia de polimeros
tribloco, sendo assim, € um composto obtido da juncdo de trés seguimentos poliméricos sendo
a parte central comumente caracterizada pela presenca do 6xido de propileno, diferente dos
seguimentos externos da molécula, obtendo o 6xido de etileno nas pontas (GIULIANO et al.,
2018).

Os poloxamers séo tensoativos ndo-idnicos, e fazem parte dos principais componentes
presentes nas formulacdes capazes de influenciar no potencial zeta, por reduzirem o valor
absoluto desse parametro (SCHAFFAZICK, 2003). O potencial zeta é uma propriedade capaz
de medir o potencial eletrocinético da superficie das particulas produzidas a partir da utilizacao
do tensoativo e, consiste na diferenca de potencial entre a fase dispersa e a fase dispersante.
Esta propriedade, esta muito relacionada a estabilidade quimica de farmacos encapsulados, por
ser capaz indicar o grau de repulsdo entre particulas adjacentes, carregadas em uma dispersédo
(MAYORAL, 2014). Quando o potencial zeta é baixo, existe atracdo entre as particulas e estas
tendem a flocular, por isso é desejavel que esse parametro tenha valores elevados, evitando a
agregacao, e levando a uma boa estabilidade fisico-quimica da formulacdo (MAYORAL,
2014).

Uma caracteristica muito importante e motivo pelo qual o poloxamer 407 é utilizado na
fabricacdo de hidrogéis é seu comportamento diante das variacdes de temperatura. O aumento
da temperatura faz com que ocorra o rearranjo das micelas produzidas pelo polimero e sua
dimensdo espacial passa de uma estrutura cubica para uma configuracdo hexagonal, levando
assim, ao processo de gelificacdo da formulacdo (GIULIANO, 2018). Dessa forma, esse
polimero é considerado promissor na veiculacao de diversas substancias bioativas, por possuir
caracteristica fluida a temperatura ambiente favorecendo sua aplicagdo nos tecidos, e na
temperatura corporal se gelificam, proporcionando dessa forma, uma liberacdo mais controlada

e sustentada do farmaco.

2.6. Hidrogéis

O hidrogel é um exemplo de formula¢do que pode ser utilizada a fim de aumentar a eficacia

e seguranca dos medicamentos, através do sistema de entrega controlada de farmacos. Essa
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estratégia diminui o nimero de aplicacGes, uma vez que promove a liberacdo localizada,
prolongada e sustentada do medicamento através da pele (HAMIDI et al., 2008; GAO et al.,
2016; OLTARZHEVSKAYA et al.,, 2018). Essas formulagbes sdo constituidas por redes
poliméricas estruturadas tridimensionalmente, formadas por macromoléculas interligadas por
ligagdes do tipo covalente (reticulagdes) ou interagdes fisicas (OVIEDO et al., 2008). Hidrogéis
sdo capazes de reter grande quantidade de agua na pele sem que haja dissolugdo do polimero
(BHATTACHARYA et al., 2009; FENNELL et al., 2019).

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, e sua principal funcdo é a protecdo entre 0s
ambientes interno e externo, sendo assim uma barreira contra estressores ambientais. Fatores
como pressao, traumas mecanicos, quimicos, fisicos e isquémicos e algumas cirurgias, podem
levar a varios tipos de lesdes (SOUSA et al., 2019). Portanto se faz necessario, meios
terapéuticos para que 0 processo de tratamento de lesdes ocorra mais rapidamente, e que esse

processo ocorra da forma mais asseptica possivel.

O processo de tratamento de feridas da pele ocorre através do fechamento rapido e funcional
da lesdo com a minimizacao de cicatrizes aparentes, por meio da protecdo a agentes fisicos,

mécanicos e bioldgicos, a fim de evitar e diminuir complicagdes (HAN et al., 2017).

Nesse sentido, os hidrogéis sdo sistemas semisélidos capazes de atuar no tratamento dessas
lesbes com perda parcial ou profunda, dermoabras@es, necrose, Ulceras e queimaduras. Podem
ser utilizados juntamente com outros medicamentos, bem como podem ser empregues em sua
formulacéo diversos ativos encapsulados provenientes de plantas medicinais (MONTEIRO, et
al., 2020; QU, et al., 2018).

2.7. Ensaios de estabilidade em fitocosméticos

Existem diversos aspectos que podem afetar a estabilidade das formulacdes
fitocosméticas, tanto extrinsecos, quando relacionados a fatores externos, tais como luz,
temperatura e umidade, como intrinsecos, quando estdo aliados a aspectos que sao inerentes a
formulacdo, sendo eles: incompatibilidade quimica e fisica, pH, material de acondicionamento,
e interacdo dos ingredientes utilizados que podem promover reacdes de hidrolise e 6xido
reducdo, e por consequéncia, acabam levando a perda da estabilidade do produto (ISAAC,
2008). Desse modo, existem ensaios que sdo empregados no desenvolvimento de formulacGes
fitocosméticas a fim de prever e determinar que esses produtos produzam resultados positivos

no tratamento de diversas doencas.
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De acordo com a Anvisa o teste de centrifugacdo € um dos ensaios realizados, onde a
formulacéo deve-se permanecer estavel, sem separacao de fases e presenca de corpo de fundo
ao fim da centrifugacdo, caso ocorra qualquer sinal de instabilidade serd necessaria uma
reformulacdo do produto. Além disso, a agéncia pontua que ao obter uma aparéncia homogénea
e sem alteracdes apds a centrifugacdo, ndo significa necessariamente que a formulacdo seja
estavel, e sim que a mesma se encontra preparada para 0s demais testes, como o teste de

estabilidade preliminar.

O teste de estabilidade preliminar é baseando em condi¢c@es onde a amostra é colocada
em situacOes extremas de temperatura, passando por ciclos de aquecimento e resfriamento,
fazendo com que possiveis reacdes que possam acontecer entre os constituintes da formulacdo
sejam aceleradas. Por acondicionar a amostra em situacfes extremas ndo compativeis com a
real situacdo que seria acondicionada, o teste ndo é capaz de determinar o prazo de validade do
produto, mas se mostra uma ferramenta eficaz na triagem de formulagdes ao fornecer indicacdes

de instabilidade na composicéo e necessidade de reformulagdo (BRASIL, 2004).

3. JUSTIFICATIVA

O hidrogel pode aumentar a eficacia de farmacos frente a microrganismos resistentes.
Além disso, possui capacidade de aumentar a biodisponibilidade e a biocompatibilidade da
forma farmacéutica, elevando a penetrabilidade pela pele, aumentando a eficacia e reduzindo a
toxicidade. Portanto, pode se tornar uma forma farmacéutica interessante na incorporagédo de

matérias primas de origem vegetal.

Levando em conta a falta de estudos sobre formulacGes contendo o extrato etanolico
bruto das folhas de Melaleuca leucadendron e a necessidade de novos antibioticos para o
tratamento de infeccbes causadas por Staphylococcus aureus, tornam-se necessarios tais
estudos para determinar a atividade antimicrobiana do extrato frente a este microrganismo, bem
como determinar a estabilidade das formulagdes, para assim contribuir com a pesquisa de novas

formas de tratamento contra doencas infecciosas.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Desenvolver uma formulacdo micelar a partir do extrato etandlico bruto das folhas de

Melaleuca leucadendron e realizar a avaliagdo da atividade antimicrobiana.

4.2. Objetivos Especificos

e Obter o extrato etandlico bruto das folhas de Melaleuca leucadendron;

e Desenvolver uma formulagdo micelar contendo o extrato etandlico bruto de M.
leucadendron;

e Caracterizar a formulacdo desenvolvida por meio de analise macroscépica, medida do
tamanho e indice de polidisperséo das particulas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato e da formulagéo.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Caracterizacdo do material vegetal

5.1.1 Material Botanico

As folhas de Melaleuca leucadendron foram coletadas na Universidade Federal de Ouro
Preto no campus situado na cidade de Ouro Preto, Minas Gerais, no ano de 2021. A exsicata foi
depositada no Herbario Professor José Badini, DEBIO/ICEB/UFOP, sob 0 niumero de registro
OUPR 29495. E o cadastro no SISGEN foi realizado sob nimero A2CC35F.

Apos a coleta, foi feita a triagem das folhas, no ato da selecdo, aquelas que estavam
sujas e infectadas por fungos foram descartadas, prevalecendo folhas de aspecto mais limpido,
as quais foram colocadas em estufa com circulacdo de ar em temperatura ambiente (25°C + 2)

por 3 dias.

A pulverizacdo ocorreu em um moinho de facas (Manesco e Ranieri LTDA) e o pé

obtido foi pesado.
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5.1.2 Teor de umidade

O teor de umidade foi realizado conforme a Farmacopéia Brasileira 6% edigdo. Em
triplicata 1g das folhas pulverizadas de Melaleuca leucadendron foram pesadas em cadinhos.
Feito isto, foram levados a estufa a 105°C por 15 minutos. Apds o tempo estimado, os cadinhos
foram colocados em dessecador com silica até o resfriamento a vacuo. Em seguida, os cadinhos
que ja foram previamente pesados vazios, foram pesados novamente contendo a amostra para

determinag&o do teor de umidade.

5.1.3 Perda por dessecacao

A perda por dessecacdo do pé das folhas de Melaleuca leucadendron foi determinada
conforme a Farmacopeéia Brasileira 6 edi¢cdo. Em triplicata de 1g da amostra foi pesada em
cadinhos, que foram colocados em aquecimento em estufa a 105°C por 2 horas. Estes, foram
armazenados no dessecador com silica até o resfriamento sob vacuo. Em seguida, os cadinhos
que ja foram previamente pesados vazios, foram pesados novamente contendo a amostra para

a analise da perda por dessecacao.

5.1.4 Dosagem de cinzas

Para a dosagem de cinzas, o procedimento foi realizado conforme a Farmacopéia
Brasileira 62 edicdo. Em triplicata, os cadinhos foram lavados e secados por cerca de 4 horas
em mufla & 550°C. Posteriormente, os cadinhos foram retirados da estufa e colocados no
dessecador onde foi aguardado o seu resfriamento por aproximadamente 1 hora. Em seguida,
foi pesado e anotado a massa de cada cadinho vazio. Posteriormente, 59 do p6 das folhas secas

e trituradas de Melaleuca leucadendron foram colocados nos cadinhos e anotado a massa.

As amostras previamente pesadas foram colocadas na mufla e foi aumentada
gradativamente a temperatura da mesma por 5 a 6 horas até 550°C. O residuo final obtido do
dessecador foi resfriado e os cadinhos foram levados a balanga, e pesados a fim de calcular a

% de residuo.

5.1.5 Analise granulométrica

Com finalidade de realizar a analise granulométrica a partir da metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 62 edicdo, 25g do po triturado das folhas de Melaleuca leucadendron

foi pesado e colocado na maior malha do tamis, procedendo com agitacdo por vibragao por 30
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min. Apos este tempo, foi pesada a fracdo presente em cada malha. Antes de colocar o p6 na
malha, esta foi previamente pesada vazia, e posteriormente pesada com cada fragédo. A
determinagdo da massa foi obtida pela subtragdo da malha cheia (g) pela malha vazia (g).

5.1.6 Obtencéo do Extrato

Aproximadamente 255,959 das folhas pulverizadas de Melaleuca leucadendron foram
previamente umedecidas com etanol e colocadas em um percolador, onde o solvente foi
acrescentado até completar 1000mL ao sistema que apds esse processo ficou em repouso. Apds
48 horas, foi realizada uma filtracdo do sistema. Esse procedimento foi repetido por mais 6
vezes, totalizando 4000mL de etanol utilizados na extracdo. O filtrado do sistema de percolagéo
foi concentrado através da evaporacéao do solvente em um rotaevaporador, sob pressdo reduzida
e temperatura de aguecimento constante de 40°C.

A fim de se obter uma maior evaporacao do solvente, o extrato previamente concentrado
no evaporador rotatorio foi colocado em estufa a temperatura de 40°C por aproximadamente 7
dias. Posteriormente, o extrato bruto foi pesado a fim de conhecer valores referentes ao

rendimento.

5.2 Desenvolvimento da formulacé@o contendo extrato bruto de Melaleuca leucadendron

5.2.1 Obtencéo da solucéo micelar inicial
Inicialmente foi realizada a solubilizacdo do extrato e do poloxamer em quantidade

suficiente de etanol 99,8% P.A. As concentracdes de extrato e poloxamer utilizadas estdo
demonstradas na Tabela 1. Apos a solubilizacédo, o extrato e poloxamer foram vertidos para um
mesmo baldo de fundo redondo e o solvente foi evaporado em rotavapor (Fisatom®, Brasil) a

temperatura de 40°C e sob pressdo reduzida.

Posteriormente, foi realizada a reidratacdo adicionando-se dgua ultrapura em quantidade
suficiente para completar o volume final de 20 mL, concomitante a homogeneizacdo em
agitador magnético. A solucdo micelar foi armazenada em geladeira por até 72 horas para
reduzir a espuma. Os principais aspectos macroscopicos da formula¢do, como cor, odor e

viscosidade e separacdo de fases foram observados.
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Tabela 1. Concentragdes de EEBM e tensoativo utilizados para a obtengéo da solugdo micelar
inicial.

Agua
Extrato (%) Poloxamer (%) DMSO (%)
g.s.p.
0,25 13 0 20mL
0,5 13 0 20mL
1,0 15 0 20mL

Para caracterizacao da solucdo micelar obtida foi realizada também a leitura do tamanho
de particula e indice de polidispersdo (IPD) por meio do aparelho Zetasizer (PN3702) -
Software: Zetasizer, utilizando-se cubeta de quartzo. Em todas as leituras as amostras foram
analisadas apos diluicdo (1:1000) em agua ultrapura e em triplicata. As medidas foram
executadas em angulo de retroespalhamento de 173°, a temperatura de 25 °C. Os dados foram
expressos como a média + desvio padrdo. Foram selecionadas para a proxima etapa as
formulacdes que na analise macroscopica apresentavam-se homogéneas e com auséncia de
sinais de instabilidade, além de tamanho de particula nano e baixo indice de polidisperséo (<

0,5) nas leituras realizadas 24 horas e 7 dias ap0s a obtencéo das solucdes.
5.2.2. Otimizacao da solucdo micelar por desenho experimental fatorial

A otimizacdo das solucdes micelares obtidas na etapa anterior foi realizada por meio do
desenho experimental fatorial. Para este desenho, foi utilizado o planejamento fatorial 32, onde
foi analisada a influéncia das diferentes concentracdes de extrato, tensoativo (Poloxamer) e
DMSO sobre o tamanho das particulas e o IPD. Neste caso, 0 DMSO foi utilizado para se obter
uma melhor solubilidade do extrato e consequentemente avaliar se este possui impacto positivo
no desenvolvimento da formulacao.

Neste estudo, foram avaliadas 2 varidveis diferentes, cada uma a trés niveis descritos
como minimo (-), médio (0) e maximo (+), dados apresentados na Tabela 2. Nesta etapa, 0

volume final foi ajustado para 5 mL.
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Tabela 2. Matriz de ensaios para a formulacdo desenvolvida a partir do EEBM.

Nivel de Variaveis
planejamento Extrato (%0) Poloxamer (%) DMSO (%)
fatorial
- 0,25 13 0
0 0,50 14 1
+ 0,75 15 2

A leitura do tamanho de particula e IPD foi realizada no aparelho Zetasizer (PN3702) -
Software: Zetasizer, utilizando-se cubeta de quartzo. Em todas as leituras as amostras foram
analisadas apos diluicdo (1:1000) em &gua ultrapura. Sendo cada analise realizada em triplicata,
as medidas foram executadas em angulo de retroespalhamento de 173°, a temperatura de 25 °C.

Os dados foram expressos como a media + desvio padréo.

5.2.3. Obtencéo da formulacéo final: Hidrogel

Apos a analise estatistica e selecdo da formulagdo com menor tamanho de particula e
IPD, esta foi testada com diferentes concentracdes de Poloxamer com o objetivo de se obter
uma formulacéo final com a seguinte caracteristica: a temperatura ambiente a formulacao
estara no estado liquido e, em contato com a pele a mesma passara para o estado solido. Para
verificar o comportamento da formulacéo frente as variaces de temperatura, foram realizados
testes de exposicdo das mesmas a diferentes temperaturas, e foi selecionada a formulacéo que
se tornou solida a aproximadamente 35°C. As formulacGes foram colocadas em agua quente e
a temperatura foi monitorada utilizando-se termémetro digital, a temperatura do banho foi
aumentada a cada 2°C e, a cada aumento da temperatura foi observada as alteracdes de
viscosidade da formulacdo até a passagem para o estado sélido.

Posteriormente foi realizada a leitura do tamanho de particula, IPD e potencial zeta da
formulacdo final com o auxilio do aparelho Zetasizer (PN3702) — Software: Zetasizer,
utilizando-se cubeta de quartzo. Em todas as leituras as amostras foram analisadas apés dilui¢éo
(1:1000) em agua ultrapura. Sendo cada analise realizada em triplicata, as medidas foram
executadas em angulo de retroespalhamento de 173°, a temperatura de 25 °C. Os dados foram

expressos como a média + desvio padréo.
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5.3. Avaliagéo da estabilidade da formulagdo
5.3.1. Teste de centrifugagdo

O teste de centrifugacdo foi realizado conforme procedimento estabelecido pela
Anvisa, onde 5g das amostras, em triplicata, foram colocadas em tubos de ensaio, e
centrifugadas a 3000 rotagdes por minuto (rpm) por 30 minutos. Em seguida, cada tubo de
ensaio foi avaliado de forma visual, com a finalidade de observar o aparecimento de algum
precipitado no fundo do tubo ou separacdo de fases da amostra. Livre de qualquer instabilidade

aparente, as amostras seguiram para o teste de estabilidade preliminar.

5.3.2. Estabilidade preliminar

O estudo de estabilidade preliminar foi realizado conforme procedimento estabelecido
pela Anvisa, e teve duragéo de 12 dias. As formulagdes em teste foram submetidas a condigdes
de estresse com a finalidade de acelerar o surgimento de possiveis sinais de instabilidade de
acordo diferentes temperaturas. As amostras foram submetidas a 6 ciclos de 24 horas alternando
entre resfriamento (5°C = 2) em refrigerador e aquecimento (40°C £ 2) em estufa, onde
iniciaram o ciclo no refrigerador, portanto nos tempos 24 horas, 7° dia e 12° dia, as amostras
se encontravam em geladeira, novamente em geladeira e estufa, respectivamente.

Nos tempos de 24 horas e aos 7° e 12° dias foram realizadas leituras dos tamanhos de
particula, IPD e potencial zeta com o auxilio do aparelho Zetasizer (PN3702) - Software:
Zetasizer, onde utilizou-se cubeta de quartzo. As amostras foram analisadas em triplicata com
diluicdo (1:1000) em agua ultrapura em todas as leituras. As medidas foram executadas em
angulo de retroespalhamento de 173°, a temperatura de 25 °C. Além desses aspectos, foram
avaliadas também as caracteristicas organolépticas da formulacdo (cor, odor e aspecto), bem
como o pH de uma solucdo aquosa diluida 1:10, e por fim, a temperatura de solidificacdo da

amostra.

5.4. Determinacao da atividade antimicrobiana por microdilui¢cdo em caldo

A determinacdo da atividade antimicrobiana foi realizada microplacas de 96 pocgos
previamente esterilizadas com alcool 70%, e colocadas sob a luz ultravioleta (UV) na capela de
fluxo laminar, para o devido controle bioldgico e confiabilidade do teste. Os materiais utilizados
nos experimentos, foram autoclavados a fim de se manter um ambiente estéril. O in6culo foi

feito a partir da preparacdo de uma suspencdo contendo Staphylococcus aureus em solucéo
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salina (NaCl 0,9%), que foi comparada com a escala McFarland. As suspenc¢des foram diluidas
em proporgdo 1:100 em caldo Mueller Hinton, obtendo assim, uma concentracdo final de
microrganismos no teste de 5 x 10° UFC/mL.

29 do extrato foram solubilizados com 2% de DMSO (100uL), posteriormente a agua
foi adicionada até se obter uma concentracdo de 400mg/mL. Dessa solugdo estoque, 1mL foi
colocado em eppendorf e completado volume com 1mL de caldo, possuindo uma concentragdo
final de 200mg/mL, dessa nova solucéo 50 uL foi transferida para os pogos Al, A2 e A3, onde
foram completados com o inéculo, fazendo com que a maior concentracdo do teste seja

100mg/mL dentro dos trés primeiros pogos.

Em triplicata, foi adicionado meio a partir do segundo pogo de cada coluna do teste. Em
seguida, adicionou-se 50 uL de solugdo de amostra no segundo pogo em triplicata, onde foi
realizado dilui¢bes seriadas 1:2, retirando do segundo poco e transferindo para o terceiro e
homogeneizando, esse processo foi repetido até o ultimo pogo e descartados os 50 uL retirados
deste. Por altimo foi adicionado de in6culo em cada coluna do teste onde foram realizadas as

diluices.

Para o controle de crescimento, foi adicionado ao pogo 50 uL de meio de cultura. Ja no
controle positivo, foram adicionados 50 pL de Tetraciclina. No controle negativo, foram
adicionados 50 puL de caldo com DMSO 2%. E por tltimo no controle do meio de cultura, foram
adicionados 100uL de caldo. Feito isto, o indculo foi colado em cada pocgo, exceto para o
controle do meio de cultura, que deve indicar que o caldo adicionado esta livre da presenca de

microrganismos. Por fim, a placa de elisa foi incubada em estufa a 37°C por 24 horas.

No dia seguinte, com o auxilio de alca bacteriologica na capela de fluxo laminar, o
contetdo de cada poco foi semeado em placa de Petri contendo agar Mueller Hinton. A placa
de Petri foi incubada a 37° por 24 horas, e foi considerada como concentracgdo inibitéria minima
(CIM), amenor concentracdo em gque nao houve crescimento microbiano na placa de Elisa, mas
quando repicada em placa de Petri obteve crescimento, e a concentracdo bactericida minima
(CBM) a diluicdo que ndo possuiu crescimento microbiano na placa de Elisa, e quando foi

repicada em placa de Petri, também ndo foi constatado o crescimento microbiano.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacao do extrato

6.1.1. Material Botanico

As folhas coletadas e levadas ao moinho de facas totalizaram um valor de massa de
361,95¢g, onde 105,98g foi separado para estudos fitoquimicos e 255,959 do p6 das folhas

pulverizadas foi levado ao sistema de percolacéo para a obtencdo do extrato.

6.1.2. Teor de Umidade

A teor de umidade foi determinado, a partir da pesagem dos cadinhos vazios antes da
adicdo de 1g de amostra, e ap0os a passagem da amostra por 15 minutos pela estufa e esfriamento
em dessecador. Os dados estdo descritos a seguir na Tabela 3.

Tabela 3. Peso dos cadinhos vazios, da amostra, dos cadinhos apos o esfriamento, da perda, e
a porcentagem do teor de umidade.

) Amostra Apos Perda(g)
Cadinhos _ Teor de
] (9) esfriamento _
vazios () umidade (%o)
(9)
18,7617 1 19,7040 0,0577 5,77
19,8455 1 20,7857 0,0598 5,98
18,7166 1 19,6556 0,0610 6,10
Média 19,1079 1 20,0448 0,0595 5,95
Desvio - +1,6706 x10°3
+0,6391 +0,6390 +0,1670
Padréo

6.1.3. Perda por dessecagdo

A perda por dessecacao foi determinada, a partir da pesagem dos cadinhos vazios antes
da adicdo de 1g de amostra, e apds a passagem da amostra por 2 horas pela estufa e esfriamento

em dessecador. Os valores estdo descritos a seguir na Tabela 4.
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Tabela 4. Peso dos cadinhos vazios, da amostra, dos cadinhos apds o esfriamento, da perda, e
a porcentagem da perda por dessecacao.

) Amostra Apds Perda Perda por
Cadinhos )
] (9) esfriamento (9) dessecacao
vazios (9)
(9) (%)
18,0617 1 18,9828 0,0789 7,89
18,9228 1 19,8391 0,0837 8,37
20,7354 1 21,6489 0,0865 8,65
Média 19,2400 1 20,1569 0,0830 8,30
Desvio - +3,8436 x10°3
+1,3648 +1,3612 +0,3844
Padréo

6.1.4. Dosagem de cinzas

A porcentagem de residuo foi obtida, a partir pesagem dos cadinhos vazios depois de 1

hora na estufa antes da adi¢do de 5 gramas de amostra, e apds a passagem da amostra pela estufa

por cerca de 5 horas e esfriamento em dessecador. Se trata de um procedimento importante na

determinacdo de matéria organica perdida pela amostra, e na porcentagem de residuo

proveniente da matéria inorganica residual. Os dados estdo descritos a seguir na Tabela 5.

Tabela 5. Peso dos cadinhos vazios, da amostra, dos cadinhos apds esfriamento, do residuo e
a porcentagem do teor de cinzas.

) Amostra Apos Residuo ]
Cadinho © i ) © Residuo
resfriamento
vazio (9) : : (%)
(9)

38,4257 5 38,7164 0,2907 5,81

43,5530 5 43,8444 0,2914 5,83

44,7797 5 45,0664 0,2867 5,73
Média 42.2528 5 42,5424 0,2896 5,79
Desvio - +2,5357 x 10°®

+ 3,3706 + 3,3693 +0,0529
Padréo

O limite estabelecido pela Farmacopeia Brasileira 6° edigdo (2019) para teor de

umidade, bem como a perda por dessecagdo, é de 8 a 14%. Assim, o teor de umidade,
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encontrado nas triplicatas ndo estdo de acordo com as especificacfes. Esse evento pode ter

ocorrido por diversos fatores, o primeiro deles esta relacionado a coleta.

Segundo CASTRO (2005), “a colheita deve ser realizada no mesmo dia em que a planta
sera processada” e no presente estudo, as folhas ndo foram coletadas e pulverizadas no mesmo
dia, isso pode ter colaborado para perda de agua e desidratacdo do material vegetal. Os métodos
de secagem em estufa determinam ndo somente a perda de agua, como também dos demais

constituintes volatilizados juntamente com a &gua.

Porém, para aplicacdo destinada ao desenvolvimento da formulacdo em hidrogel a perda
de &gua é favoravel, uma vez que a presenca de umidade nas folhas favorece a acdo de enzimas,

bem como o desenvolvimento de bactérias e fungos (FARIAS, 2003).

A perda por dessecacdo se encontra dentro do limite estabelecido, indicando que todos
0S componentes volateis como 0s Gleos essenciais presentes no material vegetal, foram perdidos

de acordo com o esperado.

Ja em relacdo a dosagem de cinzas, a Farmacopeia Brasileira 6° Edicdo preconiza que
0 teor de cinzas totais ndo deve ser superior a 12%, dessa forma o teste se encontra de acordo

com o especificado.

6.1.5. Analise Granulométrica

O po das folhas pulverizadas de Melaleuca leucadendron passou por diferentes malhas
de tamizes a fim de se determinar a granulometria do po, e os resultados foram dispostos na

Tabela 6, a seguir.

Tabela 6. Porcentagem retida em cada malha do tamis.

Malhas ) _
Selecionadas (mm) Peso Vazio (g) Peso Cheio (g) Massa (g) %

0,125 885,40 888,72 3,32 13,29
0,210 883,24 880,49 7,25 29,02
0,420 819,79 823,61 3,82 15,29
0,500 908,30 910,95 2,65 10,60
0,590 934,85 941,81 6,95 27,82
1,190 953,90 953,96 0,06 0,24

Coletor Fechado 927,69 928,62 0,93 3,72
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De acordo com a Farmacopeia Brasileira 6° edigdo (2019) a definicdo de pd grosso é
aquela cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de
1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 pm, estando
assim o teste, de acordo com o especificado.

6.1.6. Obtencéo do extrato

Foram obtidos 52,299 de extrato etandlico bruto das folhas de Melaleuca leucadendron,
a partir de 255,959 de folhas secas pulverizadas. O rendimento do extrato, portanto, foi de
20,42%.

6.2. Desenvolvimento e caracterizacdo das formulacdes
6.2.1. Obtencao da formulacéo inicial: Solu¢ao micelar

Verificou-se que, para a solubilizacdo do extrato e poloxamer foram necessarios
aproximadamente 10 mL de etanol 99,8% P.A. Ao fazer a retirada do solvente, foi possivel
observar o desenvolvimento do filme polimérico, o qual ao ser reidratado, levou a formacéao da
solucdo micelar.

Apos verificar que € possivel obter a solucdo micelar a partir do EEBM (Extrato
Etanolico Bruto de Melaleuca leucadendron), verificou-se a concentragdo maxima de extrato
possivel de ser incorporada a formulacao é de 0,75%. As formulac6es apresentaram particulas
de tamanho de nanomérico (< 200 nm) (Tabela 7).

Tabela 7. Tamanho de particula de IPD das solu¢des micelares iniciais.

Extra DMS  Tamanho PDI Tamanho PDI
Poloxam
to O (Leitura: 24 (Leitura: (Leitura: (Leitura:
er (%) . .

(%) (%) hrs) 24hrs) 7dias) 7dias)
148,5+40,2 0,379+0,05

0,25 13 0 s 0,527+0,064 156,2+61,55
150,9+8,73 0,488+0,01

0,5 15 0 6 0,547+0,095 163+8,423
170,1+£22,7 0,482+0,19

1,0 15 0 9 0,396+0,013  178,6+27,74
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A partir dos resultados obtidos, foi observado uma grande variagdo no IPD do 1° dia
para o 7° dia, isso ocorre pela capacidade do poloxamer de produzir um sistema dindmico com
rearranjos constantes. Ademais, pensou-se no aprimoramento das formulacgdes a fim de se obter
melhores resultados quanto ao tamanho de particula e IPD, com o objetivo de alcancar um valor
de <200 nme < 0,3, respectivamente, ou bem préximo deste valor. Além disso, pela dificuldade
de solubilizagdo do extrato em etanol, se fez necessario uma alternativa em que permitisse sua
maior incorporagéo, e que melhorasse esses parametros. O solvente DMSO se mostrou uma
alternativa interessante, uma vez que € o solvente mais utilizando na solubilizacdo de extratos
e de diversas substéancias. Todavia, deve ser utilizado com cautela, dado que possui toxicidade,
além disso, pode interferir na atividade antimicrobiana dos extratos frente aos microrganismos
(AMPARO et al., 2018). Esses fatores devem ser levados em consideragdo no desenvolvimento
de formulagBes que tém como objetivo desempenhar atividade antimicrobiana, pois a utilizacéo
equivocada deste solvente pode levar a resultados falso positivos, pela sua capacidade de inibir

0 crescimento dos microrganismos
6.2.2. Otimizacao da solucdo micelar por desenho experimental fatorial

Como no estudo realizado anteriormente foi verificado que as concentragdes de extrato
de 0,25 a 1,0% permitiram obter formulacdes com parametros macro e microscopicos
desejaveis, 0s estudos posteriores foram realizados utilizando concentrac¢des dentro dessa faixa,
e os resultados expressos na Tabela 8.

E importante ressaltar que, nessa etapa 0 DMSO foi adicionado & formulac&o, pois,
verificou-se que este auxilia na solubilizacdo do EEBM. As variaveis tensoativo e DMSO foram
avaliadas a trés niveis descritos como minimo (-), médio (0) e maximo (+), para observar a
influéncia do Poloxamer e do DMSO em todas as concentracfes e assim obter resultados
conclusivos.

Foram obtidas nove formulacGes para cada concentracdo de extrato. Os resultados
encontram-se na Tabelas 8. Pode-se observar que em relacdo as formulacdes com 0,25% de
EEBM, na leitura realizada 24h, o tamanho de particula variou de 94,76nm a 425,0 nme o IPD
de 0,191 a 0,823. A leitura realizada em 7 dias mostrou que o tamanho de particula variou de
136,7nma 295,1 nme o IPD de 0,258 a 0,386.

Em relacdo as formulagcfes que contém 0,50% de extrato, na leitura realizada 24 horas

observou-se que tamanho de particula variou de 146,6 nm a 463,3 nm. Ja o IPD variou de 0,312
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a 0,578. Na leitura realizada 7 dias apos o desenvolvimento da formulagdo a variagdo do
tamanho de particula foi de 95,73 nm a 478,9 nm e a variacéo do IPD foi de 0,265 a 0,618.

Na leitura realizada 24 horas, as formulacbes que contém 0,75% de extrato,
apresentaram variacdes de tamanho de particula de 198,4nm a 346,1 nm. Ja o IPD variou de
0,335 a0,479. Na leitura realizada 7 dias apds o desenvolvimento da formulacéo a variagdo do
tamanho de particula foi de 78,83 nm a 657,8 nm e a variacéo do IPD foi de 0,255 a 0,701.

A otimizacdo das formulagdes foi realizada com o objetivo de encontrar a formulacéo
que provavelmente sera a mais estavel, dentro doa parametros pré-estabelecidos (menor
tamanho de particula e IPD). Os dados obtidos ap0s a caracterizagdo das formulacGes foram
plotados no software Minitab 18 Statistical. Utilizando o desenho de planejamento multinivel
foi possivel identificar a melhor combinacdo das variaveis na concentracdo que produz uma
resposta dentro da faixa desejada. A combinacdo considerada melhor consiste nas
concentragdes 0,75% de extrato, 15% de poloxamer e 2% de DMSO. Essa formulacao foi a que
destacou ao produzir resultados favoraveis de tamanho de particula (78,83 nm) e IPD (0,255),
além de conseguir incorporar uma maior concentracdo de extrato frente as demais formulacdes,
0 que dado a atividade antimicrobiana do extrato, pode levar a melhores resultados na melhora

terapéutica do paciente com o uso da formulacéo.
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Tabela 8. Tamanho de particula de IPD das solugdes micelares com 0.25, 0.50 e 0.75% de

EEBM.
Variaveis Leitura - 24 horas Leitura - 7 dias
Extrato Poloxamer DMSO Tamanho Tamanho

(%) (%) (%) (nm) "ol (nm) "
0,25 13 0 420,2450,52 0,452+0,014 165,1+18,60 0,258+0,031
0,25 13 1 329,5+108,2 0,363+0,103 145,5+99,21 0,283+0,091
0,25 13 2 153,5+42,04 0,371+0,125 191,9+32,40 0,341+0,036
0,25 14 0 165,7+57,57 0,490+0,321 136,7+28,41 0,355+0,017
0,25 14 1 110,5+684,5 0,823+0,195 157,3+64,83 0,315+0,031
0,25 14 2 425,0+48,51 0,57840,051 266,5+259,8 0,377+0,130
0,25 15 0 173,0+60,21 0,293+0,058 269,9+39,86 0,356+0,072
0,25 15 1 94,76+34,31 0,191+0,026 295,1+202,6 0,386+0,101
0,25 15 2 176,5£77,12 0,361+0,109 235,1+125,9 0,340+0,177
0,5 13 0 463,3+305,0 0,563+0,238 249,9+62,26 0,393+0,023
0,5 13 1 396,0+166,6 0,578+0,101 252,9+59,51 0,405+0,053
0,5 13 2 210,2+20,64 0,348+0,027 179,5+47,28 0,324+0,041
0,5 14 0 164,5+35,74 0,312+0,045 115,9+25,42 0,287+0,051
0,5 14 1 324,1+162,6 0,401+0,141 478,9+78,74 0,618+0,035
0,5 14 2 227,2+72,26  0,343+0,081 156,9+22,16 0,325+0,025
0,5 15 0 330,6+49,07 0,389+0,043 103,8+5,116 0,317+0,013
0,5 15 1 335,2452,45 0,519+0,073 111,3+51,78 0,265+0,023
0,5 15 2 146,6+43,53 0,341+0,031 95,73+28,96 0,271+0,012
0,75 13 0 327,1+30,93 0,479+0,039 225,2+35,89 0,417+0,033
0,75 13 1 346,1+47,39 0,463+0,009 657,8+81,25 0,701+0,084
0,75 13 2 287,3+87,71 0,392+0,027 212,2+44,04 0,333+0,056
0,75 14 0 312,3+13,54 0,450+0,017 272,6+77,21 0,417+0,065
0,75 14 1 247,1+18,42 0,429+0,069 256,3+38,31 0,412+0,097
0,75 14 2 243,5+61,39 0,364+0,033 341,0+87,06 0,458+0,044
0,75 15 0 198,4+51,14 0,359+0,014 161,5+15,14 0,354+0,047
0,75 15 1 213,5+86,17 0,335+0,037 134,9+167,2 1,0+0,0
0,75 15 2 249,1+46,81 0,374+0026 78,83+1,798 0,255+0,040
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6.2.3. Obtencéo da formulacgéo final: Hidrogel

A concentracdo 18% de Poloxamer proporcionou a formagdo do hidrogel a temperatura
de 32°C, temperatura que mais se aproximou da temperatura alvo (35°C). Essa é a formulacao
escolhida para prosseguirmos com os demais experimentos e foi denominada formulacéo -
extrato etandlico bruto de M. leucadendron (F-EEBM). Em relacéo as demais concentracdes de
poloxamer testadas, estas solidificaram a uma temperatura muito abaixo (19, 20 e 21%) ou
muito acima da temperatura alvo (15, 16 e 17%) (Tabela 9).

O tamanho de particula e IPD foram medidos nos tempos 24 horas e 7 dias apds a
obtencdo dos hidrogéis. Em geral, as analises ap6s 24 horas e 7 dias, apresentaram resultados
satisfatérios. Ao aumentar as concentragdes de poloxamer as formulagdes continuaram

apresentaram IPD <0,5, o que indica que as particulas permaneceram monodispersas.

MENDONCA (2019), apresenta em seu estudo a produgdo de um hidrogel contendo poloxamer,
para o desenvolvimento de uma formulagdo contendo 0,3% de ciprofoxacino, onde obteve um
tamanho médio de tamanho de particula de 240 nm e IPD < 0,2. Comparando 0s resultados com
0 presente estudo, observou-se que apesar do IPD ser maior, o tamanho de particula é menor, o
que pode fazer com que a formulacdo tambem tenha uma boa absor¢édo pelo extrato corneo da

pele.

Tabela 9. Tamanho de particula, IPD e temperatura de solidificacdo da F-EEBM.

Leitura 24h Leitura 7dias
Poloxamer Temperatura de
o lificacdo (°C
(%0) Tamanho - Tamanho e gelificacdo (°C)
(nm) (nm)
>40
15 139,6+2,873 0,463+0,081 138,2+1,716 0,434+0,058
>40
16 129,2+17,52  0,239+0,043 79,69+4,433 0,346+0,028
17 191,5£26,49 0,343+0,064 234,6+£5,209 0,362+0,067 38
18 180,8+52,28 0,337+0,026 191,8+11,74 0,345+0,026 32
19 152,0+£28,03 0,333+0,045 135,4+47,99 0,259+0,025 24
<24
20 152,6+18,02 0,339+0,066 168,5+64,18 0,312+0,051
<24

21 209,3+55,41 0,296+0,041 260,1+105,4 0,353+0,078
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6.3. Avaliagéo da estabilidade da formulagdo

6.3.1. Teste de centrifugagdo
Apbs 5 g da formulagdo ser submetida a 3000 rpm por 30 minutos, a mesma foi

observada visualmente conforme a Figura 1.

‘

Figura 1. Formulag&o contendo o EEB das folhas de Melaleuca leucadendron apos o teste de

centrifugacao.

Verificou-se ap0s o teste de centrifugagé@o que as trés unidades estudadas permaneceram
homogéneas, sem separacdo de fases e formagdo de corpo de fundo, estando assim em
conformidade com o guia de estabilidade de cosmeticos publicado pela Anvisa. Aprovado nesta
etapa, o produto pdde ser submetido a demais testes de estabilidade como o teste de estabilidade
preliminar (BRASIL, 2004).

6.3.2. Estabilidade Preliminar

Apos o teste de centrifugacdo as amostras passaram por condicdes de temperatura
extremas onde envolviam ciclos de resfriamento e aquecimento que durante 12 dias, 0S
resultados quanto ao tamanho de particula, IPD, potencial Zeta, bem como as caracteristicas
organolépticas da formulacdo, foram observados nos tempos de 24 horas, 7° e 12° dias, e 0s

valores foram expressos na Tabela 10 e Figura 2.



Tabela 10. Parametros avaliados do teste de estabilidade preliminar.
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TRIPLICATA 1 TRIPLICATA 2 TRIPLICATA 3
Anélises
TM1.1| TM1.2 | TM1.3 | TP2.1 | TM2.2 | TM2.3 | TM3.1 | TM3.2 | TM3.3
24 Aspectos N N N N N N N N N
Horas visuais
G
pH 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Temperatura 32 32 32 32 32 32 32 32 32
de
solidificacéo
Tamanho de | 100,9 | 138,2 | 125,3 | 145,3 | 134,1 | 153,2 | 160,3 | 121,2 | 133,8
particula
PDI 0,256 | 0,199 | 0,221 | 0,287 | 0,205 | 0,27 | 0,223 | 0,234 | 0,189
Potencial -18,3 -22 -218 | -174 | -204 | -23,1 | -21,3 | -216 | -22/4
zeta
7 dias | Aspectos N N N N N N N N N
G visuais
pH 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Temperatura 32 32 32 32 32 32 32 32 32
de
solidificacéo
Tamanho de | 145,8 | 133,4 | 101,3 | 154,2 | 141,2 | 128,9 | 126,1 | 150,1 | 1225
particula
PDI 0,3 0,265 | 0,201 | 0,198 | 0,235 | 0,244 | 0,267 | 0,206 | 0,168
Potencial -22 -189 | -25,3 | -21,8 | -22,1 | -204 | -21,3 | -245 | -22,8
zeta
12 Aspectos N N N N N N N N N
dias visuais
E
pH 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Temperatura 32 32 32 32 32 32 32 32 32
de
solidificacédo
Tamanho de | 102,9 | 116,7 | 145,9 | 106,9 | 128,1 | 1459 | 163 | 1441 | 1521
particula
PDI 0,243 | 0,201 | 0,222 | 0,301 | 0,238 | 0,199 | 0,206 | 0,208 | 0,169
Potencial -198 | -204 | -22,1 | -16,9 | -21,5 | -22,1 | -228 | -23,1 | -22,9
zeta

N: Normal G: Geladeira E: Estufa

N&o foram observadas diferencas significativas entre os valores de pH (Figura 2.A),

temperatura de gelificacdo (Figura 2.B), tamanho de particula (Figura 2.C), IPD (Figura 2.D)

e potencial zeta (Figura 2.E) das formulagdes nos trés tempos de analise (1°, 7° e 12 ° dia).
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Figura 2. pH (A), temperatura de gelificacdo (B), tamanho de particula (C), IPD (D) e potencial
zeta (E) da F-EEBP no estudo de estabilidade preliminar.

Resultados expressos como média * desvio padrdo para os dados paramétricos e como

mediana para dados ndo paramétricos.

Durante todo o periodo de analise, foi observado que a formulagdo se manteve estavel
macroscopicamente quanto a as suas caracteristicas organolépticas, onde critérios como cor,

odor e aparéncia se mantiveram normais.

O pH da pele é considerado levemente &cido (4,6 — 5,8), e a utilizacdo de produtos
dermatoldgicos que se encontram, em termos de pH, proximos ao da pele é de extrema
importancia, uma vez que formulagdes que se encontram fora da faixa do pH cutaneo, podem
se comportar de maneira agressiva quando utilizados (LEONARDI et al., 2002). Diante desse
fator, o valor de pH obtido nos tempos 24 horas, 7 dias e 12 dias (5), indica que a formulacéo,
no que se refere ao pH, possui grande potencial farmacoldgico por possuir um valor dentro da

faixa do pH cuténeo.

A temperatura de solidificacdo da formulacdo se manteve constante (32°), e foi
observado que ao retirar as amostras da estufa as mesmas se encontravam mais viscosas, iSso
foi atribuido a desidratacdo, que leva ao consequente enrijecimento da amostra. Espera-se que
a temperatura de transicdo do gel, seja proxima a temperatura corporal, e que em temperatura
ambiente, ele se encontre na forma liquida. SILVA (2017), desenvolveu uma formulagéo

termossensivel contendo 18% de poloxamer 407, e obteve um resultado para temperatura de
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transicdo de fase de 34,7°C. Além disso, é dado que existe uma faixa de temperatura de
solidificacdo que se encontra de 30-35°. Portanto, levando em conta o resultado verificado no
teste de estabilidade preliminar a formulacéo possui temperatura de solidificagdo de acordo com

0 esperado.

Os tamanhos de particula das formulagdes ndo seguiram um padrdo muito bem definido,
considerando os ciclos de resfriamento e aquecimento. Esperava-se que a mudanga da geladeira
para a estufa levasse a diminuicdo do tamanho de particula, porém as unidades TM1.3, TM2.3.
TM3.1 e TM3.3, tiveram aumento desse parametro. Todavia, no que se refere aos valores do
tamanho das micelas, é possivel afirmar que foram satisfatérios por obterem um tamanho
inferior a 200 nm, permitindo a incorporacdo de concentracdes reduzidas do ativo (PATIAS,
2016).

O indice de polidispersdo é um padrdo que avalia o grau de homogeneidade das
particulas dentro de um sistema nanoestruturado, e pode variar de 0 a 1. Valores onde o IPD ¢
< 0,5 constata uma faixa de distribuicdo dos tamanhos de particula mais estreita (SANTOS,
2017). Diante dos resultados, pode-se considerar que as particulas micelares presentes na

formulacéo se apresentam de forma homogénea.

O potencial zeta se manteve elevado negativamente, em torno de — 20 mV, esse
parametro € uma medida que permite avaliar o grau de repulsdo das particulas, bem como prever
a estabilidade de sistemas nanoparticulados. Formulagdes que possuem potencial zeta negativo,
estdo associadas a utilizacdo de tensoativos ndo idnicos, como é o caso do poloxamer 407, e
ainda, valores elevados de potencial zeta (negativos ou positivos), estdo associados a particulas
improvaveis de se flocular, e consequentemente mais estaveis (MAYORAL et al., 2014;
PATIAS et al., 2016; SANTOS, et al., 2017).

6.4. Determinacao da atividade antimicrobiana por microdilui¢cdo em caldo

Apos a incubacdo da placa de Elisa, foi realizada a analise macroscopica da placa onde

observou-se o crescimento do microrganismo em cada poc¢o conforme a Tabela 11 a seguir.
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Tabela 11. Crescimento microbiano apds 24 horas, concentracdo do extrato e das
formulagdes.

X

y
112|345 ]6 ] 7 [8]9]10]11]1
A 100 mg/mL 0,39 mg/mL* 500 pL/mL 1,95 pL/mL*
B 50 mg/mL 0,19 mg/mL* 250 pL/mL* 0,98 pL/mL*
C 25 mg/mL 0,098 mg/mL* 125 puL/mL* 0,49 pL/mL*
D 12,5 mg/mL 0,049 mg/mL* 62,50 pL/mL* 0,24 pL/mL*
E| 6.25mg/mL 31,25 pL/mL* Controle de
Crescimento*
« Controle de
F 3,13 mg/mL 15,63 pL/mL DMSO*
« Controle do
G 1,56 mg/mL 7,81 pL/mL Antibiético
H 0,78 mg/mL* 3,90 pL/mL* Controle do Meio

*Pocos onde foi observado crescimento microbiano.

O conteudo de cada poco foi repicado em agar Mueller Hinton, e a placa de petri foi
incubada por 24 horas. O crescimento microbiano foi observado e assim determinada a

concentracdo inibitéria minima do extrato e da formulagcdo, e a concentracdo bactericida
minima do extrato.
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Figura 3. Crescimento microbiano em agar Mueller Hinton apds 24 horas.
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Considerando a metodologia realizada de acordo com o Instituto de PadrGes Clinicos e
Laboratoriais (CLSI), os pogos F1, F2, e F3 possuiram a concentragdo bactericida minima para
0 extrato (3,13 mg/mL), uma vez que 0S po¢os ndo apresentaram turbidez apds 24h de
incubacdo, e quando o contetido foi passado para o agar, e incubado por mais 24h, ndo ocorreu
crescimento bacteriano. Isso indica que a concentracdo de extrato no poco foi suficiente para
matar a cepa de Staphylococcus aureus.

Os pogos G1, G2 e G3, possuiram a concentracdo inibitéria minima para o extrato (1,56
mg/mL), visto que 0s pogos estavam limpidos ap6s 24h de incubacgdo, mas quando o conteudo
foi passado para o agar, e incubado por mais 24h, observou-se crescimento bacteriano. Conclui-
se que a concentracdo de extrato ndo foi suficiente para matar o microrganismo, apenas inibiu

seu crescimento.

Os pocos A7, A8 e A9, possuiram a concentracdo inibitoria minima para a formulagéo
(500pL/mL), dado que os pogos estavam limpidos apds 24h de incubacdo, mas quando o
conteudo foi passado para o agar, e incubado por mais 24h, observou-se crescimento bacteriano.
Conclui-se que a concentracdo de formulagdo ndo foi suficiente para matar o microrganismo,
apenas inibiu seu crescimento. Ademais, ndo foi possivel determinar a concentracao bactericida

minima para a formulacéo.

Os pocos referentes ao controle de crescimento (E10, E11 e E12), obtiveram o
crescimento de Staphylococcus aureus assegurando a validade e confiabilidade do teste, uma
vez que esta garantindo a presenca das bactérias no indculo usado no experimento. Os pogos
destinados ao controle de DMSO (F10, F11 e F12), apresentaram crescimento para
Staphylococcus aureus evidenciando que o solvente presente no meio nao interfere no
crescimento dos microrganismos, dessa forma apenas o extrato agiria inibindo o crescimento
dos mesmos. Os pocos contendo o controle do antibiético, ndo foi observado o crescimento
para 0 microrganismo estudado. Por fim, os pogos H10, H11 e H12, referentes ao controle do
meio, ndo obtiveram crescimento de microrganismos, evidenciando que ndo possuem

interferentes presentes no meio de cultura.
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7. CONCLUSAO

O meétodo de secagem das folhas pulverizadas, proporcionou perda de 4gua, onde dado
0 destino da utilizagdo do extrato em uma formulagéo com atividade antimicrobiana, se mostrou
interessante. O método de extracdo através da percolacdo proporcionou um bom rendimento do
EEB das folhas de Melaleuca leucadendron (20,42%). No desenvolvimento da formulagéo, a
formulacdo com as concentragdes 2% de DMSO, 0,75% de extrato, 15% de poloxamer produziu
resultados favoraveis de tamanho de particula e IPD. Ademais, a concentracdo 18% de

poloxamer proporcionou a formacao do hidrogel que mais se aproximou da temperatura alvo.

Considerando os parametros avaliados durante o teste de estabilidade preliminar, a
formulagdo produzida durante o estudo produziu resultados consistentes, com constéancia de
pH, temperatura de solidificacdo e carateristicas macroscopicas consideradas normais. Além
disso, obteve valor de tamanho de particula menor que 200 nm, e indice de polidisperséo e
potencial Zeta considerados satisfatorios para a estabilidade do produto.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato e da formulacdo demonstrou que a
concentracdo de 1,56 mg/mL e 500 pL/mL, respectivamente, levaram a inibicdo do crescimento
microbiano de Staphylococcus aureus. N&o foi possivel determinar o CBM da formulacéo, ja o
EEB de Melaleuca leucadendron conseguiu produzir esse resultado com a concentragéo de 3,13

mg/mL.

Assim, a producdo do hidrogel contendo o EEB de Melaleuca leucadendron
demonstrou ser uma alternativa farmacologica no tratamento de infecg¢bes, por inibir o
crescimento Staphylococcus aureus, dado a presenca de compostos fendlicos, flavonoides,
taninos, triterpenos e saponinas, que favorecem a acdo antimicrobiana do extrato e da
formulacdo. Além disso, o estudo da formulacdo, bem como o emprego de matérias primas
vegetais em sistema nanoestruturados corrobora para inovacdo e estudos envolvendo

formulacgdes de liberacdo controlada voltada para farmacos antimicrobianos.
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