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RESUMO

COSTA, Isabela Mazarim da. Desenvolvimento e caracterizagao de emulsao
contendo nanoparticulas de prata biogénicas e 6leos essenciais de Origanum
vulgare e Melaleuca alternifolia, como potencial tratamento para a pitiriase
versicolor. 2023. 105 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

A Pitiriase versicolor (PV) € uma infec¢ao fungica superficial caracterizada por um
disturbio de pigmentagdo cutdnea, ocasionada por leveduras lipofilicas do género
Malassezia spp. A PV se manifesta por maculas ovais hiper ou hipopigmentadas em
regides muito oleosas da pele, tornando-se esteticamente desagradavel. Os fatores
de ocorréncia da PV podem ser enddgenos ou exdgenos, e os tratamentos
convencionais sdo por meio de agentes antifungicos tdpicos e orais, mas
frequentemente topicos. No entanto, tais tratamentos sdo onerosos, longos, com
efeitos colaterais, além de apresentarem resisténcia ao fungo e reincidéncia da PV. O
objetivo do estudo foi desenvolver e caracterizar uma emulsao hidratante do tipo O/A,
contendo nanoparticulas de prata biogénicas (bioAgNP) e O6leos essenciais de
Origanum vulgare (OEO) e Melaleuca alternifolia (OEM) como potencial tratamento
para PV. Inicialmente foi avaliada a atividade antifungica dos ativos individuais contra
Malassezia pachydermatis por meio dos ensaios de Disco-difusdo, Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e Checkerboard.
Posteriormente, foram desenvolvidas oito formulagdes, sendo uma base (Foase) € sete
de tratamento seguindo o planejamento experimental do tipo Centroide-Simplex
formado por um tridngulo equilatero. Os vértices do tridngulo representam as
formulacdes Foem, Frioagne € Foeo, desenvolvidas com 3% de OEM, 3% de bioAgNP
e 2% de OEO, respectivamente. Ja as arestas, representam as formulagées com
ativos combinados na proporgéo 1:1, sendo elas Foem:bioagnp, FoEO:bioagNP € FoEM:OEO.
Por fim, o ponto central do triangulo equilatero representa a formulacdo em
combinagdo ternaria (1:1:1) dos ativos, codificada por Foewmbioagnp,0E0. AS
caracteristicas farmacotécnicas foram avaliadas por ensaios organolépticos e fisico-
quimicos, e testes de pré-estabilidade e estabilidade preliminar. Por fim, a eficacia
antifungica das formulagdes foi avaliada pelo ensaio de curva de sobrevivéncia e
analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) contra M. pachydermatis. Os
ativos OEO, OEM e bioAgNP apresentaram ag¢ao antifungica contra M. pachydermatis
e todas as formulagdes apresentaram caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas
adequadas. No teste de estabilidade preliminar, a formulagao Foem:bioagnp:0E0 fOI
descartada devido a instabilidade da cor. Das formulagdes com ativos, Fbioagnp
apresentou a melhor espalhabilidade quando comparado a base, além de ser a unica
formulacédo a apresentar diferencga significativa em termos de espalhabilidade pela
ANOVA com posterior teste de Tukey (p < 0.05). Em relagdo aos parametros de pH e
espalhabilidade, Foioagne € @ formulacdo mais proxima da Foase, evidenciado pela
analise estatistica dendograma por distancia Euclidiana, e que ambas se diferem das
demais. Das sete formulagdes desenvolvidas com os bioativos, apenas Fuioagne 3% foi
selecionada como potencial alternativa terapéutica antifungica no tratamento da
Pitiriase versicolor. Fuioaghe 3% apresentou atividade antifungica contra M.
pachydermatis pelos testes de curva de sobrevivéncia e microscopia eletronica de
varredura (MEV). A avaliagao da eficacia antifungica de Frioagne pela técnica de curva
de sobrevivéncia, Frioaghe apresentou diferenga estatistica apds 0.5 h (p <0.05). Ja o



cetoconazol usado como controle do teste, apresentou diferencga estatisca apés 8 h.
Das sete formulagbes com bioativos, apenas Fuioaghe 3% foi selecionada como
potencial alternativa terapéutica antifungica no tratamento da PV.

Palavras-chave: Pitiriase versicolor; Malassezia pachydermatis; Nanoparticulas de
prata; Origanum vulgare; Melaleuca alternifolia; Formulagdes



ABSTRACT

COSTA, Isabela Mazarim da. Development and characterization of an emulsion
containing biogenic silver nanoparticles and essential oils of Origanum vulgare
and Melaleuca alternifolia, as a potential treatment for pityriasis versicolor. 2023.
105 p. Dissertation (Master's in Pharmaceutical Sciences) — State University of
Londrina, Londrina, 2023.

Pityriasis versicolor (PV) is a superficial fungal infection characterized by a skin
pigmentation disorder, caused by lipophilic yeasts of the genus Malassezia spp. PV
manifests itself as hyper- or hypopigmented oval macules in very oily regions of the
skin, making it aesthetically unpleasant. The factors for the occurrence of PV can be
endogenous or exogenous, and conventional treatments are through topical and oral
antifungal agents, but often topical. However, such treatments are expensive, long,
with side effects, in addition to presenting resistance to the fungus and recurrence of
PV. The objective of the study was to develop and characterize an O/W moisturizing
emulsion, containing biogenic silver nanoparticles (bioAgNP) and essential oils from
Origanum vulgare (OEQO) and Melaleuca alternifolia (OEM) as a potential treatment for
PV. Initially, the antifungal activity of individual active ingredients against Malassezia
pachydermatis was evaluated using Disk Diffusion, Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), Minimum Fungicide Concentration (CFM) and Checkerboard. Subsequently,
eight formulations were developed, one base (Fbase) and seven treatment
formulations following the Centroid-Simplex experimental design formed by an
equilateral triangle. The vertices of the triangle represent the FOEM, FbioAgNP and
FOEO formulations, developed with 3% OEM, 3% bioAgNP and 2% OEO,
respectively. The edges represent the formulations with active ingredients combined
in a 1:1 ratio, namely FOEM;bioAgNP, FOEO;bioAgNP and FOEM;OEO. Finally, the
central point of the equilateral triangle represents the ternary combination formulation
(1:1:1) of the assets, coded by FOEM;bioAgNP;OEO. The pharmacotechnical
characteristics were evaluated by organoleptic and physicochemical tests, and pre-
stability and preliminary stability tests. Finally, the antifungal efficacy of the
formulations was evaluated by survival curve and Scanning Electron Microscopy
(SEM) assay against M. pachydermatis. The active ingredients OEO, OEM and
bioAgNP showed antifungal action against M. pachydermatis and all formulations
presented adequate organoleptic and physicochemical characteristics. In the
preliminary stability test, the FOEM;bioAgNP;OEOQO formulation was discarded due to
color instability. Of the formulations with active ingredients, FbioAgNP presented the
best spreadability when compared to the base, in addition to being the only formulation
to present a significant difference in terms of spreadability by ANOVA with subsequent
Tukey test (p < 0.05). In relation to the pH and spreadability parameters, FbioAgNP is
the closest formulation to Fbase, evidenced by the statistical analysis dendrogram by
Euclidean distance, and that both differ from the others. Of the seven formulations
developed with bioactives, only FbioAgNP 3% was selected as a potential antifungal
therapeutic alternative in the treatment of Pityriasis versicolor. FbioAgNP 3% showed
antifungal activity against M. pachydermatis by survival curve and scanning electron
microscopy (SEM) tests. When evaluating the antifungal efficacy of FbioAgNP using
the survival curve technique, FbioAgNP showed a statistical difference after 0.5 h (p <
0.05). Ketoconazole, used as test control, showed a statistical difference after 8 hours.
Of the seven formulations with bioactives, only FbioAgNP 3% was selected as a



potential antifungal therapeutic alternative in the treatment of PV.

Keywords: Pityriasis versicolor; Malassezia pachydermatis; Silver nanoparticles;
Origanum vulgare; Melaleuca alternifolia; Formulations.
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1 INTRODUGCAO

A Pitiriase versicolor (PV), conhecida popularmente como pano
branco, é considerada uma infecgao fungica superficial, caracterizada por um disturbio
de pigmentacdo cuténea, causada por espécies de leveduras lipofilicas do género
Malassezia spp. (Santana; Azevedo; Campos Filho, 2013; Gharehbolagh et al., 2019).
Ocorre mundialmente, sendo mais incidente em regides tropicais (regides mais
quentes e umidas), chegando até 50%, se comparada com paises Escandinavos que
corresponde a 1%. (Rodoplu et al., 2014; Chebil et al., 2022). Acomete pessoas de
ambos os sexos e de todas as faixas etarias, sobretudo, € predominante em
adolescentes e adultos jovens devido a alta producao de sebo nessa idade (Farifia-
Gonzalez et al., 2019; Khattab; Omran, 2020; Chebil et al., 2022).

A PV manifesta-se classicamente por maculas irregulares (redondas
até ovais), finas e descamativas, podendo ser hiperpigmentadas, hipopigmentadas ou
eritematosas (por isso “versicolor” no nome). O diagndstico da PV normalmente é
realizado pelo exame fisico a fim de observar aspecto escamoso da pele. Por¢cdes
raspadas da pele em hidroxido de potassio (KOH), pode ser usada para confirmar a
presenca de hifas e blastoconideos esféricos caracteristicos de Malassezia spp por
observagcao microscoépica. Geralmente, as manchas sao distribuidas pelo pescoco,
rosto, parte superior do tronco e extremidades superiores proximais, visto que sao
areas com maior numero de glandulas sebaceas (Hudson; Sturgeon; Peiris, 2018;
Alberdi; Gémez, 2020; Macedo; Freitas, 2021; Chebil et al., 2022; Li et al., 2022,
Varsha et al., 2023).

Ha varios fatores enddgenos e exdgenos responsaveis pela
ocorréncia da PV. Os enddgenos sao predisposi¢cao genética, disturbios enddocrinos,
uso de corticdides, uso de contraceptivos orais, gravidez e sindrome da deficiéncia
imunolégica adquirida. Ja os fatores exdgenos sao o clima quente e umidade,
ocasionando a hiperoleosidade, além da oclusao da pele por roupas ou cosméticos
inadequados que alteram a microflora e o pH cutadneo. Sobretudo, a hiperidrose é o
fator predisponente mais importante para a manifestagcao da PV (Lima et al., 2002;
Alberdi; Gomez, 2020).

Geralmente a PV ¢é assintomatica, embora algumas pessoas possam
manifestar leve prurido, e recorrente. A maior preocupag¢ao e questionamento dos

pacientes referente a aparéncia estética desagradavel da pele, impactando
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diretamente na qualidade de vida, tanto para saude fisica quanto mental, dos mesmos.
(Gupta; Foley, 2015; Renati; Cukras; Bigby, 2015; Wang et al., 2020). A resposta ao
tratamento € variavel. Apesar da maioria dos pacientes ter uma boa resposta, a
recorréncia da PV é frequente. A maior preocupagdo dos pacientes € a
hipopigmentagao ou hiperpigmentacéo associada a erupgao frequente, mesmo apos
o tratamento independente da imunidade (Renati; Cukras; Bigby, 2015; Romero-
Sandoval et al., 2017).

Antifungicos topicos sdo normalmente utilizados para tratamento da
PV e a aplicagao dos agentes topicos pode variar entre 1 a 4 semanas. O tratamento
tépico usual ocorre por meio de cremes, geis, lo¢gdes, shampoos e sprays
incorporados com compostos azélicos como miconazol, cetoconazol, clotrimazol ou
oxiconazol (Gupta; Lyons, 2014; TelessaudeRS-UFRGS, 2019), ou por ativos como
sulfeto de selénio e piritionato de zinco (Hudson; Sturgeon; Peiris, 2018). Antifungicos
sistémicos (orais) podem ser utilizados em casos de recorréncia da infecg¢ao (Li et al.,
2021).

A recorréncia da PV € comum de acontecer por have falha no
tratamento. Multiplas aplicagbes dos agentes tOpicos por semanas ou meses,
tratamentos onerosos e resisténcia aos antifungicos, resultam na reincidéncia da PV.
Além disso, efeitos colaterais pelo uso dos antifungicos sistémicos podem ocorrer,
como por exemplo o risco de toxidade hepatica pelo uso longo de cetoconazol e
interagbes com outras drogas. Devido a essas consideragdes, faz-se necessario
encontrar novas estratégias antifungicas alternativas para o tratamento futuro da PV
(Gupta; Lyons, 2014; Cetoconazol, 2018; Alberdi; Gémez, 2020).

Uma nova alternativa para a PV pode ser a utilizacdo de 6leos
essenciais (OEs) extraidos de plantas, que apresentam compostos com propriedades
antimicrobianas, como os fendis e terpenos (Kalemba; Kunicka, 2003), e
nanoparticulas metalicas com propriedades antimicrobianas, como as de prata
(Morandi, 2023; Scandorieiro et al., 2023).

O dleo essencial (OE) de orégano da espécie Origanum vulgare
(OEO) e 0 OE de melaleuca da espécie Melaleuca alternifolia (OEM), possuem, dentre
suas diversas propriedades, a atividade antimicrobiana. Os principais compostos com
atividade antimicrobiana presentes nesses 6leos sao os fendis carvacrol e timol no
OEO, e os terpenos terpinen-4-ol e y-terpineno no OEM. Além disso, o OEM vem

sendo estudado contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Souza et al.,
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2013).

As nanoparticulas de prata (AgNPs), desde os tempos antigos, séo
conhecidas como agentes antimicrobianos eficazes de amplo espectro contra
bactérias e fungos, tornando-se uma boa alternativa para combater espécies
resistentes formadoras de biofilmes, como Candida spp., Malassezia spp.,
Cryptococcus spp., dentre outras (Figueredo; Cafarchia; Otranto, 2013; Nakazato et
al., 2020; Fonseca et al., 2022).

Considerando as causas e ocorréncias da PV, juntamente com a
dificuldade de tratamento da mesma, essa revisao tem como objetivo descrever as
potenciais aplicacbes dos O6leos essenciais OEO e OEM, e das AgNPs, como

sugestdes de tratamento para essa dermatite.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PELE

2.1.1 Histologia e Anatomia da pele

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, possuindo uma
area superficial extensa de 1,5 a 2,0 m? que recobre todo o corpo, e representa cerca
de 16% do peso corporal. E a camada mais extensa do corpo e desempenha inimeras
fungdes, principalmente a de protegado entre o organismo e o ambiente exterior. Como
primeira linha de defesa, promove uma barreira fisica no corpo contra uma infinidade
de patdégenos externos, e contra agressoes de danos ambientais (Ciol; Castro, 2019;
Almeida, 2020; Chambers; Vukmanovic-Stejic, 2019).

Com uma estrutura complexa de multiplas camadas, a pele é
composta por trés principais: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1). A camada mais
superficial da pele, ou seja, a superior, € a epiderme. Apresenta-se como uma camada
fina, com espessura de aproximadamente 0,1 mm, composta majoritariamente por
queratindcitos (90 a 95% das células), melandcitos (3%), células de Langerhans (2%)
e células de Merkel (0,5%). A camada média da pele, chamada de derme, apresenta-
se como uma camada mais espessa (3 a 4 mm), acoplando o tecido de sustentacgao,
o0 qual atravessa vasos sanguineos, linfaticos e nervos. Nela, também estéo
implantados os anexos cutaneos como as glandulas sudoriparas, pélos, glandulas
sebaceas e unhas. Por fim, a ultima camada é a hipoderme, que consiste em gordura
subcutanea e tecido conjuntivo, moldando-se aos musculos adjacentes. (Ciol; Castro,
2019; Almeida, 2020; Chambers; Vukmanovic-Stejic, 2019; Yazdi; Baqgersad, 2022).

Tendo em vista que a principal funcao da pele é formar uma barreira
protetora fisica, quimica e imunoldgica entre o corpo € o ambiente externo, a pele
sofre diferenciacéo terminal pelo epitélio estratificado queratinizado (epiderme), a fim
de adquirir uma estrutura forte. A epiderme possui camadas estratificadas e
autorrenovaveis, com a seguinte ordem: estrato cérneo (EC), estrato lucido (EL) onde
a pele é mais grossa, estrato granuloso (EG), estrato espinhoso (EE) e estrato

germinativo ou basal (EB). Nela, encontram-se variedade de apéndices, como o0s



25

foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (écrinas e apdécrinas).

Esses apéndices sdo determinantes para a formacédo das col6nias de bactérias,

fungos e virus que colonizam a pele, tornando a epiderme um abrigo de diversas

comunidades de microorganismos (Grice; Dawson, 2017; Tsakovska et al., 2017; Lee;

Kim, 2022).

Figura 1 - Histologia da pele e suas camadas: epiderme, derme e hipoderme.

Pelo

Poros /

1 @ Epiderme

@ Derme

Glandulas \Z&s4L T /o |
sebaceas \ g v/jeHipoderme

Foliculo Nervo
piloso Glandulas
sebdceas

Vasos sanguineos

Fonte: Sivieri et al., 2021.

2.1.2 Microbiota Cutanea

O microbioma cutaneo é a jungao dos microrganismos e 0 ambiente

circundante. Por ser uma barreira epitelial para o ambiente externo, a pele também

suporta uma microbiota diversificada (bactérias, fungos, virus e microrganismos

eucariotos). O corpo humano esta totalmente interligado as comunidades de

microrganismos que habitam as superficies do corpo e o ambiente externo, de modo

que a microbiota da pele se torna um nicho Unico, adaptada a vida nos micro-habitats

que definem as condi¢gdes ambientais e nutricionais deste ecossistema. O microbioma

comensal é essencial para manter a fungédo de protegdo do organismo interno, onde

0s microrganismos da microbiota normal da pele, participam dos processos
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fisioloégicos essenciais. Particularmente, o microbioma esta presente nas reacgdes
fisicas, quimicas, microbiologicas e imunoldgicas que mantém o sistema de fungao de
barreira da pele (Jo; Kennedy; Kong, 2017; Flowers; Grice, 2020; Lee; Kim, 2022).

A superficie cutanea, normalmente, € um ambiente considerado
acido, com alto teor de sal, seco e aerdbico. As relagdes entre os fatores extrinsecos
e intrinsecos geram um microbioma bem controlado e delicadamente equilibrado (Lee;
Kim, 2022).

As diversas comunidades de microrganismos estao colonizam a pele
de acordo com suas especificidades fisiolégicas. Com a interagdo em conjunto e as
mutualisticas ou comensais, com células hospedeiras de mamiferos, a microbiota da
pele promove defesa e respostas imunitarias, inibe a colonizacédo e a infeccdo por
microrganismos oportunistas (patdégenos), promove reparagao tecidual e de barreira
cutanea (Flowers; Grice, 2020). Segundo Safady (2021) os estudos da diversidade,
taxonomia e do potencial funcional de uma comunidade microbiana coexistindo em
um ambiente, ou seja, analises metagen6micas, tém mostrado que a maioria das
leituras obtidas de regides da pele sdo bacterianas, mas também proporgdes
relativamente altas de fungos ou sequéncias virais (Jo; Kennedy; Kong, 2017).

Diversas doencas de pele, como dermatite seborreica, dermatite
atépica e dermatofitose, sdo originadas a partir das interacbes entre fatores
extrinsecos e intrinsecos. O desequilibrio do sistema da microbiota cutanea, pode
levar a problemas fisiopatoldgicos, bem como induzir inflamagdes, infecgdes, doengas
alérgicas e doencas autoimunes (Jo; Kennedy; Kong, 2017; Lee; Kim, 2022). Areas
como a face, couro cabeludo, térax e costas, sdo comumente colonizadas por
espécies de Malassezia e Propionibacterium, que metabolizam os lipidios do sebo,

presentes na epiderme, em acidos graxos livres (Grice; Dawson, 2017).

2.2 PITIRIASE VERSICOLOR: CAUSAS E EPIDEMIOLOGIA

A PV é uma infecgao leve, superficial e crénica bastante recorrente
em infec¢cdes fungicas, ocasionada pelo crescimento excessivo de leveduras
pertencentes ao género Malassezia, um componente normal da microbiota cutanea.
Casos mais recorrentes de PV sdo por espécies Malassezia furfur (antiga

Pityrosporum ovale), Malassezia globosa e Malassezia sympodialis. Outras espécies
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também descritas como causadoras da PV sao: Malassezia pachydermatis,
Malassezia obtusa, Malassezia stricta, Malassezia slooffiae, Malassezia dermatis,
Malassezia yamatoensis, Malassezia nana e Malassezia japonica (Macedo; Freitas,
2021; Saunte; Gaitanis; Hay, 2020; Krueger et al., 2021).

A PV tem distribuicdo universal, de grande incidéncia em regides
tropicais, tendo em vista ambientes mais quentes. Pode afetar até 40% da populacéo,
nao existindo um padrédo de género ou raga, mas adolescentes e adultos jovens
geralmente sdo mais afetados devido as variagdes hormonais. A patogénese da PV é
designada por predisposi¢cao genética, além de um desequilibrio na interagao fungo-
hospedeiro. Por se tratar de leveduras geralmente lipofilicas, as espécies de
Malassezia se proliferam preferencialmente em organismos com sudorese intensa,
que usam cosmeéticos oleosos e oclusivos, ou até mesmo roupas oclusivas, causando
um desequilibrio na microbiota cutédnea. Outros fatores de risco para PV sao diabetes,
doenca de Cushing, o uso de corticoides prolongado, uso de anticoncepcionais orais
e gravidez (Macedo; Freitas, 2021; Saunte; Gaitanis; Hay, 2020).

A PV afeta o estrato cérneo, caracterizada por maculas ovais
discretas ou confluentes, escamosas, escuras (hiperpigmentadas) ou
despigmentadas (hipopigmentadas), como representado na Figura 2. As lesdes
aparecem principalmente em regides seborreicas do corpo, bem como na parte
superior do tronco, podendo se estender ao pescoco, ombros, abdémen, costas e
extremidades proximais. As escamas de PV sao finas e sobrepostas, fundindo-se em
manchas maiores (Macedo; Freitas, 2021; Saunte; Gaitanis; Hay, 2020; Krueger et al.,
2021; Karray; Mckinney, 2022).

O diagnastico de PV é clinico, geralmente observando visualmente as
manchas que apresentam caracteristica escamosa (Figura 3), ou seja, avalia-se a
descamacao da pele ao estica-la, posicionando os dedos em um angulo de 180°,
também chamada de “evoked-skin” ou sinal de Zireli, para que a levedura Malassezia
figue exposta (Macedo; Freitas, 2021; Varsha et al., 2023). A luz negra ultravioleta e
0 exame microscopico de escamas embebidas em hidroxido de potassio (KOH), como
representado na Figura 4, podem ser utilizados em caso de diagndstico duvidoso. Em
casos de falta de sensibilidade e especificidade no diagndstico da PV, é necessario o
uso de ferramentas auxiliares de diagndstico como a dermatoscopia, um método que
avalia lesbes pigmentadas da pele por meio do dermatoscopio. A PV responde bem

ao tratamento com antifungicos, no entanto, muitas vezes € necessario um tratamento
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a longo prazo devido a elevada taxa de recorréncia (Krueger et al., 2021; A.C.
Carmargo Cancer Center, 2022; Karray; Mckinney, 2022).

Figura 2 - Pitiriase versicolor. A) Maculas hiperpigmentadas no dorso, e B) Maculas
hipopigmentadas.

Fonte: Adaptado de Saunte, Gaitanis e Hay (2020).

Figura 3 - Exame pelo sinal de Zireli em paciente com PV. A) PV antes do exame, B)

PV durante o exame de "evoked-skin" e C) PV apds o exame.

Fonte: Varsha et al., 2023.
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A PV ocorre quando o fungo invade células queratinizadas das
camadas superficiais da pele, e alguns metabdlitos fungicos sdo associados a
apresentacao clinica da micose. As placas hipopigmentadas ou hiperpigmentadas
aparecem porque o fungo causa alteragdo na producédo de melanina nas regides da
pele em que estdo colonizando (Macedo; Freitas, 2021). A hiperpigmentacéo desta
patologia esta relacionada com a producdo de acidos dicarboxilicos pelo fungo,
especialmente o acido azelaico. Ja a patogénese da hipopigmentacdo nao é
completamente entendida (Comunidade Sanar, 2021).

Fragmentos de hifas curvas e septadas, e de paredes espessas,
geralmente sem ramificagcoes, sdo observados nas escamas da pele (Figura 4). As
caracteristicas leveduriformes sao observadas: Blastoconidios esféricos, de paredes
espessas, isolados ou em grupos, proximos as hifas, alguns brotamentos felideos
também observados, tipico do género Malassezia (Andrade, 2016; Macedo; Freitas,
2021).

Figura 4 - Malassezia spp. vistas por microscopia optica (indicadas pelas setas
pretas), em uma porcao de raspado de pele de paciente contendo PV inserida em
solugao de KOH.

Fonte: Adaptado de Macedo; Freitas, 2020.

Em um estudo de caso realizado por Allegue e colaboradores (2018),
foi realizada a biopsia de pele de um paciente com suspeita de PV (Figura 5). Foi

possivel observar a hiperqueratose laminada na epiderme, com achatamento das
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cristas epidérmicas e dilatagdes vasculares de aspecto edemaciado na derme papilar.
A coloracao de Acido Periédico de Schiff (PAS) foi utilizada para evidenciar a presenca
do microrganismo na amostra, revelando abundantes hifas curtas e septadas (violeta
escuro) e esporos entre as camadas de queratina, indicando a presencga de espécies
leveduriformes. A coloragdo com orceina que evidencia as fibras elasticas, também
utilizada na anadlise e revelou diminuigdo das fibras elasticas na derme papilar e

fragmentacao delas na derme reticular superficial.

Figura 5 — Epiderme analisada para diagndéstico de PV. Abundantes hifas e esporos
presentes no estrato coérneo, juntamente com cristas epidérminas achatadas (PAS
200x — Figura A). Observou-se diminui¢ao das fibras elasticas finas na derme papilar
(seta — Figura B) e das fibras fragmentadas na derme reticular superficial, além de

ectasia vascular (Orceina 100x).
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Fonte: Adaptado de Allegue et al., 2018.

Normalmente, a PV responde bem a aplicacdo de agentes
antifungicos topicos, com tratamento variando entre 1 a 4 semanas. O tratamento
tépico usual ocorre por meio de cremes, géis, logdes, shampoos e sprays contendo
antifungicos azodlicos como miconazol, cetoconazol, clotrimazol ou oxiconazol (Gupta;
Lyons, 2014; TelessaudeRS-UFRGS, 2019), ou por ativos como sulfeto de selénio e
piritionato de zinco (Hudson; Sturgeon; Peiris, 2018). Em casos de recorréncia da
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infeccdo, o uso de antifungicos sistémicos (orais) podem ser utilizados, bem como
cetoconazol, itraconazol ou fluconazol (Li et al., 2021).

Entretanto, € comum haver falha no tratamento da PV devido a
irritacdo ocasional da pele, multiplas aplicagdes dos agentes topicos por semanas ou
meses, tratamentos onerosos e resisténcia aos antifungicos, resultando em baixa
adesao do paciente e, consequentemente, recorréncia da PV. Podem ocorrer efeitos
colaterais dos antifungicos sistémicos, bem como risco de toxicidade hepatica pelo
longo uso de cetoconazol e interagdes com inumeras outras drogas. Devido a essas
consideragdes, faz-se necessario encontrar novas estratégias antifungicas
alternativas para o tratamento futuro da PV (Gupta; Lyons, 2014; Cetoconazol, 2018;
Alberdi; Gomez, 2020).

2.3 MICOSES E TRATAMENTOS

O reino Fungi € um dos reinos de organismos mais diversos do
planeta. Os fungos sao organismos eucarioticos unicelulares ou multicelulares, com
estrutura especifica de parede celular e uma membrana citoplasmatica de esterdis,
principalmente de ergosterol. De mais de dois milhdes de espécies de fungos, cerca
de 600 espécies sao patdgenas fungicas humanos, de modo que 3 — 4 % dessas
espécies, sao responsaveis por mais de 99 % das infecgdes fungicas invasivas. As
infeccdes fungicas, principalmente as associadas aos géneros Candida, Cryptococcus
e Aspergillus sao frequentemente fatais e taxa de mortalidade mais elevada em
comparagao com infecgdes fungicas superficiais comuns em seres humanos, devido
a dificuldade de erradicar estas doencas apesar da existéncia de tratamentos
farmacoldgicos (Shafiei et al., 2020; Ivanov; Ciri¢; Stojkovi¢, 2022).

As micoses humanas podem ser exdgenas (dermatomicoses),
endbégenas (como a candidiase) e exo-enddgenas (como a criptococose). Podem
variar de acordo com a localizagdo de multiplicagao dos fungos, de modo que, as
superficiais sdo comuns nas regides cutdnea e mucocutdnea, em unhas
(onicomicose), olhos (ceratomicose) e nos ouvidos (otomicose). Ja as infecgbes
profundas ou invasivas ocorrem em tecidos e érgados profundos como pulmdes,
figado, bago, 0ssos, cérebro, coragdo e sangue (Ivanov; Ciri¢; Stojkovi¢, 2022).

O tratamento de infecgbes fungicas se da pelo uso de medicamentos

antimicoéticos/antifungicos, no entanto € dificil e demorada. Por se tratar de
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microrganismos eucarioticos, os fungos possuem processos celulares e moleculares
semelhantes as células humanas. O esterol unico (ergosterol) presente nas
membranas celulares dos fungos, substitui o colesterol encontrado nas membranas
celulares dos mamiferos. O ergosterol é especifico da membrana plasmatica fungica,
responsavel pela fluidez, viabilidade e integridade da membrana, além de ser util para
a biogénese de diferentes enzimas ligadas a membrana. Um farmaco antifungico tem
a fungao de eliminar seletivamente patdgenos fungicos com toxicidade minima para o
hospedeiro, portanto, a dificuldade estd em desenvolver medicamentos com alto
potencial seletivo e baixos efeitos colaterais nas células humanas (Maurya et al., 2021;
Aryal, 2022; Ivanov; Ciri¢; Stojkovié, 2022).

Existem varias classes de medicamentos antifungicos no tratamento
clinico e os mais comuns sado (Krishnasamy et al., 2018; Wall; Lopez-Ribot, 2020;
lvanov; Ciri¢; Stojkovi¢, 2022; Morandi, 2023):

o Polienos: anfotericina B, natamicina e nistatina;

. Azéis: Imidazdis (cetoconazol e miconazol) e triazodis

(fluconazol, itraconazol, voriconazol, etc.);

o Equinocandinas: Caspofungina, micafungina e anidulafungina;
° Alilaminas: Terbinafina e naftifina;
o Flucitosina.

Cada classe dos medicamentos antifungicos citados acima apresenta
um mecanismo de acao na célula. Estes mecanismos estao representados na Figura
6. Os azois inibem a sintese de ergosterol no reticulo endoplasmatico da célula
fungica, com a interferéncia da enzima lanosterol 14-a-desmetilase envolvida na
transformacao do lanosterol em ergosterol. Os polienos provocam a morte celular
atuando na membrana fungica ligando-se ao ergosterol e causando ruptura da
estrutura da membrana e extravasamento de constituintes intracelulares. A flucitosina
inibe a enzima timidilato-sintetase que interfere no DNA presente no nucleo da célula
fungica. As equinocandinas inibem a (1,3) B-D-glucano sintase, que impede a sintese
de glucano presente na membrana celular. Por fim, as alilaminas inibem a enzima
esqualeno-epoxidase, a qual é eliminada para a sintese do ergosterol (Oliveira Santos
et al., 2018).
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Figura 6 - Mecanismos de agao de farmacos antifungicos comumente utilizados para

tratamento das infecgdes fungicas no corpo humano.
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Fonte: Adaptado de Lessa, 2020.

2.4 FORMULACOES FARMACEUTICAS

2.4.1 Sistema de Emulsoes

Formulagdes farmacéuticas e cosméticas de uso tdépico podem variar
suas formas, apresentando-se como liquidas (solugdes aquosas e suspensdes),
semissolidas (géis, emulsdes e pomadas) e solidas (pos e adesivos transdérmicos).
Em formulagdes cosméticas, as emulsdes sao a forma mais comum de veiculos para
uso topico (Leal et al., 2022). Emulsbes sao misturas de dois ou mais liquidos
imisciveis em um sistema bifasico, onde particulas dispersas (goticulas) estdo
distribuidas como micelas ao longo de uma segunda fase, a fase continua (liquido
circundante) (Jenjob et al., 2019; Sawant et al., 2021; Unnikrishnan et al., 2021).

As emulsdes sao geralmente termodinamicamente instaveis e a
coalescéncia das goticulas ocorre para minimizar a energia livre de Gibbs do sistema.
Para equilibrar esse sistema, & necessaria a presenga de um agente emulsificante
(tensoativo), como demonstrado na Figura 7, para que ocorra a estabilizagdo das

goticulas da emulsdo. Os tensoativos sédo escolhidos pelo equilibrio hidrofilico-
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lipofilico (EHL) adequado, com o objetivo de estabilizar a emulsdo pela redugao da
tensao interfacial existente entre as duas fases (Jenjob et al., 2019; Sawant et al.,
2021; Dahmer, 2023).

Figura 7 - Representacao do sistema de um emulsificante, o qual € composto por um

tensoativo, molécula com uma cabeca hidrofilica e uma cauda lipofilica.
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!
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l

Fonte: Adaptado de Sawant et al., 2021.

Existem varios tipos de emulsdes como agua em 6leo (A/O), 6leo em
agua (O/A), 6leo em agua em 6leo (O/A/O) ou agua em 6leo em agua (A/O/A) (Figura
8) (Lonni et al., 2015; Jenjob et al., 2019).

Figura 8 - Tipos de emulsdes: simples 1) 6leo em agua (O/A), 2) agua em 6leo (A/O)

;e multiplas 3) agua em 6leo em agua (A/O/A) e 4) 6leo em agua em 6leo (O/A/O).

1 2 3 4

O/A A/O AIOIA

Fonte: Adaptado de Jenjob et al., 2019.
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A emulsao bifasica O/A (Figura 9) é a forma utilizada em formulagdes
cosméticas, de modo que, o 6leo se torna homogeneamente disperso como pequenas
goticulas na agua. Este sistema pode ser conseguido através de homogeneizagao de
alto cisalhamento, sendo o 6leo a fase dispersa e a agua, a fase externa ou continua.
Uma emulsao O/A tende a ter um carater sensorial menos oleoso, pelo fato de a fase
externa ser aquosa e ocorrer uma evaporagao de agua mais acelerada, e assim
transmitir uma sensacao de “resfriamento” imediato a pele (Unnikrishnan et al., 2021;
Leal et al., 2022).

Figura 9 - Exemplificacdo das emulsdes: 1) Agua em 6leo (A/O) e 2) Oleo em agua
(O/A).

Fonte: Adaptado de Sawant et al., 2021.

2.5 ATIVOS ANTIMICROBIANOS

2.5.1 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) sao definidos como misturas de

componentes volateis extraidos de plantas aromaticas. Esses componentes, séo
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produtos do metabolismo secundario de plantas, podendo ser obtidos a partir de raiz,
caule, folhas, flores, frutos e sementes. Os metabdlitos secundarios sdo compostos
em sua maioria por hidrocarbonetos da série polimetileno do grupo dos terpenos de
formula (CsHs)n, soluveis em alcool e éter, mas insoluveis em agua, com odores
caracteristicos responsaveis pelos aromas que as plantas emitem (Arambula et al.,
2019; Ebani et al., 2020).

Plantas aromaticas produzem seus principios ativos, em totalidade ou
parte deles, em 6leos essenciais variando a composicao de acordo com o clima, a
localidade e a parte de extracdo da planta. Mais de 3.000 variedades de compostos
aromaticos volateis foram identificadas em OEs, e alguns sdo amplamente
empregados na industria de cosméticos, perfumaria e aromaterapia, com diversas
propriedades como antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana, antiviral,
antifungica, antisseéptica, antimicotica, antitumoral, antiespasmaodica e
imunoestimulante. A forma de uso depende da espécie da planta e componentes
presentes, mas de modo geral, sdo ingeridos ou aplicados topicamente para
condi¢cdes como dor, artrite, hematomas, arranhdes, cicatrizes, controle de pulgas em
animais, dentre outros (Arambula et al., 2019; Srivastava et al., 2019; Ebani et al.,
2020).

Entre eles, os OEs ganharam grande popularidade em aplicagdes
biomédicas, farmacéuticas, cosméticas, alimenticias, agricolas e veterinarias. Além
de atuarem como alternativa natural as preparacdes sintéticas, esses oOleos tém
despertado interesse na prevengao e tratamento de diversas doencas (Yadav et al.,
2016).

Ultimamente, os consumidores tém desenvolvido um interesse cada
vez maior por produtos naturais, como alternativas aos ativos sintéticos ou agentes
farmacologicamente relevantes (Yadav et al., 2016). Os OEs tém sido uma alternativa
terapéutica quando se trata de aplicagao clinica de moléculas bioativas (Barradas;
Silva, 2020).

Os OEs ja séao utilizados em humanos e animais ha varios milénios,
pela medicina popular, e tém, de fato, atividades farmacolégicas comprovadas in vitro
no tratamento de diversas doencgas (Srivastava et al., 2019; Barradas; Silva, 2020).
De acordo com estudos de Ebani e colaboradores (2020), os OEs com propriedades
antimicrobianas tém sido estudados contra cepas bacterianas e fungicas de diversos

géneros. Para Kryeziu et al. (2022), o objetivo do estudo foi identificar agentes
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anticancerigenos de fontes naturais, a fim de encontrar intervengdes mais eficazes e
menos prejudiciais quanto a resisténcia medicamentosa, aos efeitos colaterais e altos
custos referentes as atuais terapias contra o cancer.

Em uma escala de aplicacdo dessas moléculas bioativas, os OEs séo
considerados seguros e biocompativeis, no entanto pesquisas constantes para o
desenvolvimento das formulagdes sdo necessarias. Como a composic¢ao fitoquimica
e a atividade bioldgica dos OEs variam com a localizagdo geografica em que a planta
se desenvolveu, estas ndo podem ser generalizadas e devem ser determinadas
individualmente para cada OE. Dessa forma, os OEs tém usos terapéuticos limitados
devido a sua alta volatilidade, baixa estabilidade, solubilidade em agua e
biodisponibilidade. Devido a heterogeneidade de composigdo com diferentes classes
de moléculas (acidos graxos, terpenos, triterpenos e muitos outros componentes
lipofilicos), ha necessidade de adequar as formulacdes, para que sejam estaveis e

nao toxicas para o organismo (Barradas; Silva, 2020; Kryeziu et al., 2022).

2.5.1.1 Oleo essencial de Orégano

O dleo essencial de orégano (OEQ) é extraido da planta da espécie
Origanum vulgare (Figura 10), uma erva mediterrdnea nativa das regides
montanhosas do sul da Europa até o oeste asiatico, que pertence a familia Lamiaceae.
O género Origanum esta presente em diversas zonas do planeta, especialmente na
regidao mediterrdanea com aproximadamente 45 espécies, 6 subespécies e 3
variedades. E uma planta aromatica, herbacea e perene, lenhosa na base e caule com
aproximadamente 90 cm de altura. Os extratos utilizados para a terapia com OEO séao
extraidos de partes aéreas da planta, como folhas, flores e sementes (Alexander,
2020; Cordeiro, 2020; Bora et al., 2022).

As principais atividades do OE de orégano sao relacionadas aos
monoterpenos fendlicos carvacrol e timol (Figura 11), que sao biossintetizados através
do processo de aromatizagao e hidroxilacdo do p-cimeno. No entanto, os compostos
quimicos volateis presentes no OEO podem variar de acordo com a localizagao
geografica, do desenvolvimento da planta ou como resultado da modificagcao estrutural
ou fisiolégica da planta causada por fatores ambientais especificos (plasticidade

fenotipica), bem como do método de extragdo. A composi¢cdo quimica do OEO é
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diversa incluindo monoterpenos aciclicos, monociclicos e biciclicos (y-terpineno, p-
cimeno, linalol, geraniol, -mirceno, trans-sabineno, -pineno e terpinen-4-ol),
sesquiterpenos (1,8-cineol, -cariofileno e germacreno-D, -citronelol), flavondides
(luteolina, apigenina e quercetina), acidos fendlicos (acidos rosmarinico e clorogénico)
e taninos (Alexander, 2020; Bora et al., 2022).

Figura 10 - Representagao da planta da espécie Origanum vulgare.

Fonte: Ferquima, 2023.

Figura 11 - Estruturas quimicas dos monoterpenoides presentes no 6leo essencial de

orégano (Origanum vulgare).
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2002.
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Em virtude dos seus componentes, o OEO vem sendo estudado para
ser utilizado na industria farmacéutica, cosmética e agroalimentar, devido seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatdrios, antimicrobianos e citotoxicos contra diversas linhas
celulares de cancer humano, mas principalmente pela atividade antioxidante e
antimicrobiana (Alexaneer, 2020; Cid-Chevecich et al., 2022; Kryeziu et al., 2022).

De acordo com Scandorieiro e colaboradores (2022), os principais
componentes bioativos do OEO (carvacrol e timol), destacam-se entre os OEs como
excelentes agentes bactericidas contra diversas cepas, incluindo os microrganismos
multirresistentes. No estudo de Naqvi et al. (2019), O. vulgare apresentou atividade
antifungica contra Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus terreus e Aspergillus ochraceus, Candida albicans, Penicillium
aurantiogriseum, Penicillium glabrum e Penicillium brevicompactum, Penicillium
chrysogenum; Fusarium proliferatum, Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides,
Fusarium subglutinans, e contra os patdégenos humanos Malassezia furfur,
Trichophyton rubrum e Trichosporon beigelii. Resultado semelhante também foi
observado por Carvalho, Oliveira e Cavalcante (2021), em que O. vulgare teve agéao
antifungica frente diversos fungos, especialmente para leveduras do género Candida.
Para Santin et al. (2014), a levedura Malassezia pachydermatis foi sensivel ao O.
vulgare em baixas concentragdes de ativo, tornando este OE promissor na

bioprospeccgao de novos farmacos.

2.5.1.2 Oleo essencial de Melaleuca

O odleo essencial de melaleuca (OEM) é extraido de folhas frescas e
da madeira da arvore Melaleuca alternifolia (Figura 12), de espécie arbdrea nativa da
Australia e pertencente a familia Myrtaceae. E considerado um arbusto alto de até 15
metros de altura, com uma copa espessa e de casca fina, com odor caracteristico de
terpeno, conifero e menta-canfora. Pode ser encontrada em mais de 80% do territorio
nacional brasileiro. Possui 140 géneros, variando de 3.500 a 5.800 espécies, cujos
frutos crescem sob condigdes ambientais adversas de seca, inundagéo e calor. O
OEM é uma fonte rica em metabdlitos secundarios envolvidos na defesa da planta,
especialmente polifendis (Srivastava et al., 2019; Assis et al., 2020; Santos et al.,
2021).
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Figura 12 - Representagao das folhas da arvore Melaleuca alternifolia.

O OEM é extraido por destilagdo a vapor das folhas de ramos
terminais da arvore M. alternifolia. Em sua composigao estdo presentes mais de 100
compostos, principalmente sesquiterpenos, monoterpenos, hidrocarbonetos e seus
alcoois relacionados, bem como terpinen-4-ol, y- e a-terpineno, p-cimeno e 1,8 cineol.
Os componentes mais abundantes sdo o terpinen-4-ol compreendendo
aproximadamente 40% da composicao do oleo, e o y- terpineno em aproximadamente
20% (Figura 13). Contudo, a concentragédo dos componentes esta de acordo com a
variedade de M. alternifolia, métodos e tempo de extragéo, clima, e idade da folha
(Srivastava et al., 2019; Assis et al., 2020; Roana et al., 2021; Santos et al, 2021,
Ferquima, 2023).

Estes componentes sao responsaveis por diversas atividades
relatadas na literatura, bem como analgésica, antiviral, antibacteriana, antifungica,
antiprotozoaria, anti-inflamatdria, antioxidante, anticancerigena, inseticida e acaricida
(Yadav et al., 2016; Assis et al., 2020; Santos et al., 2021). As multiplas atividades
biolégicas do OEM tornam-no um imenso potencial para tratamentos dermatolégicos,
principalmente para os faciais, especificamente para o tratamento da acne devido
suas propriedades antimicrobianas de amplo espectro (Yadav et al., 2016; Santos et
al, 2021). Yadav e colaboradores (2016) relatam que o OEM é um excelente ativo para
controlar a resisténcia bacteriana, no entanto, devido sua hidrofobicidade, volatilidade

e sensibilidade a luz, ao ar e a temperatura, torna-se um desafio a incorporacéo do
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O0leo na formulacdo de forma eficaz para manutengdo da estabilidade e das
propriedades ativas, com o minimo de efeitos adversos (Yadav et al., 2016; Battisti;
Caon; Campos, 2021).

Figura 13 - Estrutura quimica dos principais componentes isolados do oleo essencial

de melaleuca (Melaleuca alternifolia).
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Fonte: Adaptado de Roana et al., 2021.

De acordo com Brun e colaboradores (2019) e Pazyar et al. (2013), o
terpinen-4-ol abundante na composi¢cao do OEM, é o responsavel pelas propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatérias. Além disso, outros estudos para o possivel uso
do OEM séao observados para tratamento de saude bucal e doengas periodontais,
feridas, cicatrizes, eczema, psoriase, onicomicose, infec¢gbes fungicas de pele e

cancer (Srivastava et al., 2019).

2.5.1.3 Mecanismos de acgao antifungica de 6leos essenciais

As propriedades antimicrobianas dos OEs sdo oriundas da

caracteristica lipofilica desses compostos, tornando-os facilmente permeaveis através
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da parede celular e membrana plasmatica de microrganismos. A natureza hidrofébica
dos OEs provoca perda da integridade da membrana e o vazamento do material
celular, causando apoptose celular (Oliveira, 2019). Na Figura 14, estédo

representados possiveis mecanismos de ag¢ao antimicrobiana.

Figura 14 - Representacdo de mecanismos de agado de Oleos essenciais com

propriedades antimicrobianas contra uma célula fungica.

OEs

Acidos graxos s#o alterados e ocorre
r R inibicdo da sintese de ergosterol nas
proteinas estruturais associadas a

'g membrana.

Parede celular

e, Reduz o potencial da
& é '.“.' membrana mitocondrial
Ca** O T
K- Disfungdo dos ribossomos P ~ N

b | N\
e % \

S .\Q» o fji\i__,-f;@A

Esgotamento intracelular de ATP |

Membrana celular

Vazamento de eletrélitos
Intracelulares como
Ca%", K* e Mg?*

Quebra de DNA e inibicao da
expressio génica

Legenda: Os possiveis efeitos observados pelos constituintes de OEs sao: 1) Efeito na membrana
plasmatica devido a hidrofobicidade dos OEs, afetando a sintese de ergosterol; 2) Efeito no vazamento
de ions celulares vitais como K*, Ca?* e Mg?*, ocasionado pela desestabilizagdo da membrana
plasmatica e eventual morte celular; 3) Efeito na membrana mitocondrial pela interferéncia na
permeabilidade e fluidez da membrana plasmatica, danificando assim as estruturas proteicas da
membrana. Os OEs podem interagir com organelas celulares como mitocéndrias, ribossomos, reticulo
endoplasmatico e complexo de golgi, resultando em uma reducédo do potencial da membrana, na
desidratacdo da bomba de prétons e, por fim, na inibicdo da enzima geradora de ATP (H*-ATPase) (util
para o desenvolvimento de gradientes eletroquimicos e mantém o pH celular); 4) Efeito no DNA e
inibicao da expressao génica, alterando as ag¢des dos acidos nucleicos (DNA e RNA) em atividades
vitais, como crescimento, desenvolvimento, processos metabdlitos subsequentes e o metabolismo de
proteinas celulares.

Fonte: Adaptado de Maurya et al., 2021.

A atividade antifungica dos OEs esta relacionada pela presenca e
interacdo dos metabdlitos secundarios, mostrando efeitos sinérgicos, aditivos e/ou
complementares. Diversos estudos sobre a atividade antifungica dos OEs relataram a
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relacdo entre a estrutura quimica dos compostos e a eficacia antifungica. A ordem
basica para a eficacia antifungica dos grupos de componentes de OEs é: Fenol >
alcool > aldeido > cetona > éster > hidrocarboneto (Maurya et al., 2021). Bouyahya e
colaboradores (2019) demonstraram que a presenga de fendis em OEs apresentou
maior especificidade para a inibicado de crescimento microbiano devido a presenga do
grupo hidroxila nas estruturas quimicas de compostos fendlicos, promovendo a
ruptura da membrana plasmatica e desordem na sua permeabilidade, bem como, na
atividade de enzimas do ciclo de Krebs. Ja os terpendides, também presentes em
OEs, afetam os acidos graxos da membrana, alterando a dinamicidade,
permeabilidade e vazamento do material celular (Bouyahya et al., 2019).

Os efeitos observados pela agao dos constituintes quimicos de OEs
podem ser diferentes quando aplicados a outro microrganismo, de modo que, fatores
como espessura da membrana, composicdo celular e atividades metabdlicas
celulares, interferem diretamente no mecanismo de acao antimicrobiano (Maurya et
al., 2021).

2.5.2 Nanoparticulas de Prata

A nanotecnologia € uma area em expansao que esta intrinsecamente
associada a vida contemporanea. Existem mais de 1800 produtos contendo
nanomateriais distribuidos em diversas areas do cotidiano, bem como nos setores
agricola, alimenticio, téxtil, ambiental, farmacéutico e eletrénico (Silva, 2019; Ziotti,
2023). Dentre os nanomateriais, as nanoparticulas metalicas (NPs) vém ganhando
destaque por ser uma ferramenta biotecnoldgica eficiente, principalemte pela forte
acao antimicrobiana que apresentam e sao uma excelente alternativa para solucionar
a resisténcia antimicrobiana (Bhattacharya; Saha; Mukhopadhyay, 2020; Nakazato et
al., 2020; Verma; Singh; Sahoo, 2020; Ziotti, 2023).

Nanomateriais apresentam tamanhos de particulas na escala
nanométrica (nm) correspondente a bilionésima parte de um metro (10° metros), e
possuem tamanhos de particulas que variam de 1 a 100 nm. Neste dominio de
tamanho, o nanomaterial apresenta propriedades unicas, como alta relacdo entre area
superficial e volume, alta condutividade de calor e eletricidade, supermagnetismo e
alta atividade catalitica (Sun, 2016; Scandorieiro, 2020; Verma; Singh; Sahoo, 2020).
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A nanotecnologia € a area mais promissora e inovadora na area
meédica, principalmente pela administracdo segura e direcionada que as NPs podem
oferecer para combater diversas infec¢cdes de pele. O tamanho pequeno das
particulas, formato e alta propor¢cdo entre area de superficie e volume, melhora a
penetracdo na pele e possibilita a utilizagdo das NPs em produtos cosméticos e
dermocosmeéticos. Além disso, as NPs s&o um insumo inovador e sustentavel, uma
vez que podem ser produzidas por métodos ecologicos e de baixo custo
(Bhattacharya; Saha; Mukhopadhyay, 2020; Nakazato et al., 2020; Verma; Singh;
Sahoo, 2020; Scandorieiro et al., 2022).

As nanoparticulas de prata (AgNPs), desde os tempos antigos,
apresentam efeitos inibitérios fungicida e bactericida (Nakazato et al., 2020). As
AgNPs exibem uma atividade antimicrobiana de amplo espectro contra bactérias e
fungos, sendo uma boa alternativa para combater espécies resistentes formadoras de
biofiimes, como Candida spp., Malassezia spp., Cryptococcus spp., dentre outras
(Figueredo; Cafarchia; Otranto, 2013; Nakazato et al., 2020; Fonseca et al., 2022). As
AgNPs podem ser uma alternativa aos antibiéticos, pois possuem capacidade de
superar a resisténcia que as bactérias apresentam aos antibidticos, principalmente
para cicatrizagcao de queimaduras e feridas (Cadinoiu et al., 2022).

As AgNPs sao obtidas pela reducao dos sais de prata (Ag*) em prata
metdlica (Ag®), que pode ocorrer por métodos sintéticos quimicos, fisicos,
eletroquimicos ou bioldgicos. Biomoléculas presentes em fungos, algas e plantas sé&o
capazes de reduzir Ag* em Ag®, a fim de obter AgNPs biogénicas (Ziotti, 2023).

Nos estudos de Anwar e Colaboradores (2016), os autores
demonstraram eficacia no tratamento de dermatite seborreica ocasionada pelo fungo
M. furfur com AgNPs. Foi possivel observar maiores zonas de inibigdo contra o fungo
utilizando as AgNPs em comparagdo com medicamentos como itraconazol e
cetoconazol. Ha relatos que AgNPs biossintetizadas demonstraram atividade
antifungica contra leveduras patogénicas oportunistas e dermatofitos, bem como
espécies de Candida, Cryptococcus, Microsporum e Trichophyton (Bhattacharya;
Saha; Mukhopadhyay, 2020).

Parametros como tamanho, morfologia, superficie e cristalinidade,
estao diretamente relacionados as propriedades das NPs. Além desses parametros,
o potencial de redugdo dos metais também influencia fortemente no potencial

antimicrobiano das NPs, de modo que as moléculas doadoras de elétrons se ligam
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aos ions liberados pelas NPs, interferindo na fungdo celular do microrganismo. O
potencial de reducao da prata é de + 0,80 V, um alto potencial quando comparado a
outros metais como cobre (+ 0,34 V), Ferro (- 0,44 V) e zinco (- 0,76 V). Dessa forma,
a prata se destaca pela atividade antimicrobiana de amplo espectro contra agentes
patdgenos (bactérias, fungos, protozoarios e virus), tendo em vista a ampla utilizagéao
de AgNPs em produtos ja comercializados e se tornaram estratégias para auxiliar no

combate a resisténcia microbiana (Scandorieiro, 2020).

2.5.2.1 Biossintese das nanoparticulas de prata

As AgNPs sao aglomerados de atomos de prata que variam de 1 a
100 nm, predominantemente de forma esférica o que corresponde a situacbes de
menor energia. As NPs podem ser sintetizadas de forma fisica, quimica ou biolégica.
A producdao de NPs a base de metal como tecnologia pode ser feita em duas
abordagens principais descritas na Figura 15: “Bottom-up” (de baixo para cima) e
“Top-down” (de cima para baixo) (Netto, 2008; Scandorieiro, 2020; Amiri et al., 2022;
Chue-Gongalves, 2022).

Figura 15 — Métodos gerais de obtencdo de nanoparticulas metalicas, pelas

abordagens “Bottom-up” e “Top-down”.
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Pela abordagem “Bottom-up”, as nanoparticulas sao obtidas de modo que os atomos metélicos sao
aglomerados até chegarem em tamanho nanométrico. Ja a abordagem “Top-down”, as nanoparticulas
sdo sintetizadas a partir da fragmentagdo de placas de metal (bulk) em materiais na escala
nanométrica.

Fonte: Adaptado de Amiri et al., 2022.
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A abordagem “Bottom-up”, consiste em obter as nanoparticulas pela
juncdo de unidades menores (blocos de construgdo de atomos, moléculas) em
estruturas maiores (agregados nanométricos). Ja na abordagem “Top-down”, as
nanoparticulas sado formadas pela fragmentacdo do tamanho do material
macroscopico na forma “bulk” até a escala nanométrica (Netto, 2008; Scandorieiro,
2020; Amiri et al., 2022; Chue-Gongalves, 2022).

Na sintese fisica (“Top-down”), o material a granel “bulk” é convertido
em nanomaterial por processos fisicos como evaporagao-condensacao, ablagéo a
laser, método de deposi¢cao de atomo de metal solvatado, moagem mecanica (Ball
milling) e irradiacdo gamma. Entretanto, os métodos fisicos ndo sdo vantajosos devido
ao alto consumo energético do processo, tempo longo para as nanoparticulas
atingirem estabilidade termal, além de criarem nanoparticulas com distribuicdo de
tamanhos bastante dispersos (Jamkhande et al., 2019; Scandorieiro, 2020; Islam,
Jacob, Antunes, 2021; Naganthran et al., 2022).

A abordagem “Bottom-up”, podem ocorrer por métodos quimicos e
biologicos. A sintese quimica de NPs utiliza trés componentes principais: o precursor
do metal, agentes redutores e agentes estabilizantes. Para a sintese de AgNPs, a
reducao ocorre partindo de precursores como nitrato de prata (AgNOs3), perclorato de
prata (AgCIlO4) ou tetrafluoroborato de prata (AgBF4). Como agentes estabilizantes
podem ser utilizados compostos como polivinilpirrolidona (PVP), polissacarideo, alcool
polivinilico (PVA), polietilenoglicol (PEG), quitosana, olelamina e acido glucénico. A
uniformidade das AgNPs é controlada pelas condi¢des de reacdo como pH, tempo de
reacao e agentes de capeamento (Chue-Gongalves, 2022).

O processo de sintese bioldgica, também chamado de “sintese
verde”, produz nanoparticulas biogénicas e tem sido muito relatado nos ultimos anos,
principalmente para a eficacia biotecnoldgica que as NPs oferecem. A Figura 16
demonstra os possiveis métodos de obtengcdo de nanoparticulas metalicas
biogénicas, podendo ocorrer partindo de plantas ou microrganismos (Nakazato et al.,
2020; Cruz-Luna et al., 2021).

Compostos bioativos presentes em fungos, bactérias, plantas e algas,
apresentam potencial para atuarem como agentes redutores em sinteses bioldgicas
de nanoparticulas metalicas (Prabhu; Poulose, 2012). Esses compostos podem ser

flavonoides, compostos fendlicos, terpendides, enzimas, coenzimas, proteinas e
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acgucares, e promovem a reducao dos cations metalicos ao estado de oxidagao zero.
Comparando a sintese quimica com a biossintese, a reacédo de redugao tende a ser
mais lenta na biossintese, no entanto, sdo biomoléculas que atuam como agentes
estabilizadores revestindo as particulas, impedindo a agregacéo e conservando suas

atividades bioldgicas (Razak et al., 2021).

Figura 16 — Representacdo dos processos de sintese verde ou biologica de
nanoparticulas metalicas: Possiveis matérias-primas que favorecem a redugao do
metal, processo de produgao das NPs, fatores que afetam a biossintese e diferentes

formas e tamanhos de NPs produzidas.
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Fonte: Adaptado de Cruz-Luna et al., 2021.

A formacao das nanoparticulas metalicas biogénicas, como as de
prata (bioAgNP), ocorre de modo geral pelo contato do extrato biolégico contendo as
biomoléculas com solucdes de sais metalicos, para que ocorra a redugao do metal.
Alguns parametros sao levados em consideragdo, bem como a concentragdo do

extrato e do sal, temperatura, pH, tempo de incubacdo, e radiacao, influenciando
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diretamente na eficacia do processo que envolve o crescimento fungico e a etapa de
oxi-reducao (Roy et al., 2019).

A caracterizagdo das bioAgNPs (tamanho, forma e potencial zeta) &
uma etapa importante apos a sintese. Com a sintese biogénica, é possivel sintetizar
bioAgNP com excelentes propriedades antimicrobianas, além de ser relativamente
simples apés padronizagao, limpa, sustentavel e econémica, e proporciona maior
biocompatibilidade no uso de nanoparticulas (Guilger-Casagrande; Lima, 2019;
Nakazato et al., 2020; Cruz-Luna et al., 2021). Cada metodologia de obtengéo possui
vantagens e desvantagens em termos de complexidade do processo, variagdo no
tamanho das particulas, estabilidade, toxicidade, aplicagdes e custo (Chue-
Gongalves, 2022).

Quando comparados com as bactérias, os fungos apresentam maior
eficacia na biossintese de nanoparticulas metalicas, visto que, a alta tolerancia aos
metais e secre¢ao de proteinas resulta em maiores quantidades de nanoparticulas
produzidas (Prabhu; Poulose, 2012; Guilger-Casagrande; Lima, 2019). Além disso,
um bom resultado para a sintese fungica esta na alta produgdo de biomassa fungica
e facilidade para obtencao do filtrado a partir desta biomassa. Por fim, comparando a
sintese fungica com a sintese por plantas, o micélio dos fungos é mais resistente a
agitacao e pressao do processo de desenvolvimento das nanoparticulas metalicas
biogénicas (Guilger-Casagrande; Lima, 2019).

Mesmo que haja muitos estudos publicados sobre a sintese de
bioAgNP utilizando fungos, os mecanismos especificos envolvidos ainda ndao foram
totalmente elucidados (Guilger-Casagrande; Lima, 2019). Um mecanismo de sintese
de bioAgNP utilizando moléculas reativas de fungos esta representado na Figura 17.
E conhecido que asintese extracelular ocorre de acordo com reagdes nas quais as
enzimas presentes no filtrado livre de células fungicas atuam reduzindo os ions de
prata (Ag*) em prata elementar (Ag°®) em agregados nanométricos (nm). A mudanca
de coloragao do filtrado fungico apds a reagao é um indicativo que ocorreu a formagéao
das bioAgNP. Usar a espectroscopia no UV-visivel como auxiliar para observar
bandas de ressonancia plasménica de superficie refletindo a alteragdo das
propriedades 6pticas do material € um método de confirmacédo das bioAgNP. Picos
em comprimentos de onda de absorbancia em bandas que variam na faixa de 400 a
450 nm indicam a presenca de bioAgNP na solugédo. Os parametros de condi¢des de

sintese, espécie do fungo, temperatura, pH e meio de dispersdo interferem no
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tamanho das bioAgNP, bem como na presenga de coberturas nas nanoparticulas

(Guilger-Casagrande; Lima, 2019).

Figura 17 - Mecanismos de sintese biologica de nanoparticulas de prata utilizando

um fungo filamentoso como precursor de biomassa fungica.
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Fonte: Adaptado de Guilger-Casagrande; Lima, 2019.

Devido a presenca de enzimas/proteinas, aminoacidos,
polissacarideos, vitaminas, dentre outras biomoléculas presentes no filtrado fungico,
propde-se que a reducado de ions Ag* venha das combinagbdes de biomoléculas
encontradas nesses extratos. Nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) e enzimas
nitrato redutase dependentes de NADH apresentam grande importancia na sintese de
bioAgNP. Essas biomoléculas sdo associadas as vias complexas que envolvem a
transferéncia de elétrons durante a conversdo de NADPH/NADH para NADP+/NAD+
(Figura 17) (Roy et al., 2019; Guilger-Casagrande; Lima, 2019).

O mecanismo mais aceito (Figura 18) é baseado na presenga da
enzima “nitrato redutase”, a qual converte nitrato (NO3") em nitrito (NOz). Durante a
reducao de NOs em NOz, ocorre a transferéncia do elétron para o ion prata (Ag™¥),
que entdo é reduzido a prata metalica (Ag®). Além disso, a presenga de grupos
funcionais na parede celular fungica também causam a reducgado de Ag* a Ag® sem a

presenca da enzima nitrato redutase. Tanto fungos quanto bactérias apresentam
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vantagens em relagdo a produtividade de bioAgNP devido a alta quantidade de
enzimas, proteinas e componentes redutores em suas superficies celulares. Os
fungos apresentam uma vantagem em relacdo a sintese de bioAgNP, pois podem
prender a Ag* em suas células superficiais, causando assim a redugao subsequente
com as enzimas (como naftoquinonas e antraquinonas) de sistemas fungicos (Roy et
al., 2019).

Figura 18 - Mecanismo de redugéo da prata baseado na presenga da enzima nitrato

redutase.
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Fonte: Roy et al., 2019.

2.5.2.2 Mecanismos de agao antifungica de nanoparticulas metalicas biogénicas

As AgNPs possuem muitos mecanismos de agao relacionados a sua
agao antimicrobiana, e o mais provavel de ocorrer esta representado na Figura 19.
Um desses mecanismos € a ligacdo que a AgNPs faz com a superficie do
microrganismo alterando a integridade da membrana. AgNPs também agem
penetrando no interior do microrganismo e interagem com seus componentes

intracelulares, danificando o material celular. As AgNPs podem induzir reagbes de
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espécies reativas de oxigénio (EROs). Além disso, podem modificar a transdugao de

sinal necessario para o ciclo de vida da célula (Masimen et al., 2022).

Figura 19 - Mecanismo de ag¢ao de nanoparticulas metalicas biogénicas contra células

fungicas.
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Legenda: (1) As nanoparticulas biogénicas inibem o crescimento fungico entrando nas células pelos
processos de endocitose e difusdo. (2) Com a entrada das nanoparticulas, ocorre a desmontagem da
membrana e das vesiculas (formadas por endocitose) contendo as nanoparticulas. (3) As
nanoparticulas sao liberadas no citoplasma celular. (4) Entédo, ocorre indugao ao estresse oxidativo
formando EROs. (5) A morte celular é induzida pela ativagao de proteinas pré-apoptoéticas e produgao
de EROs, o que leva a disfungao mitocondrial, a inibicdo enzimatica e a reducao da replicagao de DNA
(danos ao DNA e danos as proteinas), via apoptose mediada por estresse do reticulo endoplasmatico.
Fonte: Adaptado de Gurunathan; Lee; Kim, 2022.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar formulagdes de emulsdes hidratantes ndo-
ibnicas do tipo O/A, de uso tdpico, acrescido de O6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgare) e/lou melaleuca (Melaleuca altenifolia), associado ou nédo as
nanoparticulas de prata biogénicas como uma nova alternativa natural para o

tratamento da Pitiriase versicolor.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar as nanoparticulas de prata biogénicas a partir do fungo
Lichtheimia ornata;

e Avaliar a atividade antifungica dos 6leos essenciais e das nanoparticulas de
prata pelas metodologias de disco-difusdo, concentragédo inibitéria minima,
concentragao fungicida minima, e pelo teste de combinagao contra Malassezia
pachydermatis;

o Desenvolver as formulagdes da emulsao para a Pitiriase versicolor de acordo
com o planejamento simplex-centroide;

» Realizar a caracterizagao farmacotécnica e o ensaio de estabilidade preliminar
das formulagdes;

o Avaliar a eficacia antifungica das formulagdes pelas metodologias de curva de

sobrevivéncia e microscopia eletrénica de varredura contra M. pachydermatis.


https://www.google.com/search?sxsrf=AB5stBjrk9fLS-LMV5RlUcqD2uQDbiySYQ:1690144482143&q=Lichtheimia+ornata&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjCo-jr1qWAAxVfiJUCHaDoDsAQkeECKAB6BAgIEAE
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS BIOATIVOS

4.1.1 Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais de Orégano (OEO) e Melaleuca (OEM) foram
adquiridos da empresa Ferquima Industria e Comércio Ltda. (Vargem Grande

Paulista, Sao Paulo, Brasil), cuja caracterizagao consta nos Anexos A e B.

4.1.2 Biossintese das Nanoparticulas de Prata Biogénicas (bioAgNP)

As bioAgNP foram produzidas por meio de processo
nanobiotecnoldgico a partir do fungo Lichtheimia ornata no Laboratério de Micologia e
Métodos Alternativos (LAMIC e LAMEA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

A sintese bioldgica das bioAgNP foi realizada pela técnica descrita por
Morandi (2023). O fungo foi cultivado em meio liquido contendo extrato de levedura
(0,5%) e incubado a 28 £ 2 °C por 72 h. A biomassa fungica foi filtrada e suspensa em
agua destilada esterilizada. Aproximadamente 1 g desta biomassa foi transferida para
um frasco contendo 10 mL de agua destilada, mantendo-se sob agitagao (150 rpm), a
28 £ 2 °C por 72 h. Apd6s o periodo, o sobrenadante foi separado da massa micelial
formada através de centrifugacéo a 5.000 rpm, por 15 min a 25 £ 2 °C. Para a sintese
de bioAgNP, ao sobrenadante foi adicionado nitrado de prata (AgNOs) (Sigma
Aldrich®, St Louis, MO, USA) a 10 mM, e esse sistema foi incubado por 4 dias a 28 +
2 °C. Para lavagem, as bioAgNP foram centrifugadas a 15000 rpm e ressuspendidas
com agua ultrapura. O processo foi realizado trés vezes. Todas as solugdes contendo

bioAgNP foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 + 2 °C até a utilizagao.

4.1.2.1 Caracterizagédo das Nanoparticulas de Prata Biogénicas

A caracterizacdo das bioAgNP foi realizada pelas técnicas de

deteccéo por espectrofotometria UV-visivel (UV-vis), espalhamento dinamico da luz


https://www.google.com/search?sxsrf=AB5stBjrk9fLS-LMV5RlUcqD2uQDbiySYQ:1690144482143&q=Lichtheimia+ornata&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjCo-jr1qWAAxVfiJUCHaDoDsAQkeECKAB6BAgIEAE
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(DLS), potencial zeta, espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), fluorescéncia de raios X por dispersao de energia (EDXRF).

Para a espectrofotometria de UV-vis, foram retiradas aliquotas da
solugdo com nanoparticulas metalicas, e o espectrofotdbmetro UV — Vis (BioTek
Synergy HT) foi utilizado para mensurar a absorbancia e realizar o monitoramento da
producado. Para a caracterizagao, foram retirados 100 uL da solugdo com bioAgNP e
feita a observacao dos espectros de formagcao em comprimentos de onda variando de
200 - 900 nm.

As medidas de FTIR foram realizadas em solugdo coloidal de
bioAgNP para verificar as bandas das ligagdes quimicas resultantes na superficie das
particulas. Desse modo, foram retirados 100 pyL da solugcdo com uma pipeta
volumétrica Pasteur e inseridos em pastilhas de KBr. A analise foi realizada no
equipamento Bruker-Vertex 70, equipado de acessorio ATR com cristal Gé 45°, com
resolugdo de 2 cm' na faixa de 400 — 4000 cm-', pertencente ao Laboratério de
Quimica Prebidtica, na Universidade Estadual de Londrina (UEL).

O tamanho das nanoparticulas foi determinado por DLS utilizando o
equipamento ZetaSizer Nano-ZS, Malvern Instruments, Southbourough, UK. O
equipamento utiliza a espectroscopia de correlacédo de fétons (PCS) para mensurar a
dimenséao das particulas. O movimento browniano faz com que a intensidade da luz
se espalhe em fungédo do tempo, logo, particulas grandes apresentam movimentos
mais lentos e particulas menores, movimentos mais rapidos, demonstrando variacées
na dispersao de luz e, consequentemente, o tamanho da particula.

O potencial Zeta (C) é utilizado para caracterizar a estabilidade de uma
solucdo. Para a realizacdo das medidas de potencial, foi utilizado o equipamento
Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments, Southbourough, UK. A determinacdo do
potencial Zeta também ocorre pelo espalhamento dindmico de luz (DLS), utilizando a
diregdo e a velocidade do movimento das particulas, em exposicdo a um campo
elétrico, para medir o potencial. As amostras foram diluidas para uma concentragao
de 1 pg/mL utilizando agua destilada, e em seguida as particulas foram dispostas em
células capilares equipadas com eletrodos de ouro.

Por fim, a técnica de espectrometria de raios X por dispersdao em
energia foi feita para mensurar as concentragbes de nanoparticulas biogénicas na
amostra. Esta técnica ndo destrutiva faz uso da identificacado de raios X caracteristicos

emitidos por atomos previamente excitados para analises qualitativas e quantitativas
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das amostras estudadas. O espectrometro utilizado foi o EDX-720 da SHIMADZU,
pertencente ao Laboratério de Analises por Técnicas de Raios X (LARX) da UEL. Para
as medidas, o tubo de raios X foi submetido a uma tenséo de 50 kV e corrente de 30
MA. Para dosar a concentracdo de bioAgNP, amostras padronizadas de 5 ml com
diferentes concentragbes de AgNOs (1 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM, 10 mM, 15 mM
e 20 mM) foram utilizadas para fins de calibragdo. Todas as amostras foram
depositadas em células descartaveis, com dupla abertura, sobre uma pelicula de
poliéster (MYLAR®) com 2,5 ym de espessura, ambos da Chemplex® Industries INC,
Palm City, FL, USA, e medidas durante o tempo de 5 minutos cada. Apds a analise, a
intensidade das bioAgNP foi avaliada e correlacionada com as intensidades dos

padroes, determinando as concentracdes através da equacéao da reta.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS ANTIMICROBIANOS

4.2.1 Cultivo do Microrganismo

A cepa da levedura Malassezia pachydermatis foi previamente
incubada em agar Extrato de Levedura Peptona Dextrose (YPD), por48 ha 37 + 2 °C.
Apos essas condigdes, foram preparados os indculos respectivos para cada teste

antimicrobiano.

4.2.2 Efeito Antifungico dos Ativos Individuais pelo Ensaio de Disco-difusao

A técnica de disco-difusao foi realizada de acordo com o documento
M44-A do National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI), com
modificagcdes necessarias (CLSI, 2004).

A cepa de M. pachydermatis foi previamente incubada em agar YPD,
por 48 h a 37 = 2 °C. O in6culo foi preparado suspendendo colénias de M.
pachydermatis em uma solugéo salina esterilizada de NaCl (Cloreto de Sédio) a 0,85%
(8,5 g/L). A turbidez foi ajustada visivelmente seguindo o padrao de 0,5 McFarland, a
fim de obter uma suspensao de aproximadamente 1x10% a 5x108 UFC/mL. Apds 15
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minutos do ajuste da turbidez, utilizou-se um swab para espalhar uniformemente o
indculo sobre o meio de cultivo agar YPD em placa de Petri.

Apo6s a distribuicdo do indculo, um disco foi colocado no centro da
placa e pressionado com uma pinga contra o agar, a fim de garantir contato completo
no mesmo. Entdo, aplicou-se 10 uyL de OEO, OEM e bioAgNP sobre os discos
dispostos em placas separadas. Por fim, as placas foram incubadas por48 ha 37 + 2
°C. O teste foi realizado em triplicata para cada ativo estudado, e o resultado foi obtido

medindo com uma régua o didmetro de inibicdo de crescimento.

4.2.3 Avaliagdo da Concentragdo Inibitéria Minima dos Antimicrobianos

Individualmente

A determinacao da CIM foi realizada de acordo com o documento M27
do CLSI (CLSI, 2017), com modificagdes. Inicialmente, a cepa de M. pachydermatis
foi previamente incubada em agar YPD, por 48 h a 37 + 2 °C. Colbnias de M.
pachydermatis foram suspensas em solug¢ao salina tamponada com fosfato (PBS) a
1%, onde 10 uL foram retirados e colocados em camara de Neubauer para a
realizagao da contagem de células. Apds contagem, preparou-se uma suspensao de
M. pachydermatis a 103 UFC/mL em meio RPMI 1640 (com glutamina e vermelho
fenol, sem bicarbonato - Gibco™, ThermoFisher Scientific), acrescido de tampao
MOPS-acido 3-(n- morfolino) propanosulfénico (INLAB Sao Paulo, Brasil), com pH
entre 7,2e7,4.

A CIM foi determinada em triplicata, diluindo seriadamente os ativos
OEO, OEM e bioAgNP em placas de 96 pocos. Primeiramente, aliquotas de 100 uL
de meio RPMI 1640 e tamp&ao MOPS-acido 3-(n- morfolino) propanosulfénico, foram
adicionadas do 1° ao 11° pogo (controle positivo), e 200 uyL no 12° pogo (controle
negativo). Apds, 100 pL dos ativos com concentragdes conhecidas (OEO a 1%, OEM
a 2% e bioAgNP a 25%) preparados do mesmo meio de cultura foram adicionados e
diluidos seriadamente. Por fim, 100 yL da suspensdo de M. pachydermatis a 103
UFC/mL foram adicionados nos pocos de 1 a 11, e as placas foram incubadas por 48
h a 37 £ 2 °C. A leitura dos resultados foi realizada comparando os pogos que
apresentavam os compostos testados e o controle positivo, buscando uma dose

eficaz.
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4.2.4 Avaliagdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM) dos Antimicrobianos

Individualmente

A avaliacdo da CFM foi realizada segundo protocolo descrito por
Espinel-Ingroff e colaboradores (2002) com modificagbes. Apds a leitura visual dos
resultados de CIM, plagueou-se 10 uL em agar YPD, de cada pogo sem crescimento
visual de M. pachydermatis em triplicata. As placas foram incubadas por 48 h a 37 +
2 °C. Apés o tempo de incubacao, foi possivel comprovar a concentragao que inibiu o

crescimento fungico, ou seja, que ndo houve crescimento de colbnias, sendo a CFM.
4.2.5 Interagao Antifungica dos Antimicrobianos em Combinagdes Binarias

O teste de interacao entre bioAgNP, OEM e OEO, foi elaborado
similarmente ao teste de microdiluigdo em caldo, seguindo a metodologia de Bocate
e colaboradores (2019) com adaptagbes. Foi utilizado meio RPMI 1640 (com
glutamina e vermelho fenol, sem bicarbonato - Gibco™, ThermoFisher Scientific)
acrescido de tampao MOPS-acido 3-(n- morfolino) propanosulfénico (INLAB, Sao
Paulo, BR), pH 7,2 — 7,4, com ajuste de inéculo para 1x10® UFC/ml para M.
pachydermatis.

Em uma placa de 96 pogos, foram adicionados 100 uL de meio RPMI
1640 em cada poco. Um dos compostos foi diluido seriadamente, da primeira a ultima
coluna na dire¢ao horizontal, e o outro composto da primeira a ultima linha na diregcao
vertical, reservando os dois ultimos pog¢os da ultima linha para os controles positivo e
negativo respectivamente. As placas foram incubadas por 48 h a 37 + 2 °C, seguido
de analise visual.

Para estimar a interacdo entre os compostos, o indice de

concentragéo inibitéria fracionada foi determinado (ICIF), de acordo com a equagao:

CIMa em combinacdo CIMb em combinagao

ICIF =
CIMa isolada + CIMb isolada

Onde ICIF £ 0,5 indica sinergismo entre os compostos, 0,5 < ICIF < 1 indica aditismo,

1 < ICIF < 4 indica indiferenga e ICIF > 4 indica antagonismo (Bocate et al., 2019).
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4.3 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAGCOES

Foram preparadas oito formulagdes na forma de emulsdo nao-iénica
do tipo O/A, sendo sete de tratamento, cujas concentra¢des dos ativos variaram de
0,67% (v/ip) a 3,0% (v/p), sendo estabelecidas de acordo com um planejamento
experimental do tipo Centroide Simplex, com modificagdes, conforme ilustrado na
Figura 20 (Neto; Scarminio; Bruns, 2001). As concentragdes dos ativos (OEO, OEM e
bioAgNP) foram estudadas a partir da concentracgdo inibitéria minima frente a levedura
M. pachydermatis e de acordo com a revisdo de literatura.

A formulagao base foi composta por: agua destilada, edeato dissédico
(EDTA 2Na), copolimero de acriloildimetiltaurato, glicerina, olivato cetearilico e olivato
de sorbitano, éster do 6leo de oliva, triglicérides de acido caprico e caprilico, 6leo de
améndoas doce, butilhidroxitolueno, alantoina, propilenoglicol, acetato de tocoferol,
fenoxietanol e metilisotiazolinona, ciclometicone (Tabela 1), cujas concentragdes nao

foram descritas por motivo de depdsito de patente.

Figura 20 - Planejamento experimental do tipo Centroide-Simplex modificado com trés

ativos (OEO, OEM e bioAgNP) para a escolha da melhor formulagao.

OEM
(1; [3,0%])

OEO (1:1) bioAgNP
(15 [2,0%]) (1; [3,0%])

Fonte: Adaptado de Neto; Scarminio; Bruns, 2003.
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Este planejamento é representado por um triangulo equilatero no qual
os vértices correspondem aos ativos puros: 1) OEM; 2) bioAgNP e 3) OEO. As arestas,
sdo as misturas binarias na mesma proporgao (1:1), sendo elas: 4) OEM + bioAgNP;
5) OEO + bioAgNP e 6) OEM + OEO. Por fim, o ponto central representa uma mistura
ternaria de proporgdes iguais dos trés ativos (1:1:1) e 7) OEM + bioAgNP + OEO.

Tabela 1 - Descritivo das matérias-primas utilizadas nas formulagdes, suas

respectivas fases, denominagao comercial, INCI name, funcéo e fornecedor.

Fase Nome quimico INCI Name Fungéao Fornecedor
1 Agua Water/aqua Veiculo -
1 EDTA Disodium EDTA Agente quelante Biovital
Ammonium
Copolimero de ] )
1 Acryloyldimethyltaurate/ Espessante PharmaSpecial
acriloildimetiltaurato
VP Copolymer
1 Glicerina Glycerin Hidratante Infinity Pharma
Cera
Olivato cetearilico e Cetearyl Olivate (and)
2 autoemulsionante Atika
Olivato de sorbitano Sorbitan Olivate o
nao-ibnica O/A
2 Ester do 6leo de oliva Olive Oil PEG-7 Esters Emoliente Biovital
Triglicérides de acido
Triglicérides de acido
2 caprico e caprilico . » Emoliente Atika
caprico e caprilico
Prunus Amygdalus
2 Oleo de améndoas doce  Dulcis (Sweet almond) Emoliente PharmaSpecial
Oil
Butilhidroxitolueno (BHT) o ) o ]
2 ButilHidroxiTolueno Antioxidante PharmaSpecial
Alantoina
3 Allantoin Regenerador Infinity Pharma
Propilenoglicol
3 Propylene Glycol Umectante Synth
4 Vitamina E Tocopheryl Acetate Antioxidante Alianza Magistral
5 Ciclometicone Cyclomethicone Emoliente PharmaSpecial
Fenoxietanol e Phenoxyethanol (and)
6 Conservante Embacaps

metilisotiazolinona

Methylisothiazolinone
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7 OEM Melaleuca alternifolia Ativo Ferquima
7 bioAgNP Nanoparticulas de prata Ativo LAMIC e LAMEA
7 OEO Origanum vulgare Ativo Ferquima

Fonte: o préprio autor.

Para o desenvolvimento das formulagdes, primeiramente manipulou-
se a formulagdo base (FB) e depois adicionou-se os ativos antifungicos. Para o
desenvolvimento da FB, a fase aquosa (1) sem o copolimero foi aquecida a 70 + 2 °C,
e ao atingir a temperatura, o copolimero foi adicionado sob forte agitagdo. As fases
aquosas (1) e oleosa (2) foram aquecidas separadamente a 75 = 2 °C e invertidas
(fase 2 sobre 1). Apos resfriamento para 40 * 2 °C, adicionou-se as demais fases. Ao
final, ajustou-se o pH entre 5,0 e 6,5 de todas as formulagdes.

Foram formuladas oito emulsées O/A, sendo uma formulacado base
(controle) e sete formulagdes de tratamento, variando os ativos. Os ativos OEM,
bioAgNP e OEO, foram acrescentados conforme as concentragdes definidas pelo
planejamento experimental do tipo Simplex-centroide, com quantidade suficiente para

(gsp) 100,0 mL conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Composigao de sete formulagdes de emulsdo contendo OEO, OEM e
bioAgNP, isoladamente e/ou em associagdo e uma formulagédo base (Fbase), que foi

isenta de ativos.

Compo- Formulacgéo (%; v/p)

sicao

Foem Foioag\e Foeo  Foembioag\e  Foeo:ioaghe  Foem;oeo  Foem;bioagnP;0E0  Fhase

(1) (2) @) (4) () (6) (7) (8)

OEM 3,0 - - 1,5 - 1,5 1,0 -

bioAgNP 3,0 - 1,5 1,5 - 1,0 -

OEO - - 2,0 - 1,0 1,0 0,67 -
Foase g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p
100 100 100 100 100 100 100 100

Legenda: OEM: Oleo essencial de M. alternifolia; bioAgNP: Nanoparticulas de prata biogénicas; OEO:
Oleo essencial de O. vulgare; Foase: Formulagdo base; Foem: Formulagdo com OEM 3%; Fuioagnr:
Formulagdo com bioAgNP 3%; Foeo: Formulagdo com OEO 2%; Foempioagne: Formulagdo com OEM
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1,5% e bioAgNP 1,5%; Foeo:pioagne: Formulagdo com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; Foem;oeo: Formulagéo
com OEO 1,0% e OEM 1,5%; Foem;pioagnp;oe0: Formulagdo com OEM 1,0%, OEO 0,67%, bioAgNP 1,0%.
Fonte: o préprio autor.

4.4 CARACTERIZACAO FARMACOTECNICA DAS FORMULACOES

As formulagbes foram avaliadas quanto as caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor e odor) e ensaios fisico-quimicos (centrifugagéo, pH,
densidade e espalhabilidade). Os testes foram realizados em triplicata para cada

formulacéo e as médias calculadas (Brasil, 2008).

4.4.1 Analise de Pré-Estabilidade (Centrifugacéo)

As amostras foram submetidas ao teste da centrifugagcdo, em
triplicata, onde 5 g de cada formulagao foi acondicionada em tubo de ensaio conico,
graduado e centrifugadas (Centrifuga Baby | Fanem 206-BL, Sao Paulo, Brasil) a 3200
rom por 30 min a temperatura ambiente, para detectar visiveis modificacbes ou
instabilidades como separagcdo de fases, formagdo de sedimento compacto e
coalescéncia. Em seguida, realizou-se a avaliacdo visual das formulagdes (Brasil,
2004).

4.4.2 Avaliagao da Estabilidade Preliminar das Formulag¢des

Os ensaios de Estabilidade Preliminar das formulag¢des desenvolvidas
foram realizados de acordo com o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos
(Brasil, 2004). O periodo de duracao do teste foi de 15 dias (7 ciclos), sendo as
analises realizadas no tempo zero (24 h) e apos 15 dias no ciclo gelo-degelo. As
condicbes de armazenamento das amostras foram 24 h em estufa (40 £ 2°C) e 24 h
em geladeira (5 £+ 2 °C). Os parametros organolépticos e fisico-quimicos foram
avaliados no tempo zero e apds 15 dias de cada amostra. O ensaio foi realizado em

triplicata.
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4.4.3 Analise Organoléptica

Observou-se o aspecto das formulagbes macroscopicamente apds 24
h em repouso. Nessa analise, observa-se visualmente, se as amostras em estudo
mantiveram as caracteristicas macroscopicas da amostra padrao (Fbase), OU se
ocorreram alteragdes do tipo separacao de fases, precipitagao e turvagao.

Realiza-se entéo, a analise de cor das formulacdes, em triplicata, por
colorimetria. Compara-se visualmente, sob luz branca, a cor da amostra com a cor do
padrao (Fpase), armazenado nas mesmas condicdes e embalagem que a amostra das
formulagbes com ativos (Foem, Fbioaghe, Foeo, Foem:bioaghp, FoEO:bioAgNP, FOEM;OEO,
F oEM;bioAgNP;OEO).

A analise visual da cor da amostra foi realizada com 1,5 g da amostra
acondicionada em vidro relogio, colocada sobre fundo branco. Em seguida, foi
fotografada e seus resultados comparados.

O odor das amostras foi comparado com o odor da formulagao padrao
(Foase), diretamente através do olfato.

Nas analises de cor e odor, as amostras foram classificadas como
normal, sem alteragdo, levemente modificada, modificada ou intensamente

modificada.

4 4.4 Ensaios Fisico-Quimicos

Para as analises das caracteristicas fisico-quimicas, verificou-se, em

triplicata, os valores de pH, densidade e espalhabilidade.

4.4.4.1 Determinagao do potencial hidrogeniénico (pH)

Para cada formulagao, determinou-se o pH utilizando o phmetro digital
(pH 21 pH/mV meter- HANNA, Brasil) em temperatura ambiente (25 + 5°C), calibrado
com solugao tampao (pH 4,0 e 7,0). O eletrodo foi inserido na amostra diluida 1:10

com agua purificada (Brasil, 2008).
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4.4 4.2 Determinacdo da densidade

A densidade foi avaliada utilizando-se picnbmetro de vidro, com
capacidade de 10 mL. As formulagbes foram diluidas 1:10 em &agua purificada.
Primeiramente, determinou a massa do picnémetro vazio com tampa e anotou-se o
valor da massa. Depois, foi determinada a massa do picnédmetro somente com agua
purificada e o valor foi anotado. Por ultimo, pesou-se o picnébmetro com a formulagao
diluida 1:10 e anotou-se o valor da massa. O valor relagao entre a massa da amostra
e a massa da agua representa a densidade especifica da amostra ensaiada. Para o

calculo foi utilizado a equacéo 1:

M2-MO
M1-MO

d =

(Equacéao 1)

Onde, d é a densidade (g/cm3), My a massa do picndmetro vazio (g), M a massa do

picnébmetro com agua (g), e M2 a massa do picnédmetro com a formulagéo (g).

4.4.4.3 Determinagao da espalhabilidade

Para a determinacdo da espalhabilidade, foi empregada a
metodologia descrita por Muller & Guterres (1999). Sao utilizadas placas de vidro
sobre uma escala de papel milimetrado, a fim de determinar a superficie que a amostra
abrange através da medigao dos didmetros perpendiculares, com posterior calculo do
diametro médio, na temperatura de 25 + 2 °C. Os calculos foram realizados a partir da
equacao 2:

_ [(d2)m4]
T 4

Ei

(Equacéo 2)

Onde E; (mm?) é a espalhabilidade da amostra para massa i/, e d é o didametro médio
(mm) alcangado pela amostra apds a sobreposigdo de cada placa. Os valores da
espalhabilidade em fung¢ao dos pesos adicionados, foram determinados em triplicata,

calculando-se a média.
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4.5 AVALIACAO DA EFICACIA ANTIFUNGICA DAS FORMULACOES

4 .51 Curva de Sobrevivéncia

O ensaio de tempo de morte foi realizado para testar o efeito
antifungico das formulagdes desenvolvidas, incluindo a FB, e de Cetoconazol 20 mg/g
(EMS S/A, Hortolandia/SP) como controle, contra M. pachydermatis. O teste foi
realizado seguindo a metodologia descrita por Scandorieiro e colaboradores (2023)
com adaptagdes.

Para analise da atividade antifungica, 500 mg de cada formulagao
foram adicionados a placa de Petri (diametro de 100 mm), e espalhados por toda a
superficie com auxilio de alga de Drigalski até formar uma camada homogénea.
Posteriormente, foi preparado um inéculo de M. pachydermatis, de aproximadamente
1 x 10° UFC/mL em PBS 1%, e uma aliquota de 100 yL dessa suspensé&o foram
inoculados com o auxilio de alga de Drigalski em todas as placas de Petri ja contendo
a formulacao desenvolvida e o antifungico comercial. Em cinco pontos de tempo O h,
30 min, 2 h, 8 h, 24 h e 48 h de tratamento a 37 + 2 °C, as placas de Petri foram
lavadas com 1 mL de PBS para recuperar as leveduras sobreviventes. A suspensao
recuperada foi diluida serialmente em PBS e sub cultivada em agar YPD para

determinacao de UFC/mL. O teste foi realizado em triplicata.

4.5.2 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), a cepa
de M. pachydermatis foi exposta a dois tratamentos diferentes: Frase (controle) e a
formulagdo com melhor agédo antifungica encontrada pela técnica de curva de
sobrevivéncia. A anadlise foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Scandorieiro e colaboradores (2022) com adaptagdes.

A cepa de M. pachydermatis foi cultivada em caldo YPD por 24 h a 37
1 2 °C. Apos esse periodo, a solugao foi centrifugada, o sobrenadante foi retirado e o
pellet com M. pachydermatis foi ressuspenso em 5 mL de caldo YPD e 0,5 g das
formulacdes de tratamento (Frase € formulagdo com ativo), por 24 h a 37 £ 2 °C. As

amostras foram centrifugadas 5 vezes a 5.000 rpm, por 15 min a 25 £+ 2 °C, e
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ressuspensas 5 vezes em PBS para que fossem retiradas todas as particulas
indesejadas da formulagcado nas amostras de analise. O ultimo pellet foi ressuspendido
em solugao fixadora de tampao cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2) contendo 2,5%
(v/v) de glutaraldeido e 2% (v/v) de paraformaldeido.

Posteriormente, 0,20 mL de suspensdes de cada amostra foram
colocadas em laminas de vidro revestidas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich), com
posterior aplicagdo da solucdo fixadora e secagem completa. Apds secagem, as
amostras foram fixadas 3 vezes (3 lavagens de 10 min cada) por imersédo em 1 ml de
tampéao cacodilato de sddio 0,1 M (pH 7,2) contendo 2,5% (v/v) de glutaraldeido e 2%
(v/v) de paraformaldeido. As células pés-fixadas foram desidratadas em gradiente de
etanol (Sigma-Aldrich) (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °GL), secas em ponto critico
usando CO2 (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer), revestidas com ouro (BALTEC
SDC 050 Sputter Coater) e observadas em microscopio eletrénico de varredura (FEI
Quanta 200).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas no ambiente R (R Core Team,
2022). Incialmente, foi realizado o teste de normalidade pelo teste de Shapiro—Wilk.
Apos constatada a normalidade das amostras, foi utilizado analise de varidncia
(ANOVA) de um fator com posterior teste de Tukey com significancia de 5%.

Para analisar a semelhangca de estabilidade entre as amostras,
produzido um dendograma por distancia Euclidiana com base nos resultados de pH e
espalhabilidade através do pacote “Vegan” (Oksanen et al., 2022), sendo previamente
realizada uma analise de correlacdo cofenética que teve resultado de 0.9431169,

indicando a confiabilidade da analise.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA BIOGENICAS

5.1.1 Sintese das bioAgNP

A biossintese das bioAgNP foi realizada pela abordagem “Bottom-up”,
utilizando compostos bioativos presentes no fungo filamentoso Lichtheimia ornata. O
filtrado fungico desses compostos foi preparado em solugéo aquosa e incubado a 28
°C, juntamente com o sal AgNQOs para que ocorresse a reducgao dos ions Ag* em AgP.
A Figura 21 mostra a mudanca de coloragao observada no processo de obtencao das

bioAgNP apds 4 dias de incubacao da suspensao fungica com o sal AgNOs.

Figura 21 — Mudanga de coloragdo observada pela redugdo de Ag* em Ag°,
resultando em formac&o das bioAgNP, utilizando extrato fungico de L. ornata como

agente redutor.

Legenda: (1) Controle: Filtrado fungico sem AgNOs3; (2) bioAgNP: Solugdo em cor marrom escuro apos
4 dias de reacdo com AgNOs, indicando a formagao das bioAgNP.


https://www.google.com/search?sxsrf=AB5stBjrk9fLS-LMV5RlUcqD2uQDbiySYQ:1690144482143&q=Lichtheimia+ornata&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjCo-jr1qWAAxVfiJUCHaDoDsAQkeECKAB6BAgIEAE
https://www.google.com/search?sxsrf=AB5stBjrk9fLS-LMV5RlUcqD2uQDbiySYQ:1690144482143&q=Lichtheimia+ornata&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjCo-jr1qWAAxVfiJUCHaDoDsAQkeECKAB6BAgIEAE
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A mudancga de coloracdo com o passar dos dias, indica a possivel
formacao de nanoparticulas em solugdo coloidal. Portanto, é necessario realizar a
caracterizagdo das bioAgNP para confirmar a presenga de particulas na escala
nanomeétrica.

Roy et al. (2019) e Guilger-Casagrande e Lima (2019) propdem que a
reducdo de ions Ag* para Ag® ocorre pela reagdo dos ions prata com
enzimas/proteinas, aminoacidos, polissacarideos e vitaminas presentes no extrato
fungico. O mecanismo mais aceito é baseado pela presengca da enzima “nitrato
redutase”, a qual converte nitrato (NO3™) em nitrito (NO2™). No processo de conversao
das enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH/ NADPH) em NADP+/NAD+,
o elétron é transferido para o ion prata (Ag*), reduzindo para prata metalica (Ag®). As
enzimas NADH e nitrato redutase sdo consideradas as mais importantes na sintese
biogénica de nanoparticulas metalicas.

Duran e colaboradores (2005) sintetizaram bioAgNP a partir do fungo
filamento Fusarium oxysporum, e sugeriram que a redugdo dos ions prata ocorreu
pela acdo da enzima redutase e das antraquinonas (quinonas oxidantes e
eletrofilicas). Em um estudo de Kumar et al. (2007), enzimas nitrato redutase
dependentes de NADH e quinonas, também foram responsaveis pela formacao de

nanoparticulas.

5.1.2 Caracterizagao das bioAgNP

5.1.2.1 Deteccao por espectrofotometria no UV-Vis

Apos a ocorréncia de reducéo, o filtrado muda de cor, passando de
amarelo claro para marrom escuro. Essa mudanca de coloracido ocorre quando o
tamanho das particulas aumenta, ou seja, quando ocorre a jungdo de unidades
menores (blocos de construcdo de atomos, moléculas) em estruturas maiores
(agregados nanométricos). As variacoes de cores sado devidas a ressonancia
plasmbnica de superficie (RPS), uma excitagdo coletiva dos elétrons, que ao
interagirem com os fétons de luz incidentes, promove sua transicéo para um estado

de maior energia. A RPS reflete na alteragdo das propriedades 6pticas do material
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que se encontra na regiao visivel do espectro eletromagnético, e determina o
comprimento de onda que absorve sua prépria cor (Noah, 2018; Guilger-Casagrande;
Lima, 2019; Morandi, 2023).

Na detecgdo por espectrofotometria no UV-vis, a absorbancia do
metal prata ocorre na faixa de 400 - 450 nm, confirmando a reducgdo de Ag* a Ag°
metalico. Pico de absorbancia em comprimento de onda maior, indica a presenca de
nanoparticulas maiores (Elamawi et al., 2018; Noah, 2018). A variagdo de tamanho
depende de parametros de sintese, bem como espécie de fungo, temperatura, pH e
meio de dispersao (Khandel; Shahi, 2018; Lee; Jun, 2019).

Em relagcdo aos resultados obtidos neste trabalho, as bioAgNP
sintetizadas a partir de extrato fungico de L. ornata, obtiveram um pico de absorgéo
em 410 nm por espectrofotometria no UV-Vis (Figura 22). O comprimento de onda
encontrado para as bioAgNP esta proximo ao valor encontrado nos estudos dos
autores Bocate et al. (2019) e Scandorieiro et al. (2023), que também sintetizaram

bioAgNP por extrato fungico, sendo de 445 nm e 420 nm, respectivamente.

Figura 22 - Grafico de deteccao por espectrofotometria no UV-Vis das bioAgNP
sintetizadas por L. ornata. O pico de absorbancia em 410 nm indica a obtencéo de
bioAgNP.
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5.1.2.2 Espalhamento dindmico da luz (DLS) e potencial zeta

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) foi utilizada para
medir o didmetro das bioAgNP, considerando a distribuigdo de tamanho da particula
em funcado da intensidade, area, volume e quantidade. O tamanho das bioAgNP foi
medido através do equipamento ZetaSizer Nano-ZS (Mendes et al., 2014).

Pelo DLS é possivel observar o padrao de flutuagbes da intensidade
da luz espalhada por um determinado angulo e um volume fixo iluminado, a fim de
identificar o tamanho das particulas da solugcédo e seu indice de polidispersividade
(IPD). O IPD determina o grau de uniformidade de uma distribuicdo de tamanho de
particulas, podendo variar de 0 a 1. O IPD é um numero calculado em que valores
inferiores a 0,05 indicam que as particulas s&o monodispersivas, ou seja, apresentam
uniformidade de tamanho. Quanto menor o IPD, mais monodisperso, e
consequentemente, mais homogéneas sao as nanoparticulas sintetizadas (Reis,
2019; Garcia et al., 2021).

O Potencial Zeta (¢) ou potencial de superficie, € um termo utilizado
em coloides e fisico-quimica para se referir ao potencial elétrico existente na superficie
de uma particula suspensa em um liquido. Neste cenario em que uma particula
coloidal esta suspensa em meio liquido, existe uma diferenca de potencial elétrico
entre a superficie da particula e o liquido circundante, ocasionada pela adsor¢ao de
ions na superficie dessa particula. O potencial { mede a diferenga de potencial elétrico
entre a superficie da particula e o liquido circundante. Com isso, o potencial { avalia
a estabilidade da suspensao coloidal mensurando a carga superficial dessas
particulas, correlacionando a repulsao eletrostatica entre as NPs e a estabilidade de
sistemas coloidais. Valores de potencial { elevados mostram que as particulas se
repelirdo, a fim de evitar aglomeragéo para manter uma suspensao estavel (Garcia et
al., 2021; Oliveira, 2023).

NPs sao consideradas estaveis com potencial { menor que -30 mV ou
maior que +30 mV; na faixa de +100 mV a -100 mV, e valores maiores que +25 mV
ou menores que -25 mV, indicando alto grau de estabilidade. Algumas diretrizes
calssifam a faixa de -20 mV a +30 mV como moderadamente estaveis (Bhattacharjee,
2016; Reis, 2019; Shnoudeh et al., 2019; Garcia et al., 2021).

A analise de dados por DLS, mostrou que o tamanho médio das
bioAgNP sintetizadas neste trabalho foi de 29,93 nm, IPD de 0,338 e potencial ¢ de
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-9,95 mV. Foram sintetizadas bioAgNP em escala nanométrica (1 — 100 nm) e com
IPD superior a 0,05. O resultado obtido pelo IPD suplementa com a as analises
evidenciadas por produgdo em sistemas biolégicos de alta polidispersidade (Reis,
2019).

No estudo realizado por Reis (2019), em que o autor sintetizou nove
nanoparticulas de prata pela cepa de L. ornata produzidas com diferentes meios de
cultura, os resultados obtidos por DLS foram de 53,60, 54,77, 56,84, 70,49, 93,05,
102,30, 101,08, 121,57 e 175,40 nm. No mesmo estudo, os IPDs das bioAgNP
variaram de 0,24 a 0,49, e os potenciais { de -11,2 a -23,7 mV. As bioAgNP
sintetizadas por Reis (2019) apresentaram variagdes de tamanhos e alta
polidispersividade, evidenciando a variacdo de resultados que podem ocorrer pela

sintese biolégica de NPs.

5.1.2.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada fourier (FTIR)

Analises por espectroscopia de FTIR séo realizadas para identificar e
classificar provaveis biomoléculas (grupos funcionais) ligadas a superficie das NPs,
responsaveis pela sintese e estabilidade. Os grupos funcionais existentes na
superficie das NPs sdo identificados a partir das ligagbes quimicas entre os atomos,
de modo que cada ligagdo apresenta um comprimento de onda especifico. A
identificacdo dos grupos funcionais ocorre por meio de vibragdes, apds absorverem o
comprimento de onda na faixa de 4000 - 400 cm-' (Noah, 2018; Shnoudeh et al., 2019;
Kumar; Prasad, 2021).

A Figura 23 demonstra o grafico obtido pela técnica de FTIR para a
sintese de bioAgNP deste trabalho. Observa-se a presenca de bandas nos
comprimentos de onda 3456, 2357 e 1643 cm™ na sintese de bioAgNP. A faixa em
3456 cm' representa o grupamento hidroxila (O-H); a banda em 2357 cm! indica a
presenca de didxido de carbono (O=C=0); e em 1643 cm', os ligamentos alceno
(C=C), carboxila de amida (C=0) e imina (C=N) (Sigma Aldrich, 2023). Por se tratar
de analises qualitativas, ndo é possivel determinar a quantidade exata de proteinas
presentes na amostra pelas analises de espectroscopia de FTIR (Reis, 2019).

Segundo estudos de Noah (2018), numerosos extratos organicos de

sinteses de NPs biogénicas de prata e ouro, os grupos funcionais aminas e carboxilato
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foram identificados e propostos como possiveis agentes redutores organicos ou
agentes de cobertura (estabilidade) destas NPs.

Figura 23 - Espectroscopia por FTIR das bioAgNP sintetizadas a partir de L. ornata.
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Legenda: As bandas em 3456 cm', 2357 cm-' e 1643 cm-', indicam a presenca de grupamento hidroxila

(O-H), diéxido de carbono (O=C=0) e ligamentos alceno (C=C), amida (C=0) e imina (C=N),
respectivamente.

5.1.2.4 Fluorescéncia de raios X por dispersao em energia (EDXRF)

A técnica de EDXREF é utilizada para detectar os elementos quimicos
presentes na amostra, pelo fornecimento de espectros com picos relacionados aos
elementos de analise e pelo mapeamento da sua distribuicdo. Dessa forma, é possivel
confirmar a obtencao de nanoparticulas metalicas (Shnoudeh et al., 2019).

Os resultados de EDXRF (Figura 24) sao obtidos por uma regressao
linear simples resultante da correlagado da intensidade (cps/pA) e concentragéo dos

padrées AgNOs (mM) com as amostras (bioAgNP). Para a caracterizagdo das
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bioAgNP, foi extraida a equacédo da reta y = 1,3964x - 4,0884 obtendo valor de
concentragao de 4,65 mM (502,2 ug/mL).

Figura 24 - Curva padrdo determinada com solu¢des de AgNO3 (mM) (padr&o) para
determinar a concentragdo das bioAgNP. A correlagdo das solugbes padréo e a
amostra contendo bioAgNP, resulta em uma reta pelo método de regressao linear que

determinou a concentracao das bioAgNP em 4,65 mM.
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Os coeficientes de determinacdo (R?) variaram entre 0,98 e 0,99,
indicando que mais de 98% da variabilidade dos dados pode ser explicada pelo
modelo. Valores de R? altos, proximos de 1 como os encontrados, indica que a
regressao linear foi eficiente para determinar a concentragéo das bioAgNP a partir da

intensidade e concentragao das solugdes padronizadas.

5.2 AVALIACAO DA EFICACIA ANTIFUNGICA DOS ANTIMICROBIANOS

5.2.1 Efeito Antifungico dos Ativos Individuais pelo Ensaio de Disco-difusao

Os ativos antifungicos de estudo, OEO, OEM e bioAgNP, foram
avaliados individualmente pelo ensaio de disco-difusdo, e os resultados estao

representados na Figura 25. Os discos foram dispostos sobre a placa ap6s semar a
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levedura M. pachydermatis, e entao, 10 yL dos ativos puros (sem diluicdo) foram

aplicados sobre os discos.

Figura 25 — Resultados visuais da inibicdo de crescimento do contato dos ativos

antifungicos individuais com a cepa de M. pachydermatis.

it TP

Legenda: A) Disco com 10 pL de OEO: Oleo essencial de O. vulgare com densidade entre 0,935 —
0,970 g/cm3; B) Disco com 10 pL de OEM: Oleo essencial de M. alternifolia com densidade entre 0,885
— 0,906 g/cm3; C) Disco com 10 pL de bioAgNP: Nanoparticulas de prata biogénicas na concentragao
de 502,2 pg/mL.

De acordo com a Figura 25, os ativos que tiveram acao antifungica
contra M. pachydermatis foram OEO e OEM, com médias de didmetros da zona de
inibicdo de 53 + 3,5 mm e 10 £ 0,0 mm, respectivamente. Bismark e colaboradores
(2019), avaliaram a atividade antifungica dos OEs de O. vulgare e M. alternifolia contra
M. pachydermatis. Os autores obtiveram os seguintes didmetros de zona de inibi¢ao:
21 - >40 mm para o OE de orégano; 6 — 17,5 mm para o OE de melaleuca.

O ensaio de disco-difusao avalia o efeito antifungico qualitativamente
pela zona de inibigdo no agar contendo meio de cultivo. A agéo antifungica dos OEs,
esta diretamente relacionada a composicédo dos mesmos (Debiagi et al., 2020). Os
o0leos OEO e OEM sao compostos volateis de composigdo especifica. OEO é
composto majoritariamente pelo monoterpeno fendlico carvacrol (72%), e OEM pelos
monoterpenos terpineno-4-ol (41%) e y-terpineno (21%) (Dewick, 2022; Ferquima,
2023). Dessa forma, € possivel observar a diferenga de agao antifungica entre os OEs
de O. wulgare e M. alternifolia, de modo que OEO apresentou maior controle efetivo
contra M. pachydermatis quando comparado com OEM.

Ja para as bioAgNP, nao foi detectada a inibigdo de crescimento de
M. pachydermatis pelo ensaio de disco-difusdo, porém a agao antifungica das

bioAgNP ja é comprovada pela literatura. Fonseca et al. (2022), avaliou a



74

suscetibilidade de bioAgNP contra vinte espécies de Candida spp. isoladas da
cavidade oral, e quinze espécies apresentaram efeito fungistatico. As bioAgNP séao
amplamente utilizadas principalmente em formulagdes de uso topico para tratamento
de dermatite atdpica, formulacdo de antimicrobianos com atividade antifungica,
antibacteriana, antiviral (Valente et al., 2020).

De acordo com Araujo (2019), as placas contendo agar nao
apresentam quantidades significativas de agua para que haja a difusdo do agente
ativo no meio, consequentemente, gera menores halos de inibicdo para prata.
Portanto, testes mais sensiveis como CIM e CFM foram realizados, a fim de obter

resultados mais precisos de acao antifungica dos ativos escolhidos.

5.2.2 Determinagao de CIM e CFM dos Antimicrobianos Individualmente

Os valores médios obtidos para CIM e CFM dos ativos individuais

(OEO, OEM e bioAgNP) contra M. pachydermatis estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Valor médio da concentragao inibitéria minima (CIM) e fungicida minima
(CFM) dos ativos individuais (OEO, OEM e bioAgNP) contra M. pachydermatis.

Teste Bioativos Antimicrobianos
OEO OEM bioAgNP
(mg/mL) (mg/mL) (ng/mL)
CIM 0,625 +0,0 5,0+0,11 1,96 £ 0,0
CFM 1,25+ 0,0 5,0+0,11 1,96 £ 0,0

Legenda: OEO: Oleo essencial de O. vulgare; OEM: Oleo essencial de M. alternifolia; bioAgNP:
Nanoparticulas de prata biogénicas.

Santin e colaboradores (2014), avaliaram a CIM e CFM para 42
isolados de M. pachydermatis e encontraram valores que variaram de <0,87 a 7
mg/mL para OEO. Ebani e colaboradores (2020), encontraram CIMs que variaram de
0,29 a 0,58 mg/mL para OEO contra M. pachydermatis. As faixas de CIM e CFM estéo
préximas ou dentro do valor obtido para OEO (0,625 mg/mL e 1,25 mg/mL) neste

estudo, comprovando assim, a eficacia do ensaio desenvolvido.
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Para OEM, o valor de CIM e CFM foi de 5,0 mg/mL, ou 0,5 %(v/v),
valor dentro de faixas obtidas pela literatura de Carson, Hammer e Riley (2006), com
CIM de 0,16 a 0,5 %(v/v) e CFM de 0,06 a 0,5 %(v/v) para OEM contra espécies de
Malassezia spp.

Por fim, a CIM e CFM para bioAgNP foi de 1,93 pg/mL, valor préximo
a CIM encontrada por Morandi (2023), que foi de 1 pyg/mL para M. pachydermatis.

5.2.3 Interagéo Antifungica dos Antimicrobianos em Combinacdes Binarias

O teste de interagao dos ativos em combinagdes binarias foi realizado
por meio da microdiluicdo em caldo, assim como o de CIM, e os resultados obtidos

estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Concentracdo Inibitéria Minima em combinagao (ClIMcombinagao), indice de
Concentragao Inibitéria Fracionada (ICIF) e interacdo dos ativos OEO, OEM e

bioAgNP, observados pelo ensaio de combinagao (Checkerboard).

Combinagdes Checkerboard

ClMcombinagéo

(mg/mL) CIF ICIF Interagao
OEO 0,3 0,48
0,98 Aditismo
OEM 2,5 0,5
OEO 0,3 0,48
0,48 Sinergismo
0,0035 ’
bioAgNP ’ 0,0017
| (ug/mL)
OEM 2,5 0,5
0,99 Aditismo
0,979 ’
bioAgNP ’ 0,49
| (hg/mL)

Legenda: OEO: Oleo essencial de O. vulgare; OEM: Oleo essencial de M. alternifolia; bioAgNP:
Nanoparticulas de prata biogénicas; ClMcombinagao: Concentragdo Inibitéria Minima dos ativos em
combinagédo; CIF: Concentragao Inibitéria Fracionada; ICIF < 0,5 indica sinergismo entre os compostos,
0,5 < ICIF = 1 indica aditismo, 1 < ICIF < 4 indica antagonismo.
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Esse ensaio é importante para avaliar a eficacia antifungica dos
componentes OEO, OEM e bioAgNP em combinagao, a fim de entender o efeito que
cada um apresenta em relagdo ao outro, principalmente dentro das formulagdes. O
ensaio de combinacédo avalia as combinag¢des dos agentes antimicrobianos contra
organismos em diluicbes seriadas duplas, a concentracdo de cada farmaco
isoladamente e em combinagdo. A natureza da interagdo entre os dois
antimicrobianos é entdo determinada por sinergismo, aditismo ou indiferenca (Bellio
etal., 2021).

A partir dos resultados obtidos, é possivel determinar a concentragao
inibitoria fracionada (CIF) e entdo, encontrar o indice de concentracdo inibitoria
fracionada (ICIF) e assim determinar a interagdo entre os compostos (Oliveira et al.,
2021).

Os resultados de interagao obtidos entre as combinacgdes testadas
dos bioativos OEO x OEM; bioAgNP x OEO; bioAgNP x OEM foram de aditismo e
sinergismo, conforme descrito na Tabela 5. As combinacdes entre OEO x OEM, e
OEM x bioAgNP resultaram em interacdes de aditismo com ICIF de 0,98 e 0,99,
respectivamente. Para a combinacao OEO x bioAgNP, a interacao foi de sinergismo
com ICIF de 0,48.

O efeito sinérgico ocorre quando o efeito combinado é maior do que
a soma dos efeitos das duas substancias separadas, ou seja, os compostos em
combinagao intensificam a atividade inibitoria. Quando o efeito combinado € igual a
soma dos efeitos das substancias individuais, as interagdes entre os antimicrobianos
sdo aditivas. Em interagbes aditivas, a combinagdo nao apresenta aumento na
atividade inibitéria ou um leve aumento devido ao efeito aditivo de ambos compostos
combinados. Ja quando o efeito combinado € menor que a soma das substancias
individuais, € determinado antagonismo, diminuindo a atividade inibitéria dos

compostos (Oliveira et al., 2021).

Dessa forma, os resultados do ensaio de combinagdes apresentaram-
se de acordo com as especificacdes para o teste, e foram encontradas interagdes

desejaveis (sinergismo e aditismo) para a continuagao do estudo.



7

5.3 CARACTERIZACAO FARMACOTECNICA DAS FORMULACOES

5.3.1 Teste de Pré-estabilidade, Ensaios Organolépticos e Fisico-quimicos

5.3.1.1 Teste de centrifugagao

A centrifugagdo objetiva submeter a amostra a uma condigdo de
estresse, simulando um aumento na for¢a da gravidade por conta da alta rotagao a
que a amostra é submetida; logo, este teste permite antecipar instabilidades que
possam futuramente sobrevir ao produto, manifestadas na forma de sedimentacéo,
separacao de fases ou coalescéncia (Brasil, 2007).

Da realizagado da analise visual ao fim do procedimento, observou-se
que tanto as formulagdes quanto o controle mantiveram um aspecto homogéneo,
ausente de quaisquer indicios de separagao de fases ou precipitacio, isto é, todas
elas atestaram estabilidade e estdo aptas a serem submetidas as caracterizagdes

subsequentes.

5.3.1.2 Caracteristicas organolépticas

Quanto as caracteristicas organolépticas (Figura 26) da formulagao
controle (Frase), foi possivel observar que esta apresentou-se sob a forma de um gel-
creme homogéneo de coloracdo branca. Ja as formulagbes contendo bioAgNP
(Fbioaghp, FoEM:bioaghP, FoOEO;bioAgNP € FoEM;bioaghP;0EO0) € OEO (Foeo) diferiram de Foase
em relagado a cor e ao odor, sendo Frioaghp, FoEM;bioAgNP, FOEO:bioAgNP € FOEM:bioAgNP COM
coloragao caramelo devido a presencga da bioAgNP, e Foeo levemente amarelada por
conta do OEO. As formulagdes Foewm, Foeo, Foem;bioaghp, FOEO;bioAgNP € FOEM;bioAgNP;OEO,
apresentaram cheiro caracteristico dos referidos o6leos. Todas as formulagdes
mantiveram o aspecto homogéneo do controle conforme pode ser observado na
Tabela 5.
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Figura 26 — Avaliacido organoléptica das formulagdes desenvolvidas em triplicata.

Legenda: A) Frase: Formulagéo base; B) Foem: Formulagdo com OEM 3%; C) Frioagne: Formulagdo com
bioAgNP 3%; D) Foeo: Formulagdo com OEO 2%; E) Foempioagne: Formulagdo com OEM 1,5% e
bioAgNP 1,5%; F) Foeospioagne: Formulagao com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; G) Foem:oeo: Formulagéo
com OEO 1,0% e OEM 1,5%; H) Foembioagnr;oe0: Formulagdo com OEM 1,0%, OEO 0,67%, bioAgNP
1,0%.

Tabela 5 — Caracteristicas organolépticas e propriedades fisico-quimicas observadas

apods 24 h de manipulacao das formulacdes desenvolvidas.

Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas

Densidade
Formulagdo Centrifuga Cor Odor Aspecto pH
(g/cm3)
Viscoso e 6,3 10
Foase SSF Branco Carac. Foase
homogéneo + 0,003 + 0,003
Viscoso e 59 10
Foem SSF Branco Carac.OEM
homogéneo + 0,08 + 0,002
Viscoso e 5,6 10
FbioagnP SSF Caramelo  Carac. Foase
homogéneo +0,1 + 0,002
Viscoso e 55 10
Foeo SSF Branco Carac. OEO
homogéneo + 0,04 + 0,002
Viscoso e 5,3 10
F oEm;bioAgNP SSF Bege Carac. OEM
homogéneo + 0,03 + 0,002
Viscoso e 5,3 10
FoEeo;bioAgnP SSF Bege Carac. OEO
homogéneo 0,07 1+ 0,003
Carac. Viscoso e 5,2 10
Foem;oeo SSF Branco
OEM e OEO homogéneo + 0,02 + 0,004
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Carac. Viscoso e 5,2 10
OEM e OEO homogéneo + 0,03 + 0,01

Legenda: SSF: Sem separagcdo de fase; Carac. Fpase: Caracteristico da Frase; Carac. OEM:
Caracteristico de M. alternifolia; Carac. OEOQO: Caracteristico de O. vulgare; Carac. OEO e OEM:
Caracteristico de O. vulgare e M. alternifolia; Frase: Formulagao base; Foem: Formulagao com OEM 3%;
Frioagnp: Formulagdo com bioAgNP 3%; Foeo: Formulagdo com OEQO 2%; Foem;bioagne: Formulagdo com
OEM 1,5% e bioAgNP 1,5%; Foeopioagne: Formulagdo com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; Foem;oko:
Formulagdo com OEO 1,0% e OEM 1,5%; Foempioagnr;0e0: Formulagdo com OEM 1,0%, OEO 0,67%,
bioAgNP 1,0%.

F 0EM;bioAgNP;0EM SSF Bege

De acordo com a Tabela 5, todas as formulagdes permaneceram
estaveis apds o teste de centrifuga, ou seja, ndo houve separagéo de fases, além do
pH permanecer na faixa de 5,0 a 6,5, e densidade de 10 g/cm?.

O aspecto sensorial de um produto representa um parametro de
avaliacao de qualidade, implicando diretamente em sua aceitacdo pelo consumidor.
As diferencgas sensoriais observadas em diversos cosméticos sdo decorrentes do tipo
de formulagcdo, bem como de seus constituintes e embalagem usada para seu
acondicionamento (Vieira, 2015). Sendo assim, como o produto em questdo sera
utilizado com fim terapéutico, ao invés de estético, ndo ha necessidade de adicionar

pigmento a formulagao.

5.3.1.3 Avaliagao da estabilidade preliminar, ensaios organolépticos e fisico-quimicos

O estudo da estabilidade preliminar também visa a antecipacao de
futuras instabilidades, porém o faz por meio da submissdo da amostra a condicbes
extremas de temperatura, orientando a selecao daquelas mais aptas a formulagao
final do produto (Brasil, 2004).

Da observacao das amostras ao fim do estudo (Figura 27) constatou-
se que Foempioagnp;0EO apresentou alteracdo de cor. As formulacdes Foewm, Fbioagnp,
Foeo, Foem;bioagNP, FoEO;bioAgNP € FoEM;0EO S€ mantiveram homogéneas, com a mesma
coloracao e sem quaisquer sinais de separacao de fases ou precipitacado, atestando
assim a estabilidade delas mesmo frente ao estresse a que foram submetidas,
conforme a Figura 27.

O pH de cada formulacédo encontra-se listado na Tabela 5, cujos
valores mostraram-se proximos entre si e compativeis com o valor observado para a
pele, que é de aproximadamente 5,0 (Murdan; Milcovich; Goriparthi, 2011), e com a
faixa de pH entre 5,0 e 6,5 aceita para o desenvolvimento das formulacdes.
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A anadlise da densidade foi embasada na relacdo entre as
densidades do analito e da agua a temperatura de 20 °C (Brasil, 2008). Realizada a
determinacdo, os valores obtidos estdo listados na Tabela 6. Sabendo-se que a
densidade ¢ influenciada pela composi¢cao da amostra e que as formulagcdes possuem
a mesma base, diferenciando apenas dos ativos, verifica-se que tais ativos néo

influenciaram na densidade.

Figura 27 - Avaliagédo organoléptica das formulagdes apos os 15 dias de avaliagao da

estabilidade preliminar.

T, temperatura ambiente

Fpase Foem Frioagne Foeo

Foem;bioagne Foeo:bioagnp Foemoeo Foembioagnp:oe0

T,5 estresse térmico

Foioagne

Legenda: Frase: Formulagao base; Foem: Formulagdo com OEM 3%; Frioagne: Formulagdo com bioAgNP
3%; Foeo: Formulagdo com OEO 2%; Foempioagne: Formulagdo com OEM 1,5% e bioAgNP 1,5%;
Foeo;pioagnp: Formulagdo com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; Foem;oeo: Formulagdo com OEO 1,0% e OEM
1,5%; Foempioagnr;oe0: Formulagdo com OEM 1,0%, OEO 0,67%, bioAgNP 1,0%.

Tabela 6 — Estabilidade preliminar das formulagcbées, onde foram analisados os
parametros de cor, odor, aspecto, pH e densidade, apdés 15 dias em temperatura

ambiente e 15 dias sob ciclo estresse térmico.

Temperatura ambiente - T15 dias

Foase Foem Foioag\e  Foeo  Foem;bioagne  Foeo;bioagne Foem;oeo Foem:bioAgnP;0EO
Cor N N N N N N N LM
Odor N N N N N N N N
Aspecto N N N N N N N N
oH 53 53 54 53 5,1 5,05 5,04 5,05
+0,02 +0,03 0,04 0,10 + 0,04 + 0,04 + 0,05 + 0,02
Densidade 10 10 10 10 10 10 10 10
(g/cm3) |+0,002 +0,002 +0,002 +0,005 +0,001 0,004 £0,002 + 0,003
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Estresse térmico - T15 dias

Foase Foem Foioag\e  Foeo  Foem;bioagne  Foeo;bioagne Foem;oeo FoeEm:bioAgNP;0EO
Cor N N N N N N N M
Odor N N N N N N N N
Aspecto N N N N N N N N
oH 5,2 5,2 5,2 51 51 51 5,2 51
+0,04 +0,06 0,09 0,006 + 0,07 + 0,04 + 0,05 + 0,01

Densidade | 9,95 10 10 10 10 10 10 10

(g/cm3) |+0,001 +£0,002 +0,001 +0,01 10,001 1 0,005 1 0,01 1 0,006

Legenda: N = Normal; M = Modificado; Frase: Formulagdo base; Foem: Formulagdo com OEM 3%;
Fbioagnp: Formulagdo com bioAgNP 3%; Foeo: Formulagdo com OEO 2%; Foembioagne: Formulagao com
OEM 1,5% e bioAgNP 1,5%; Foeo;pioagne: Formulagdo com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; Foem;oko:
Formulagao com OEO 1,0% e OEM 1,5%; Foem;pioagnp;0e0: Formulagdo com OEM 1,0%, OEO 0,67%,
bioAgNP 1,0%.

5.3.1.4 Determinacgao da espalhabilidade

A avaliacao da espalhabilidade das emulsdes ocorreu por meio do
meétodo de placas paralelas e o ensaio foi realizado em triplicata.

A espalhabilidade das formulagdes foi determinada nos tempos
zero e 15 dias apos o estresse térmico, a fim de avaliar as caracteristicas de
estabilidade das formulagbes em relagdo a viscosidade. A Figura 28 demonstra as
mudancgas ocorridas nas formulacdes comparadas com o tempo zero.

De acordo com a Figura 28, apdés 15 dias sofrendo estresse
térmico, as formulagdes Foem, Foeo, Foem:bioaghp, FoEO;bioAgNP € FOEO:0EM @apresentaram-
se menos viscosas do que no tempo zero. Os resultados de espalhabilidade obtidos
apds T1s dias para estas formulages foram de: 908,0 mm? para Foem; 892,0 mm? para
Foeo; 943,6 mm? para Foem:bioaghP; 943,6 mm? Foeo;pioaghe; 980,5 mm? Foeo;0em.

Em T1s, as formulagdes contendo os ativos aparentaram menor
espalhabilidade em relagdo a Fnase com espalhabilidade de 1475,3 mm?. Das
formulacbes com ativos, Fuioaghe apresentou a melhor espalhabilidade quando
comparado a base, com valor de espalhabilidade de 1298,4 mm? (p < 0,05), além de
ser a unica formulacdo a apresentar diferenga significativa em termos de

espalhabilidade pela ANOVA com posterior teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 28 — Espalhabilidade das formula¢des no tempo zero (To) e apds 15 dias no

ciclo por estresse térmico (T15). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p <

0.05) pelo teste Tukey.
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Legenda: Frase: Formulagéo base; Foem: Formulagdo com OEM 3%; Foioagne: Formulagdo com bioAgNP
3%; Foeo: Formulacdo com OEO 2%; Foempioagne: Formulagdo com OEM 1,5% e bioAgNP 1,5%;
Foeo;pioagnp: Formulagdo com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; Foem;oeo: Formulagdo com OEO 1,0% e OEM
1,5%; Foem;bioagnp;oe0: Formulagdo com OEM 1,0%, OEO 0,67%, bioAgNP 1,0%.

Para analisar a semelhanca de estabilidade entre as amostras, foi
produzido um dendograma por distancia Euclidiana com base nos resultados de pH e
espalhabilidade através do pacote “Vegan” (OKSANEN et al., 2022). O dendograma
€ uma representagao esquematica, ou um diagrama, que permite observar o nivel de
similaridade por grupamentos formados (clusters). O nivel de similaridade (ou
distancia) € medido ao longo do eixo vertical, em fung¢ao das diferentes observagdes

listadas ao longo do eixo horizontal (Minitab, 2023).
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Figura 29 - Dendograma por distancia Euclidiana das propriedades (pH e
espalhabilidade) das formulagdes. As cores indicam os grupos (clusters) que foram

formados de acordo com o nivel de similaridade.
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Legenda: Frase: Formulagéo base; Foem: Formulagdo com OEM 3%; Frioagne: Formulagdo com bioAgNP
3%; Foeo: Formulagdo com OEO 2%; Foempioagne: Formulagdo com OEM 1,5% e bioAgNP 1,5%;
Foeo;pioagnp: Formulagdo com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; Foem;oeo: Formulagdo com OEO 1,0% e OEM
1,5%; Foempioagnr;oe0: Formulagdo com OEM 1,0%, OEQO 0,67%, bioAgNP 1,0%.

Foram formados 3 clusters principais (Figura 29): O primeiro com a
formulagéo base (Frase) € a formulagdo com bioAgNP 3% (Fbioagne), 0 segundo com
as formulagdes com OEM 3% e OEO 2% (Foem e Foeo), € o terceiro com as demais
formulagdes (Foem:bioaghp, FoEO;bioAgNP, FOEM:0EO © FOEM;bioAgNP;0EO). D€ acordo com
essa analise, é possivel observar que a formulacdo Fuioagne € @ formulagcdo mais
préoxima da Frase (cluster de cor preto), e que ambas se diferem das demais em relagao
aos parametros de pH e espalhabilidade. A provavel hipotese de similaridade entre
Fbase € Fbioagnp Seja para a caracteristica hidrofilica das bioAgNP, tendo em vista que
o sistema de emulsao é O/A. O segundo cluster formado foi o de cor amarelo, o qual

indica a similaridade das formulagdes Foem € Foeo, provavelmente pela similaridade
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de compostos, ou seja, dois 6leos essenciais. Por fim, o cluster em cor azul mostra a
similaridade das formulagdes Foem:bioaghP, FOEO;bioAgNP, FOEM:0EO € FoEM:bioAgNP;OEO, QUE

sao as formulagdes dos ativos em combinacgao.

5.4 AVALIACAO DA EFICACIA ANTIFUNGICA DAS FORMULACOES

Para os testes de avaliagdo da eficacia antifungica das formulagdes,
todas as formulagdes testadas (Foase, FoEM, Fbioaghp, FoEO, FOEM;bioAgNP, FOEO:bioAgNP €
Foem;oeo0) foram manipuladas sem conservante, a fim de evitar a interferéncia da agéao

do conservante nos testes in vitro.

5.4 .1 Curva de Sobrevivéncia

O ensaio da curva de sobrevivéncia, foi realizado para avaliar o efeito
antifungico de sete formulagdes desenvolvidas (Foase, Foem, Fbioagnp, FoEo, FoEM;bioAgNP,
Foeo;bioaghP € Foem;0e0) € do Cetoconazol 20 mg/g (EMS S/A, Hortolandia/SP), contra
a cepa de M. pachydermatis.

A curva de sobrevivéncia, foi realizada de acordo com Scandorireiro
et al. (2023) com adaptagdes, em que as formulagcdes desenvolvidas e o Cetoconazol
entraram em contato com M. pachydermatis por 48 h. Foi realizada a recuperacéo das
células fungicas viaveis e subcultivo para quantificagédo nos tempos 0, 30 min, 2 h, 8
h, 24 h e 48 h. Os resultados do teste de curva de sobrevivéncia, estdo descritos na
Figura 30.

Nao houve diferenca significativa em termos de unidades formadoras
de colbnias (UFC/mL) para a Foase, Foeo, Foem pela ANOVA com posterior teste de
Tukey (p > 0.05). Para Foem;oeo ocorreu diferenga significativa apds 24 h, enquanto
que para Foeo;bioaghP OCOrreu apos 2 h, para o cetoconazol apds 8 h e para Fuioagne €
Foem:bioaghp, apos 0.5 h (p < 0.05). De acordo com o ensaio de curva de sobrevivéncia,
Foiaghe 3% apresentou atividade antifungica contra M. pachydermatis.
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Figura 30 - Curva de sobrevivéncia da cepa M. pachydermatis, exposta as
formulagbes desenvolvidas (Fvase, Foem, Fbioaghp, FoEo, FoEM:bioAgNP, FOEO;bioAgNP €

Foem;0E0) € ao cetoconazol comercial.

—A— FbioAgNP
FOEO
FOEM;bioAgNP
FOEQO;bioAgNP

—p— FOEM;OEQO
Cetoconazol

0 0.5 2 8 24 48
Tempo (h)
Legenda: Frase: Formulagéo base; Foem: Formulagdo com OEM 3%; Frioagne: Formulagdo com bioAgNP
3%; Foeo: Formulagdo com OEO 2%; Foempioagne: Formulagdo com OEM 1,5% e bioAgNP 1,5%;

Foeo;pioagnp: Formulagdo com bioAgNP 1,5% e OEO 1,0%; Foem;oeo: Formulagdo com OEO 1,0% e OEM
1,5%; Cetoconazol 20 mg/g.

Na curva de sobrevivéncia (Figura 30), a formulagdo Fbioagne € 0
cetoconazol reduziram a populagcado de M. pachydermatis em aproximadamente 4 log
UFC/mL (p < 0,05) apds aproximadante 8 h e 24 h de tratamento, respectivamente.
As colbnias de M. pachydermatis sobreviveram ao tratamento com as formulagbes
Foeo e Foem (p > 0,05), assim como a Fuase (formulagdo sem ativos antifungicos) (p >
0,05), e nédo reduziram a populacdo de M. pachydermatis. Foem;oeo apresentou
diferenga significativa em relagao a sobrevivéncia leveduriforme apds 24 h, porém
ocorreu uma redugao da populagado em aproximadamente 0,5 log UFC/mL (p < 0,05)
em comparacdo com Foeo, indicando também a viabilidades das células de M.
pachydermatis. Para as formulagdes Foembioaghe € Foeo;pioagnp, houve redugdo da
populacao leveduriforme apds 0,5 h e 2 h (p < 0,05) de tratamento, respectivamente.
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No entanto, em 48 h a populagdo de M. pachydermatis foi reduzida somente em
aproximadamente 1,5 log (p < 0,05).

De acordo com os resultados obtidos de UFC/mL em relacdo ao
tempo, a formulagdo Fuioagne 3% apresentou eficacia antifungica contra M.
pachydermatis (p < 0,05) assim como o cetoconazol 20mg/mL (controle). Fricaghpe pode
ser considerada como potencial alternativa terapéutica antifungica no tratamento da
Pitiriase versicolor. O carater hidrofilico das bioAgNP e o sistema de emulsdo O/A,
possivelmente facilitaram com que as bioAgNP permeassem as células de M.
pachydermatis com mais facilidade do que os 6leos essenciais, e entao, ocorresse a

apoptose celular.

5.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 31 (A1 a C2), esta representada por micrografias eletrénicas
de varredura do efeito das formulagdes Frase (controle) e Fuioagne 3% contra M.
pachydermatis. A amostra leveduriforme tratada com Fpase, mostrou tamanho tipico e
células em forma de blastoconideos ovais (Figura 31 A2) com formagao de colarete
(seta branca). A imagem em maior ampliagdo (Figura 31 A2) mostra a superficie
intacta de M. pachydermatis. As células tratadas com Fuioagne 3%, foram danificadas
(saliéncias superficiais), sem tamanho tipico de espécies leveduriformes (Figura 31
B1, B2, C1 e C2). As imagens em maior ampliacdo (Figura 31 B2 e C2), mostram
detalhes de alteragdes morfoldgicas na superficie célular (setas pretas). As células
tratadas com Fuioagne foram danificadas (saliéncias superficiais e cavidades).

A analise por MEV (Figura 31) mostrou que a formulacao antifungica
desenvolvida (Fvioagne 3%) resultou em células altamente deformadas, causando
danos fisicos e alteragdes morfoldégicas consideraveis (bolhas superficiais e
cavidades) em M. pachydermatis. As saliéncias superficiais indicam ruptura da parede
celular e da membrana citoplasmatica, fazendo com que ocorra o extravasamento do

material citoplasmatico (Scandorieiro et al., 2022).
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Figura 31 - Micrografias obtidas por MEV de M. pachydermatis. A1 e A2 sao
micrografias da morfologia leveduriforme tratada com Frase. B1, B2, C1 e C2 sao

morfologias leveduriformes tratadas com Foioagne 3 %.

Legenda: A1 e A2: Micrografias de M. pachydermatis em contato com Fpase (controle) em aumento de
12.000 X e 24.000 X respectivamente; A2: Presenca de blastoconideos ovais (setas pretas) com
colarete (seta branca); B1, B2, C1 e C2: Micrografias de M. pachydermatis em contato com Foioagne 3%,
em aumentos de 12.000 X (B1 C1) e 24.000 X (B2 e C2); B1, B2 e C2: Setas pretas indicam as
deformagdes morfoldgicas observadas na membrana celular de M. pachydermatis, ocasionadas pelo
tratamento de Fuioagne 3% contra M. pachydermatis.
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As bioAgNP possuem muitos mecanismos de acéo relacionados a
sua agao antimicrobiana. O mecanismo mais provavel de acontecer é pela ligagao que
as bioAgNP estabelecem com a superficie do microrganismo onde atuam, alterando
a integridade da membrana. As deformacgdes, encolhimento, agregagédo celular,
formacao de cavidade e poros, distorcbes na membrana, sdo os efeitos observados
nas micrografias (Figuras 31 B1-C2). As bioAgNP também agem penetrando o no
interior do microrganismo e interagem com seus componentes intracelulares,
danificando as organelas e perdendo a fung&o celular. As bioAgNP podem induzir
reagcoes de espécies reativas de oxigénio (EROs) e alteram os mecanismos de
transducao de sinal vital para as células, levando a apoptose celular. Além disso,
alteracbes nos componentes da estrutura celular podem ocorrer, como na queda das
quantidades de ergosterol e quitina (Masimen et al., 2022; Morandi, 2023).

Parametros como tamanho, morfologia, superficie e cristalinidade,
estao diretamente relacionados as propriedades das NPs. Além desses parametros,
o potencial de redugdo dos metais também influencia fortemente no potencial
antimicrobiano das NPs, de modo que as moléculas doadoras de elétrons se ligam
aos nanometais, interferindo na fungao celular do microrganismo (Scandorieiro, 2020).

Os EROs sao produzidos em excesso quando as células se
encontram em condi¢gdes ambientais inviaveis. O estresse oxidativo, pode resultar em
danos aos lipidios, proteinas e DNA celular. Podem se formar EROs como superéxido
(O%), radical hidroxila (OH-), peréxido de hidrogénio (H202), entre outros. Esses
grupos se ligam a monémeros da membrana celular e quebram ligagdes glicosidicas,
formando poros, participando da peroxidacéo lipidica. Além disso, interagem com o
DNA acarretando em agregacao ou interferindo na replicacdo do DNA, o que leva a
disfungao mitocondrial, a inibicdo enzimatica e danos ao DNA. Esse processo provoca
a destruigdo da estrutura da membrana, e consequentemente, leva a morte do fungo
(Mukherjee et al., 2020; Gurunathan; Lee; Kim, 2022; Scandorieiro et al., 2022; Slavin;
Bach, 2022; Morandi, 2023).

Lushchak (2011) e Martinez et al. (2021) relatam que ions metalicos
podem ser mais toxicos para as células do que as préprias nanoparticulas em si, tendo
em vista seus tamanhos, facilitando a penetracdo na célula microbiana, além de
formar complexos com biomoléculas celulares bem como proteinas, acidos nucleicos

e liipidos negativamente carregados.
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6 CONSIDERAGCOES FINAIS

Os testes antimicrobianos evidenciaram o 6timo desempenho dos
bioativos: OEO, OEM e bioAGNP, frente a inibicdo do crescimento do fungo
Malassezia pachydermatis nos testes de disco difusdo, de determinacdo de CIM e
CFM e teste de interagao entre os ativos em combinagdes binarias, que confirmam a
sua eficiéncia fungicida.

Das oito formulagdes desenvolvidas, sete formulagbes foram
estaveis, de acordo com os testes de estabilidade empregados e a formulagéo
Foem:bioaghp;0EO fOi reprovada, devido a instabilidade apresentada na coloragéo.

Todas as formulagbes apresentaram caracteristicas organolépticas e
fisico-quimicas adequadas, assim, como, pH compativel com o da pele
(aproximadamente 5,0) e boa espalhabilidade.

Das formulagbes com ativos, Fuioagne apresentou a melhor
espalhabilidade quando comparado a base, além de ser a unica formulagcdo a
apresentar diferenga significativa em termos de espalhabilidade pela ANOVA com
posterior teste de Tukey (p < 0.05). Em relagdo ao parametro de pH e espalhabilidade,
Foioagne € a formulagdo mais proxima da Frase, evidenciado pela analise estatistica
dendograma por distancia Euclidiana, e que ambas se diferem das demais.

Das sete formulagbes desenvolvidas com os bioativos, apenas
Frioaghe 3% foi selecionada como potencial alternativa terapéutica antifungica no
tratamento da Pitiriase versicolor. Fyioagne 3% apresentou atividade antifungica contra
M. pachydermatis pelos testes de curva de sobrevivéncia e microscopia eletrénica de
varredura (MEV). A avaliagao da eficacia antifungica de Fuioagne pela técnica de curva
de sobrevivéncia, Frioaghp apresentou diferenga estatistica apds 0.5 h (p <0.05). Ja o
cetoconazol usado como controle do teste, apresentou diferenca estatisca apds 8 h.
Dessa forma, Frioagne 3% mostrou ser eficaz contra M. pachydermatis assim como o
cetoconazol 20 mg/g, tornando-a uma potencial alternativa para o tratamento da

Pitiriase versicolor.
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ANEXO B

Laudo Técnico do Oleo Essencial de Melaleuca

LAUDO TECNICO

FEROQUIMA (Weo Essencial de Melaleuca {Tea Tree)
ffelaituce allernlinlial
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e a0 Dbl 3 vap 035 TNaE.
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ANEXO C

Laudo Técnico do Oleo Essencial de Orégano

_ LAUDO TECNICO
FERQUIMA Oleo Essencial de Orégano

(Origanum viigara)

CAS Mumber: B4012-24-8 INCE: Origanum wubgare Leaf Oil
ltens Controlados Especificagoes
Aparencia Ligusdo Limpido
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