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RESUMO

A onicomicose é uma infec¢do causada principalmente por fungos dermatéfitos e por espécies de
Candida sp. provocando lesbes nas unhas. Uma grande maioria dos 6leos essenciais possui
propriedade antifingica, dentre a variedade dos 6leos existentes destaca-se o 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia, que possui em sua composi¢cdo o terpinen-4-ol o principal composto
responsavel pela propriedade fungicida. O objetivo deste trabalho consiste em avaliar a agéo
antifiingica do 6leo essencial de Melaleuca aplicando-o em um creme hidratante utilizando
diferentes concentragfes e submetendo-o a testes de estabilidade, analise fisico-quimica e
microbiolégica. Deste modo, avaliamos a possibilidade do uso do éleo de Melaleuca para o
tratamento de onicomicose causadas por fungos, dentre eles o dermatdéfito Trichophyton
mentagrophytes e a levedura Candida albicans. Observamos uma eficicia considerada em todos
os testes realizados com o 6leo de Melaleuca comprovando a atividade fungicida deste 6leo e o
propondo como uma alternativa para o tratamento de onicomicoses.

Palavras chave: Onicomicose; Melaleuca alternifolia; Trichophyton mentagrophytes; Candida
albicans

ABSTRACT

Onychomyecosis is an infection caused mainly by dermatophytes and Candida sp. species causing
damage to the nails. A large majority of the essential oils have antifungal properties, among the
variety of existing oils highlights the essential oil of Melaleuca alternifolia, which has in its
composition the terpinen-4-ol the main compound responsible for the fungicidal property. The
objective of this study is to evaluate the antifungal activity of the essential oil of Melaleuca applying
it in a moisturizer using different concentrations and subjecting it to tests of stability, physico-
chemical and microbiological analysis. Thus, we evaluated the possibility of using oil of Melaleuca
for the treatment of onychomycosis caused by fungi, among theres the dermatophyte Trichophyton
mentagrophytes and the yeast Candida albicans. We observed an efficacy considered in all tests
with the oil of Melaleuca demonstrating the fungicidal activity of this oil and proposing it as an
alternative for the treatment of onychomycosis.

Keywords: Onychomycosis; Melaleuca alternifolia; Trichophyton mentagrophytes; Candida
albicans
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Atividade fungicida do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia aplicado em um
creme hidratante para o controle dos fungos Trichophyton mentagrophytes e
Candida albicans

1. INTRODUCAO

1.1. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais estdo presentes nas plantas aromaticas e sdo extraidos de
flores, folhas, cascas, caules e frutos através da técnica de arraste a vapor, tendo grande
aplicacdo na perfumaria, cosmética e alimentos, alguns j& conhecidos sdo utilizados
como coadjuvantes em medicamentos (BIZZO et al., 2009 e NOVACOSK e TORRES,
2006).

Podem ser classificados como substancias volateis e hidrofébicas, que em sua
maioria estdo relacionados com o papel de defesa contra micro-organismos e
predadores, funcdo essencial para a sobrevivéncia vegetal em seu ecossistema.

Essas substancias possuem principios ativos com propriedades antissépticas,
antibacterianas, refrescantes, anti-inflamatéria, antifingicas, anestésicas entre outras,
ativos estes responsaveis por diversas aplicagdes terapéuticas (SIANI et al., 2000).

De acordo com a literatura, cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem
propriedades antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas. Sua atuacgéo
principal é sobre a membrana celular dos fungos, comprometendo sua estrutura,
alterando a fluidez e permeabilidade interferindo na respiracdo celular (PEREIRA et
al.,2009 e LIMA et al., 2006).

1.2. Melaleuca Alternifolia

s

A Melaleuca alternifolia € uma planta nativa da Australia conhecida também
como Tea tree (arvore do chd), tem a casca fina, folhas longas e pontiagudas que emitem
um forte aroma quando partidas. Produz um O6leo essencial com propriedades
antifangicas, anti-inflamatoria, antisséptica, cicatrizante entre outras (SIMOES et. al.,
2002).

Devido as suas propiedades curativas, o 6leo essencial de Melaleuca foi usado
por tribos aborigenes durante milhares de anos. As folhas desta planta eram esmagadas
juntamente com lama, obtendo assim uma pasta onde era aplicada no tratamento de
cortes e infecgbes da pele. Atualmente vem sendo muito utilizada para diversos tipos de
afeccbes cutaneas, sobretudo as provocadas por fungos e bactérias como micoses de
unha, frieiras, furinculos, candidiase, psoriases, acnes etc. (HAMMER et. al., 2003 e
AZEVEDO, 2010).

O Oleo essencial da Melaleuca é obtido por hidrodestilacdo ou destilacdo por
arraste a vapor das folhas e tem como principais componentes o0s terpenos (pineno,
terpineno e cimeno). Dentre os componentes encontrados, dois apresentam maior
destaque, o terpinenol (terpinen-4-ol) considerado o principal constituinte para sua
eficacia antimicrobiana que deve estar acima de 30% em sua composi¢cdo e 0 composto
1,8-cineol abaixo de 15%, pois o cineol € um conhecido irritante da pele conforme
estabelecido pelo comité australiano de padronizacéo (CASTRO et al., 2005, SIMOES et
al., 2002).

Hammer et al. (2002) relacionou a acdo fungistatica e fungicida frente a
dermatofitos e fungos filamentosos. Em 2004 e 2012, Hammer et al observaram a acao
do dleo de Melaleuca sobre a Candida albicans e outros patégenos constatando que 0s
componentes contidos no 0leo sédo capazes de alterar a permeabilidade e a fluidez da
membrana dos microrganismos. Estas modificacdes, provavelmente, estdo relacionadas
com as ligacdes dos terpenos aos acidos graxos da membrana lipidica, gerando
instabilidade nas membranas celulares fungicas, além de acUmulo de trealose
intracelular.
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Como esses organismos sao permeaveis ao Oleo, os principais efeitos
encontrados sdo a inibicdo da respiracdo celular e a alteracdo na estrutura e na
integridade de sua membrana, bem como vazamento do material intracelular. I1sso leva a
morte dos fungos e das bactérias, além de inibir o processo de crescimento e auxiliar na
eliminacdo das doencas (HAMMER et. Al., 2003; AZEVEDO, 2010).

1.3. Os Fungos

Os fungos podem ser encontrados em diferentes substratos, fazendo reciclagem
de matérias da natureza, no solo, em vegetais, agua e em animais, apresentam uma alta
capacidade de adaptacdo a ambientes hostis. Além de estarem presente na microbiota
residente, colonizando o individuo sem causar doenca (TORTORA et al, 2005 e
TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).

Quando os fungos encontram condi¢des favoraveis ao seu crescimento, como
calor, umidade, baixa imunidade ou uso de antibiéticos sistémicos por longo prazo, estes
fungos se reproduzem e passam entdo a causar a doenca (LIMA 2008).

A sua identificacdo pode ser feita tanto de maneira macroscopica como
microscopica. Em se tratando da identificagdo macroscopica os bolores apresentam
varios tipos morfolégicos com coldnias filamentosas, cotonosas, pulverulentas,
celebriforme, veludosa, penugenta entre outras. As leveduras apresentam col6nias
cremosas e com 0s mais diversos tipos de pigmentos. Para se colonizarem é necessario
que encontrem substratos com 0s nutrientes necessarios para que cresgam, dessa forma
€ que deterioram varios materiais e ocasionam micoses aos seus hospedeiros. Qualquer
infeccdo de origem fangica é chamada de micose, que geralmente, devido a velocidade
de reproducdo desses organismos S&@o caracterizadas por apresentarem uma longa
duracdo (TORTORA et al., 2005 e TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).

1.4. Onicomicoses

Onicomicose é o termo usado para referenciar as infec¢des fungicas das unhas.
Outro termo que apresenta 0 mesmo significado é a Tinea unguium onde a invasao
dermatofitica das unhas, apresenta um dificil tratamento e afeta mundialmente mais de
8% da populacdo em geral. A gqueratina substancia que forma as unhas é o principal
nutriente dos fungos dermatéfitos (MARTINS 2009).

A infeccdo € causada por leveduras e fungos filamentosos, pode ocorrer por
contato com animais, no solo ou por alicates e tesouras contaminadas. As unhas dos pés
sdo as mais afetadas, devido o ambiente imido escuro e aquecido encontrados dentro
dos sapatos que favorece o crescimento do fungo. As onicomicoses causadas por
dermatéfitos diferenciam-se das causadas por leveduras pela forma do comprometimento
das unhas (LACAZ et al., 2002).

1.5. Dermatoéfitos

Os dermatofitos sdo um grupo de fungos que apresentam a capacidade de
invadir os tecidos queratinizados (pele, pélos e unhas) do homem e dos animais com a
habilidade de degradar a queratina e transforma-la em nutriente para seu crescimento.
Entre os causadores de onicomicoses os dermatéfitos mais comuns séo T. rubrum e T.
mentagrophytes (TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).

Sao divididos em antropofilicos, sdo adaptados ao homem, provocam pouca ou
nenhuma reacao inflamatdria. Os zoofilicos possuem preferéncia por animais, mas que
quando atacam ao homem provocam reacdo inflamatéria de média intensidade.
Enquanto que os geofilicos séo caracterizados pela inflamacao que produzem no homem
de tendéncia a cura espontanea (WEITZMAN E SUMMERBELL, 1995).
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Esses grupos de fungos sdo causadores de aproximadamente 90% das
onicomicoses dos pés, e as leveduras por 50% das infecgBes nas unhas das maos. De
90% dos casos de infeccdes dos pés o fungo Trichophyton mentagrophytes é
responsavel por 20% (MARTINS 2009).

Os fungos penetram na unha previamente doente de forma voluntaria, comegam
comprometendo a parte distal em direcdo a parte proximal da unha e é essa
caracteristica que diferencia a onicomicose causada por dermatéfitos. Uma vez que as
leveduras compromete primeiramente a prega ungueal proximal (LIMA et al., 2008,

TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).
1.6. Trichophyton mentagrophytes

Os Trichophyton mentagrophytes é a espécie responsavel pela segunda ou
terceira causa de dermatofitose no homem, dentre elas a onicomicose. E a mais comum
nas infecgcbes dos pés, unhas e raramente do couro cabeludo. Possuem como
caracteristicas principais coldonias de desenvolvimento rapido com maturagao por cerca
de 6 a 11 dias apds ser semeado, apresentam aspecto algodonoso, branco, com reverso
de cores variadas (MARTINS et al, 2005).

E possivel observar em microscopios o0s macroconidios cilindricos,
multisseptados, de paredes lisas e finas, dispostos em cachos ou em forma de lagrima ou
gota e em maior quantidade, microconidios redondos, ovais ou piriformes (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2004).

1.7. Leveduras

O termo levedura deriva da palavra latina levare, associada ao caracteristico
crescimento rapido. Possuem formato esférico ou oval, sdo maiores que as bactérias com
tamanho entre 5-8 ym, se multiplicam por brotamento ou cissiparidade e que geralmente
ndo apresentam filamentos com micélio. Por serem constituintes da microbiota normal de
mucosas, peles e anexos, as leveduras eram consideradas agente contaminante sem
importancia clinica, porém, atualmente tem-se observado que sdo responsaveis por um
numero expressivo de casos de onicomicoses (LACAZ, 1973).

1.8. Candida albicans

As leveduras do género Candida sdo quase sempre responsaveis pela infeccédo
de onicomicoses ndo dermatofitica, nessas infecgbes a Candida albicans, é a de maior
namero de casos. Em individuos imunodeprimidos essa levedura tem uma maior
facilidade de penetrar na unha normal causando uma séria infecgdo (LACAZ et al., 2002).

A onicomicose causada pela Candida albicans inicia-se com uma infiltragdo da
prega ungueal com um inchago (paroniquia), a pele fica fina, vermelha e com uma leve
descamacéo, podendo sair pus quando o edema é pressionado, provocando dor intensa
guando a pele entra em contato com a agua. As alteragbes secundarias podem ser
provocadas por achatamento e amolecimento da unha que pode vir a cair (SOUZA 2008).

Essas infec¢cBes séo relativamente frequentes em mulheres que mantem maior
contato com a 4gua devido as atividades exercidas em ambiente doméstico, como por
exemplo, em cozinhas e lavanderias. Nos homens a infeccdo pode ocorrer em maior
gquantidade em jardineiros, manipuladores de frutas entre outros com atividade que
propicia a penetragcéo dos fungos (LACAZ et al., 2002 e LIMA 2008).

Mediante ao exposto, este trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar a
capacidade fungicida de um creme hidratante utilizando diferentes concentracfes do 6leo
essencial de Melaleuca frente aos fungos Trichophyton mentagrophytes e a Candida
albicans.
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Seguindo as normas estabelecidas pelo guia de estabilidade de produtos
cosmeéticos da ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria) foi/foram realizadas
analises de estabilidade sob o0 aspecto fisico-quimico e microbiolégico do produto.

2. METODOLOGIA

Para este trabalho foi utilizado o 6leo essencial de Melaleuca doado pela
empresa Beraca, que é lider no fornecimento de ingredientes naturais e organicos
disponibilizando para as indastrias cosmética e farmacéutica insumos sustentaveis de
alta performance e eficacia comprovada.

A escolha deste 6leo se deve pelas diversas propriedades dentre elas a agéo
antifingica descrita em literatura. Os experimentos de estabilidade e andlises
microbioldgicas foram realizados na empresa Bayonne Cosméticos LTDA (Racco) pelas
académicas. Paralelamente as amostras foram enviadas para teste de atividade
fungistética e teste de desafio (Challenge test), realizados em empresas terceirizadas.

2.1. Avaliacado da atividade Fungicida do 6leo essencial de Melaleuca frente

aos fungos Trichophyton mentagrophytes e Candida albicans.

Para avaliar a propriedade fungicida as amostras do creme hidratante contendo
as concentracdes de 3, 5 e 10% do 6leo essencial de Melaleuca foram enviadas para o
laboratério da Ecolyzer para realizar analises microbiologicas especificas para os fungos
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533) e Candida albicans (ATCC 10231).

A técnica empregada pelo laboratério foi a atividade fungistatica, baseada na
introducdo da amostra no centro de uma placa de Petri, contendo meio agar glicosado a
2% juntamente com o indculo do microrganismo alvo. As placas foram incubadas por 07
dias e observa-se a presenca ou auséncia do halo de inibicdo. O objetivo do ensaio é
verificar a eficacia do produto frente aos microrganismos, quanto a sua acao fungistatica,
ou seja, avaliar se a substancia teste é capaz de inibir a proliferacéo de fungos. Para esta
técnica o laboratério da Ecolyzer utilizou a metodologia seguindo o protocolo da
INCQS/FIOCRUZ descrito na tabela abaixo.

TABELA 01: METODOLOGIA ATIVIDADE FUNGISTATICA DO LABORATORIO ECOLYZER
Atividade Fungistatica

O Ensaio baseia-se na introducdo do produto testado em

Fundamentos do Ensaio uma Placa de Petri com Agar sélido.

Este meio de cultura contém o microrganismo alvo que em
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contato com o produto, podera formar um halo de inibicdo de

crescimento.

Microrganismos testados

Trichophyton mentagrophytes e

Candida albicans

Procedimento

Preparar o microrganismo teste;

Preparar o meio de cultura sélido, aguardar resfriar e
adicionar o microrganismo teste;

Transferir a mistura para Placas de Petri e aguardar
solidificar;

Identificar as placas com as informag8es necessarias;

Fazer um orificio no centro da placa ou depositar a amostra
na superficie do meio de cultura inoculado com o
microrganismo teste;

Incubar a 26+ 1°C por 7 dias;

Realizar leitura apés incubacao.

Expresséo de Resultados

Os resultados s&o obtidos através da observacdo da
auséncia de crescimento ao redor do local onde foi

depositada a substancia teste.

Critérios de Aceitacéo

Consideram-se aceitas as amostras cujos resultados
apresentem um halo de inibicdo de crescimento ao redor da

amostra.

FONTE: LABORATORIO ECOLYZER

2.2. Avaliacdo da atividade fungicida e bactericida do 6leo de Melaleuca

com Teste de desafio (Challenge test)

Conforme determinado no guia de estabilidade de produtos cosméticos da

ANVISA, enviamos o creme contendo a concentracdo de 3, 5 e 10% do 6leo essencial de

Melaleuca para uma analise de teste de desafio (Challenge test) para avaliar a

resisténcia do creme contra bactérias, bolores e leveduras.

Este teste de desafio foi realizado pelo laboratério L.C.Q.Pqg. (Laboratério de

Controle de Qualidade e Pesquisa) utilizando o protocolo da USP conforme descrito na

tabela abaixo.

TABELA 02: METODOLOGIA DO TESTE DE DESAFIO DO LABORATORIO L.C.Q.PQ.

Método

USP XXXII

Organismos teste

S. aureus (ATCC 6538),
P. aeruginosa (ATCC 9027),
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Escherichia coli (ATCC 8739),
C. albicans (ATCC 10231) e
A. brasiliensis (ATCC 16404)

Inéculo (UFC/g ou mL) Cultura pura 10° a 10°
Numero de inoculacbes 1
Intervalos de contagem 7,14,21 e 28 dias

Bactérias: reducéo de 2 log no 14° dia. Nao
. . aumentar até o 28° dia.

Critérios de aprovacéo N
Bolores e Leveduras: ndo aumentar a
contagem inicial no 14° e 28° dia.

FONTE: TABELA 15 DO GUIA ABC DE MICROBIOLOGIA 4° EDICAO

Este método consiste na contaminacdo proposital do produto com micro-
organismos especificos e avaliagdo da amostra em intervalos de tempo definidos com o
objetivo de avaliar a eficacia do sistema conservante, irritacdo e toxicidade. O teste de
desafio apresenta uma importancia ndo somente sob o aspecto microbiolégico, mas

também auxilia na determinacéo do prazo de validade do produto.

2.3. Avaliacdo da estabilidade do 6leo de Melaleuca aplicado em uma base

de creme hidratante.

Seguindo o guia de estabilidade de produtos cosméticos da ANVISA realizamos
0 teste de estabilidade do creme hidratante aplicando o 6leo essencial de Melaleuca nas
concentracdes de 3, 5 e 10%, adicionando 200mL de cada formulagdo em frascos de
vidro fechado, os quais foram armazenados em estufas com temperaturas de 5°C, 37°C,
45°C e 50°C, em exposicéo solar e temperatura ambiente durante um periodo de 90 dias,
onde foram realizada andlises fisico-quimica e microbiolégica (em duplicata) no inicio em
07, 15, 30, 60 e 90 dias.

Os parametros avaliados dependem das caracteristicas de cada formulacao,
mas geralmente sdo avaliados o aspecto, cor e odor, pH, viscosidade e densidade. A
amostra deve ser analisada em relagdo ao padrdo (temperatura ambiente) a fim de
avaliar as caracteristicas e sinais de instabilidade, onde pode ser classificado como
normal, separado, precipitado, turvo, sem alteracdo, levemente separado, levemente
precipitado ou levemente turvo.

As andlises microbiolégicas foram realizadas com base no guia ABC de
Microbiologia, que tem como parémetros controle microbiolégico para produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes que segue a RDC 481/1999 da ANVISA, onde o0s

limites aceitaveis para produtos do Grupo Il de micro-organismos totais aerobios sao de:
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10°UFC/g ou mL respeitando um limite maximo de 5,0x10° UFC/g ou mL e auséncia para:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, coliformes totais e fecais em 1g ou
ImL.

A metodologia utilizada para a analise de mesdfilos totais foi a semeadura em
meio sélido por profundidade ou Pour Plate. Para a andlise de bactérias patogénicas foi
utiizada a técnica de pré-enriqguecimento e semeadura por esgotamento em meio

seletivo.
2.4. Pour plate

No interior do fluxo laminar pesamos 10g da amostra em um frasco contendo
90mL de caldo estéril TSB (Tryptic Soy Broth), transferimos 1mL desta mistura para 72
placas de petri. Adicionamos em 36 placas aproximadamente 20mL do agar TSA (Tryptic
Soy Agar) e fez-se 0 mesmo em 36 placas do agar Saboraud (SB) e incubou-se em
estufa a 36°C, por 48 horas para bactérias (TSA) e 168 horas (SB) para bolores e
leveduras, em estufa a 25°C + 1°C. ApGs esse periodo realizamos leitura verificando a

presenca ou auséncia de crescimento.
2.5. Verificacdo de crescimento de bactérias patogénicas

Para verificacdo utilizamos 03 placas de cada meio de cultura (Agar Vogel &
Johnson para Staphylococcus aureus, agar Cetrimide para Pseudomonas aeruginosa e
agar MacConkey para Escherichia coli.) seguindo o método de esgotamento e incubando
por no minimo 24-48 horas a 35°C (+2). Apdés esse periodo foi realizado leitura

verificando a presenca ou auséncia de crescimento.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1. Resultado da analise Atividade Fungistéatica

No estudo da avaliacdo da atividade fungistatica realizado pelo laboratério da
empresa Ecolyzer, o 6leo essencial de Melaleuca mostrou uma boa acéo fungicida frente
aos micro-organismos Trichophyton mentagrophytes e Candida albicans. Apenas na
concentracdo de 3% do 6leo que a acéo foi insatisfatéria para Candida albicans, onde

apresentou um baixo poder de inibicdo como pode ser observado na tabela abaixo.
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TABELA 03: RESULTADO DO TESTE DE ATIVIDADE FUNGISTATICA.

Concentracédo do

, 10% 5% 3%
Oleo de Melaleuca

Trichophyton mentagrophytes Satisfatorio Satisfatorio Satisfatorio
Candida albicans Satisfatorio Satisfatorio Insatisfatério

FONTE: LAUDO DE ANALISE ECOLYZER

A resisténcia da Candida albicans sob a concentracdo do creme contendo 3% do
Oleo pode ter sido apresentada pela baixa concentragdo do mesmo insuficiente para inibi-
la ou até mesmo pelas condi¢des ambientais como, por exemplo, umidade e temperatura
no envio da amostra, tendo como consequéncia o favorecimento do crescimento da
levedura.

Segundo os critérios de aceitagdo do laboratorio Ecolyzer, a amostra é
considerada satisfatéria quando for observada a auséncia de crescimento microbiano ao

redor da preparacao.
3.2. Resultado do Teste de desafio (Challenge test)

O teste de eficacia de conservante é realizado com objetivo de determinar o tipo
e a concentracao satisfatdria necesséria do conservante para a formulacéo do produto, e
devem ser utilizados conforme o estabelecido na resolucdo 162/01 da ANVISA. Porém
existem outras substancias usadas em formulacbes cosméticas que também possuem
acao conservante, mas néo estao incluidas nesta lista, como por exemplo, alguns &lcoois
e muitos 6leos essenciais.

No teste realizado pelo laboratério L.C.Q.Pq os resultados demonstraram que o
Oleo essencial de Melaleuca foi eficaz para a reducao de crescimento dos micro-
organismos testados, nas trés diferentes concentracdes utilizadas, conforme observado

no resultado da tabela abaixo.

TABELA 04: RESULTADO DO TESTE DE DESAFIO DO LABORATORIO L.C.Q.PQ.

TESTE DE EFICACIA DO PODER CONSERVANTTE — CHALLENGE TEST

Microorganismos utilizados

Bactérias Bolores e Leveduras

Temperatura Staphylococcus aureus — ATCC

utilizada para o 6538
Candida albicans - ATCC 10231

Aspergillus brasiliensis - ATCC
16404

teste: Pseudomonas aeruginosa — ATCC
22,5+ 2,5°C 9027
Escherichia coli— ATCC 8739
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Concentracéo
do 6leo utilizada
de 10%

Apbs 02 (duas) inoculactes

consecutivas:

Houve reducéo de Bactérias
viaveis (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli) acima de 99,90%
da contagem inicial, a partir do 7°
(sétimo) dia, seguida de reducao
continua até a finalizacao do

ensaio.

Ap6s 02 (duas) inoculactes

consecutivas:

Houve reducéo de Leveduras
acima de 90% da contagem inicial,
a partir do 7° (sétimo) dia,
permanecendo assim até a

finalizacdo do ensaio.

Houve reducéo de Bolores
(Aspergillus brasiliensis) acima de
90% da contagem inicial, a partir
do 7° (sétimo) dia, e ap6s o 7° dia
da reinoculacdo a reducéo foi de
87% seguida de reducéo continua

até a finalizacéo do ensaio.

Concentracéao
do 6leo utilizada
de 5%

Apés 02

consecutivas:

(duas) inoculacdes

Houve reducdo de Bactérias
viaveis (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli) acima de 99,90%
da contagem inicial, a partir do 7°
(sétimo) dia, seguida de reducgédo

continua até a finalizacdo do

Ap6s 02 (duas)

consecutivas:

inoculacdes

Houve reducdo de Leveduras
acima de 90% da contagem inicial,
do 7°

permanecendo

a partir (sétimo) dia,

assim até a
finalizac@o do ensaio.
Houve reducéo de Bolores inferior

a 90% (77,5%) da contagem

ensaio. inicial, a partir do 7° (sétimo) dia, e
apos o 7° dia da reinoculacéo, a
reducéo foi de 39% seguida de
reducdo continua até a finalizacéo
do ensaio.

Ap6s 02 (duas) inoculagbes | Ap6és 02 (duas) inoculacdes

consecutivas: consecutivas:

Concentracéo
Houve reducdo de Bactérias | Houve reducdo de Leveduras

do 6leo utilizada
de 3%

vidveis (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli) acima de 99,90%

da contagem inicial, a partir do 7°

acima de 90% da contagem inicial,
do 7°

permanecendo

a partir (sétimo) dia,

assim até a

finalizac@o do ensaio.
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(sétimo) dia, seguida de reducéo
continua até a finalizagdo do | Houve redugéo de Bolores inferior
ensaio. a 90% (8,3%) da contagem inicial,
a partir do 7° (sétimo) dia, e apos o
7° dia da reinoculacdo houve
aumento na populagéo seguida de
reducéo continua até a finalizacao

do ensaio.

FONTE: LAUDO DE ANALISE DO LABORATORIO L.C.Q.PQ.

De acordo com os resultados observados na tabela e com os critérios da USP
XXXIl, o conservante é efetivo no produto quando houver reducéo de bactérias viaveis,
Bolores e Leveduras da contagem inicial seguida de reducdo continua permanecendo
assim até a finalizagdo do ensaio. Levando todos os aspectos necessarios, podemos
concluir que o Oleo essencial de Melaleuca apresentou também uma eficacia em se

tratando de conservante.
3.3. Resultado do teste de estabilidade e analise microbioldgica

Com relacdo a estudos de estabilidade, as amostras submetidas em todas as
condi¢bes de armazenamento (5°C, 37°C, 45°C e 50°C, solar e temperatura ambiente) se
mostraram estaveis durante todo o periodo de avaliacdo (90 dias), mantendo seu aspecto
inicial, ocorrendo apenas leves alteragbes na viscosidade e no pH em temperaturas
elevadas, ndo comprometendo a integridade do produto. Alteracdes estas consideradas
normais dentro dos parametros aceitaveis das especificacdes técnicas descritos no guia
de estabilidade de produtos cosméticos da ANVISA.

Durante o periodo de avaliagdo da estabilidade do produto foram realizadas
analises microbioldgicas (em duplicata) de acordo com o método descrito, dando-se inicio
no dia 04/08/14 e finalizando no dia 04/11/14 completando 90 dias de estabilidade. Na

tabela abaixo pode-se verificar o resultado geral das analises microbiol6gicas:

TABELA 05: RESULTADO DA ANALISE MICROBIOLOGICA

Concentracéo 3% 6leo de Melaleuca

Ambientes Aerépms Bolores e S. aureus E.coli P. aeruginosa
totais Leveduras
Ambiente <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Luz solar <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Geladeira <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 37°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 45°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia

Revista Eletrdnica Multidisciplinar FACEAR



Atividade fungicida do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia aplicado em um
creme hidratante para o controle dos fungos Trichophyton mentagrophytes e
Candida albicans

Estufa 50°C ‘ <01 UFC ‘ <01 UFC ‘ Auséncia ‘ Auséncia ‘ Auséncia
Concentracédo 5% 6leo de Melaleuca
Ambientes Aeréplos Bolores e S. aureus E.coli P. aeruginosa
totais Leveduras
Ambiente <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Luz solar <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Geladeira <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 37°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 45°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 50°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Concentracdo 10% 6leo de Melaleuca
Ambientes Aeroplos Bolores e S. aureus E.coli P. aeruginosa
totais Leveduras
Ambiente <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Luz solar <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Geladeira <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 37°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 45°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia
Estufa 50°C <01 UFC <01 UFC Auséncia Auséncia Auséncia

FONTE: O PROPRIO AUTOR

s

Um produto cosmético é considerado estdvel quando nenhuma das
propriedades fisico-quimica (aspecto, cor, odor) e microbiolégica originais ndo € alterada
além do especificado durante o periodo de prazo de validade determinado, segundo
especificagdes descritas no Guia da ANVISA.

A partir dos testes realizados, os nossos dados confirmam com os j& descritos
por Hammer et al em 2004, confirmando o 6leo essencial de Melaleuca como um produto
com atividade antifingica e bactericida. De acordo com os resultados obtidos, verificou-
se que Oleo se mostrou eficiente na resisténcia contra as bactérias (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli), bolores (Aspergillus brasiliensis) e
pelos principais agentes causadores da onicomicose o dermatofito Trichophyton
mentagrophytes e a levedura Candida albicans.

As onicomicoses sdo enfermidades que nao se curam espontaneamente,
necessitando estabelecer um tratamento, apesar deste tipo de tratamento ser prolongado
€ muitas vezes sem sucesso. Entretanto, existem poucos trabalhos publicados que
demonstram testes eficazes para tratar este tipo de infeccdo. Com base nessas
informacgdes iniciamos uma serie de testes com o 6leo essencial de Melaleuca devido
suas propriedades descritas em literatura, dentre elas a agdo antifingica.

Para estudos futuros sugerimos que sejam realizados testes in vivo utilizando
métodos complementares disponiveis no diagnostico da onicomicose, uma vez que 0S

tratamentos implicam alto custo e tempo.
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4. CONCLUSAO

No presente estudo, foi comprovada a efetividade da atividade fungicida das
formulacdes contendo diferentes concentracdes do 6leo essencial de Melaleuca sobre os
micro-organismos testados, dentre eles os principais causadores de onicomicose, 0
Trichophyton mentagrophytes e Candida albicans.

Diante das andlises microbiolégicas realizadas, verificou-se que o0 creme
hidratante se encaixa perfeitamente nos parametros, pois apresentou auséncia de
qualquer crescimento microbiolégico tanto de bactérias, bolores e leveduras quanto de
bactérias patégenas, nas trés concentracfes testadas. Dentre estas, a formulagéo
contendo 5% do 6leo de Melaleuca foi a que apresentou um melhor desempenho,
levando em consideracado o custo e beneficio, podendo ser indicada como a possibilidade
de seu uso para o tratamento de onicomicoses.

Sendo assim, pode-se concluir que os objetivos desejados nesta pesquisa foram
plenamente alcangados.
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