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“EXTRATOS DE LIPPIA SALVIAEFOLIA CHAM., FRACOES ATIVAS,
COMPOSICOES E SEU USO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se aos extratos de folhas de
Lippia salviaefolia Cham., suas fragbes ativas, composicoes
farmacéuticas e/ou cosmeéticas € seu uso como antimicrobiano natural
(conservfar‘lte) .

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O género Lippia (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200

~espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores. Estas espécies estao

distribuidas principalmente pelos paises da América do Sul e Ameérica
Central, e f)elos territorios tropicais da Africa (TERBLANCHE, F. C. &

KORNELIUS, G., Essential oil constituents of the genus Lippia

(Verbenaceae) A literature review. J. Ess. Oil Re. 8, 471-485, 1996). A

maioria das espécies do género Lippia é tradicionalmente utilizada no
tratamento de afecgdoes gastrintestinais e respiratérias. Algumas
espécies demonstraram atividade antimalarial, antiviral e citostatica.

(MORTON In: Atlas of Medicinal Plants of Middle America 1, Springfield,

‘Ilinois, USA (1981), pp. 745-750; GASQUET, M., DELMAS, F., TIMON-
'DAVID, P., KEITA, A., GUINDO, M. KOITA, N., DIALLO, D., DOUMBO,

O., Evaluation in vitro and in vivo of a traditional antimalarial,
“Malarial-5”. Fitoterapia. 64, 423-427, 1993; ABAD, M. J., SANCHEZ,
S., BERMEJO, P., VILLAR, A., CARRASCO, L., Antiviral activity of some
medicinal plants. Met. Find., 17 (Suppl. A) p.108, 1995). Em geral, o
género apresenta um perfil consistente de composicdo quimica,
atividades farmacolégicas e uso tradicional. Duas das espécies mais
importantes desse género sao L. multiflora e L. alba (PASCUAL, M. E.,
SLOWING, K., CARRETEO, E., SANCHEZ MATA, D., VILLAR, A., Lippia:

Traditional wuses, chemistry and Pharmacology: a review. J. of
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Ethnopharmacol. 76, Issue 3, 201-214, 2001). Na literatura, existe ainda
registro de outras espécies do género Lippia com atividade
antimicrobiana como a Lippia sidoides (COSTA, S. M. O.; LEMOS, T. L.
G.; PESSOA, O. D. L.; ASSUNCAO, J. C. C.; BRAZ-FILHO, R.; 2002.
Constituintes quimicos da Lippia sidoides (Cham.) Verbenaceae. Rev.
Bras. de Farmacog., v. 12, supl., p. 66-67.) € a Lippia adoensis (TAGET,
H.; MOHAMMED, E.; ASRES, K. GEBRE-MARIAM, T., Antimicrobial
actives of some selected traditional Ethiopian medicinal plants used in
the treatment of skin disorders. J. of Ethnopharmacol. 100, p. 168-175,
2005), dentre outras. Entretanto, nao existem referéncias na literatura
sobre atividade farmacolégica, estudos de toxicidade ou uso tradicional
da espécie L. salviaefolia.

A L. salviaefolia € uma planta originaria do cerrado
brasileiro, pertence ao grande grupo das Dicotiledéneas, familia das
Verbenaceas. Como habito vegetativo, é caracterizado como arbusto
com folhas aromaticas, tubo da corola amarelado e flores brancas
aromaticas.

Bactérias e fungos sdo capazes de crescer nos produtos

‘cosméticos quando existem nutrientes disponiveis e as condi¢ées do

meio sao satisfatorias. Para esta finalidade, os conservantes devem
apresentar atividade antimicrobiana efetiva e serem seletivamente
toxicos e eficazes contra bactérias, Gram-positivas e/ou Gram-
negativas, bolores e leveduras. Entretanto, devido as caracteristicas
intrinsecas, a maioria dos conservantes de origem sintética pode
apresentar reagoes toxicas ao usuario, tais como irritacédo loc_al,
dermatite de contato, hipersensibilidade e outras.

A comprovagao da qualidade microbiana em produtos
cosméticos visa evitar a transmissao de doencas quando estes sao

utilizados de forma correta, além de assegurar a estabilidade da
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preparacao e, consequentemente, sua eficacia. Os cosméticos
necessitam de conservantes capazes de reduzir a carga microbiana em
niveis aceitaveis durante seu uso dentro do prazo de validade. Assim, se
faz necessaria a avaliacao da eficacia dos conservantes em formulacoes
cosmeéticas, determinando a seguranca do uso do produto, visando
testar a capacidade conservadora do cosmético durante sua fabricacao
e durante o seu prazo de validade, ao longo do seu uso pelo
consumidor.

Em - geral, os conservantes de origem sintética, tém
caracteristicas - lipofilicas, a utilizacdo de extratos aquosos ou
hidroalcéolicos pode ser mais efetiva, uma vez que o crescimento dos
microrganismos ocorre principalmente em meio aquoso.

A utilizacdo de componentes ativos de origem natural na
producao de cosméticos tem crescido muito nos ultimos anos. A busca
cada vez maior de cosméticos eficazes e seguros tem sido constante.

O desenvolvimento de medicamentos e derivados de origem
vegetal € de grande importancia na cultura e tradicdo da histéria da
humanidade. A maioria da populacdo urbana pobre, assim como em
pequenas comunidades rurais, confia e faz grande uso da medicina
natural, utilizando plantas, assim como extratos naturais no
tratamento de suas enfermidades. Esse fato se da devido a cultura
dessas populagées e principalmente pela acessibilidade e
disponibilidade desse tipo tratamento. Como consequiéncia, existe uma
crescente tendéncia mundial, em integrar a medicina tradicional ao
cuidado médico primario (FENNEL, C. W., LINDSEY, K. L., MC. GAW, L.
J., SPARG, S. G., STAFFORD, G. I., ELGORASHI, E. E., GRACE, O. M.,
VAN STADEN, J., Review: Assessing African medicinal plants for
efficacy and safety: Pharmacological screening and toxicology. J. of

Ethnopharmacol. 94, 205-217, 2004). Adicionalmente, pesquisas para
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desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos efetivos séo
necessarias devido ao desenvolvimento da resisténcia microbiana e a
ocorréncia de infeccdes oportunistas fatais associadas a AIDS,
quimioterapia antineoplasica e transplantes (PENNA, C., MARINO, S.,
VIVOT, E., CRUANES, M. C., MUNOZ, J. DE D., CRUANES, J.,
FERRARO, G., GUTKIND, G., MARTINO, V., Antimicrobial activity of
Argentine plants used in the treatment of infectious diseases. Isolation
of active compounds from Sebastiania brasiliensis. J. of
Ethnopharmacol. 77, 37- 40, 2001). Inumeras pesquisas extensivas tém
sido desenvolvidas no intuito de encontrar e classificar agentes
antimicrobianos de extratos de plantas e produtos naturais, sendo que
um grande numero de plantas representa fonte potencial nesta busca.
(DE SMET, P.A.G.M., 1997, The role of plant — derived drugs and herbal
medicines. Healthcare Drugs, v. 54, n. 6, p. 801-840; COWAN, M. M.,
Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microb. Rev., v. 12, p.
564-582, 1999; HERNANDEZ-PEREZ, M., RABANAL, R. M., ARIAS, A.,
DE LA TORRE, M. C., RODRIGUES, B. Aethiopinone, an antibacterial
and citotoxic agent from Salvia aethiopis roots. Pharm. Biol. 37 (1), 17-
21, 1999; SOKMEN, A., JONES, B. M., ERTURK, M., The in Vitro
antibacterial activity of Turkiv medicinal plants. J. of Ethnopharmacol.
67, 79-86, 1999; KELMANSON, J. E., JAGER, A. K., VAN STADEN, J.,
Zulu medicinal plants with antibacterial activity. J. of Ethnopharmacol.
69, 241-246, 2000; SRINIVASAN, D., NATHAN, S., SURESH, T,
PERUMALSAMY, O., Antimicrobial activity of certain Indian medicinal
plants used in folkloric medicine. J. of Ethnopharmacol. 74, 217-220,
2001, MARTINI, N. D., KATERERE, D. R. P., ELLOF J. N., Biological
activity of five antimicrobial flavonoids from Combretum erythrophyllum
(Combretaceae). J. of Ethnopharmacol.. 93, 207-212, 2004; MITSCHER,
L. A.,, DRAKE S., GALLAPUDI, S. R., OIUNTE, K., A modern look at
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folkloric use of anti-infective agents. J. of Natural Product. 50, 1025-
1040, 1987; CUTCHEON, A. R., STOKES, R. W., THORSON, L. M.,
ELLIS, S. M. HANCOCK, R. E. W., Anti-mycobacterial screening of
British Columbian medicinal plants. Intern. J. of Pharmacognosy. 32,
77-83. 1997; MENG, J. C., ZHU, Q. X., THAN, R. X., New antimicrobial
mono and sesquiterpenes from Soroseris hookeriana subsp.
Erysimoides, Planta Medica. 66, 541-544, 2000; RUBERTO, G.,
BARATTA, M. T., DEANS, S. G., DORMAN, H. J. D.,. Antioxidant and
antimicrobial activity of Foenicullum vulgare and Criyhmum maritimum
essential oils. Planta Medica. 66, 687-693, 2000; HO, K. Y., TSAI, C. C.,
HUANG, H. S., CHEN, C. P., LIN, T. C., LIN, C. CAntimicrobial activity of
tannin components from Vaccinium vitis — idaea, L. J. of Pharm. and
Pharmacol. 53, 187-191, 2001).

A variacao observada freqlientemente, nos resultados
quando sao testados extratos de plantas para atividade antimicrobiana
pode ser atribuida a inumeros fatores. Estes incluem a técnica de
ensaio, meio de cultura, cepa das bactérias ou fungos, tempo, fonte da
planta (fresca ou seca), € a quantidade testada do extrato dentre outros
(FENNEL, C. W., LINDSEY, K. L., MC. GAW, L. J.,, SPARG, S. G,
STAFFORD, G. 1., ELGORASHI, E. E., GRACE, O. M., VAN STADEN, J.,
Review: Assessing African medicinal plants for efficacy and safety:
Pharmacological screening and toxicology. J. of Ethnopharmacol. 94,
205-217, 2004). Porém, estes fatores nao sdao empecilhos na busca da
padronizagdo € maiores pesquisas englobando a atividade
antimicrobiana de extratos naturais.

O estudo da atividade antimicrobiana de substancias
usadas em produtos farmacéuticos e cosméticos € um tema que vem se
desenvolvendo bastante, e somente nos ultimos 60 anos tem sido

tratado de maneira cientifica. Grande importancia é dada ao assunto,
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devido a preocupacao ndao somente com o aspecto microbiologico, mas
também - com o potencial de irritacdo e toxicidade ao consumidor
(PINTO, T. J. A., KANEKO, T. M., OHARA, M. T., Controle biolégico de
qualidade de produtos farmacéuticos, correlatos e cosméticos. Sao Paulo:
Atheneu, 2003).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada
por meio da determinacdo da menor quantidade da substancia em
estudo necessaria para inibir o crescimento do microrganismo em teste;
esse valor € conhecido como CMI (MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M;
PARKER, J., Brock biology of microorganisms. Upper Saddle River, NJ:
Prentice Hall, 2000. 9th ed. p. 750-751). Um aspecto bastante relevante
na determinacao da CMI de extratos vegetais € a . preocupacao,
mencionada anteriormente, principalmente em relacdo aos aspectos
toxicologicos, microbiologicos e legais pertinentes aos compostos
naturais e/ou combinacoes (PINTO, T. J. A., KANEKO, T. M., OHARA,
M. T., Controle biolégico de qualidade de produtos farmacéuticos,
correlatos e cosméticos. Sao Paulo: Atheneu, 2003).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz
necessaria devido ao surgimento de microrganismos resistentes e de
infeccoes oportunistas fatais, associadas a AIDS, quimioterapia
antineoplasica e transplantes (PENNA, C., MARINO, S., VIVOT, E,
CRUANES, M. C., MUNOZ, J. DE D., CRUANES, J., FERRARO, G.,
GUTKIND, G., MARTINO, V., Antimicrobial activity of Argentine plants
used in the treatment of infectious diseases.. Isolation of active
compounds from Sebastiania brasiliensis. J. of Ethnopharmacol. 77, 37-
40, 2001). O estudo de agentes antimicrobianos tem grande
abrangéncia, sendo ponto crucial em varios setores do campo

farmacéutico e cosmeético. Outro ponto a ser ressaltado é que a
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utilizacdo do estudo da CMI serve como primeiro “screening” na
descoberta da atividade farmacologica de novos agentes.

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade
antibacteriana e antifingica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos
incluem a difusdao em agar e macro e microdiluicdo (PINTO, T. J. A,
KANEKO, T. M., OHARA, M. T., Controle biolégico de qualidade de
produtos farmacéuticos, correlatos e cosméticos. Sao Paulo: Atheneu,

2003; COLLINS, C.H., Antimicrobial susceptibility tests. In:

Microbiological methods. 7.ed. Oxford : Butterworth-Hunemann, 1995,
p. 178-205; MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; PARKER, J., Brock
biology of microorganisms. Upper Saddle River, NJ: Prentice Hall, 2000.
9th ed. p. 750-751). Para determinar a CMI ou a Concentracdo Minima
Bactericida {CMB) de extratos ativos de plantas, tem-se utilizado
abundantemente o método sensivel de microdiluicdo (ELOFF J. N. A
sensitive and quick microplate method to determine the minimal
inhibitory concentration of plant extracts for bacteria. Planta Médica, v.
64, p. 711-713, 1998).

A estabilidade pode ser definida como a capacidade de um
produto contendo ou ndo substdncias ativas, de manter suas
propriedades quimicas, fisicas, microbiolégicas, toxicologicas e
bioativas, dentro dos limites especificados previamente durante todo
seu prazo de validade, pois esses produtos quando comercializados
passam por um sistema de estocagem e distribuicdo e podem ficar
sujeitos ao calor prolongado e a umidade (ANVISA - Agéncia Nacional de
Vigilancia  Sanitaria. Guia de  estabilidade de  produtos
cosméticos/Agéncia Nacional -de vigilancia Sanitaria - 1* ed. - Brasilia
ANVISA, 2004. 52 p. (Série validade em cosméticos); v.1).

O estudo da estabilidade de produtos cosméticos fornece

informacoes que indicam o grau de estabilidade relativa de um produto
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nas variadas condi¢cdes a que possa estar sujeito desde sua fabricacao
até o término de sua validade. Essa estabilidade é relativa, pois varia
com o tempo e em funcdo de fatores que aceleram ou retardam
alteracoes nos parametros do produto.

A qualidade microbiana de um produto cosmético e
farmacéutico deve ser avaliada com o objetivo de garantir a eficacia e
seguranc¢a em seu prazo de validade e condicdo de uso. A comprovacao
dos niveis de contamina¢do microbiana dos produtos nao estéreis visa
evitar a transmissao de doencas e assegurar a estabilidade do produto.
A presenca de microrganismos, acima dos limites aceitaveis, pode
acarretar problemas clinicos aos usuarios e também, dependendo do
microrganismo presente, o efeito téxico do produto contaminado pée em
risco a vida do paciente (PINTO, T. J. A., KANEKO, T. M., OHARA, M. T.,
Controle biolégico de qualidade de produtos farmacéuticos, correlatos e
cosméticos. Sao Paulo: Atheneu, 2003). O perigo relativo criado pela
contaminag¢do microbiolégica desses produtos pode ser relatado pela
severidade da infeccdo ou doenca causada. Microrganismos como
Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus, Serratia, Streptococcus,
Penicilium, Aspergillius e o género Candida sao classificados como de
riscos a saude (BAIRD, R.M., HODGES, N.A., Denyer, S.P. (Eds) (2000)
Handbook of Microbiological Quality Control: Pharmaceuticals and
Medical Devices Taylor & Francis, London, 2000, p.254).

Uma das principais fontes de contaminacao microbiana das
formulagoes cosméticas e farmacéuticas é a agua (CROSHAW, B.,
Preservatives for cosmetics and toiletries. J. Soc. Cosmet. Chem., v.28,
p.3-16, 1977; DIEHL, K. H., Important secondary conditions for optimal
use of cosmetic preservatives. Parfum Kosmet., Heidelberg, v.71, n.60,
p.396-400, 1990; MALCOLM, S. A., Microbiological monitoring and

quality control. Manuf. Chem. Aerosol News, London, v.51, nov., p.55-
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56, 1980). O género Pseudomonas € o mais citado na literatura (ORTH,
D. S., Preservative Efficacy Testing of Aqueous Cosmetics and Drugs
Without Counting Colonies. Cosmet. & Toilet. 116:41-47, 2001;
TENEMBAUM, S. Considerations leading to development of the
microbial limit guidelines of the CTFA. Cosmetics & Toiletries, v.93, n.3,
p.78-83, 1977; VAN ABBE, N. J. HUGHES, O., DIXON, H.
WOODROFFE, R. S. C., The hygienic manufacture and preservation of
toiletries and cosmetics. J. Soc. Cosmet. Chem., 1970, v.21, p.719-800),
mas também foram encontrados Xanthomonas, Flavobacterium,
Achromobacter e Aerobacter. Segundo alguns autores; TENEMBAUM, S.,
Considerations leading to development of the microbial limit guidelines
of the CTFA. Cosmet. Toilet.,, v. 93, n.3, p. 78-83, 1977) a carga
bacteriana atingiu a ordem de 106 UFC/mL.

Outras fontes importantes de contaminacido microbiana
referem-se as matérias-primas de origem natural (McCARTHY, T. J.,
Microbiological control of cosmetic products. Cosmet. & Toilet., Oak
Park, v.95, n.8, p. 23-27, 1980; O'NEILL, J. J., MEAD, C. A., The
parabens: bacterial adaptation and preservative capacity. J. Soc.
Cosmet. Chem. New York, v.33, p.75-84, 1982). Os autores BONOMI e
NEGRETTI investigaram a qualidade microbiana de varias dessas
matérias-primas, principalmente de origem vegetal, usualmente
empregada nas preparagoes farmacéutica (BONOMI, E., NEGRETTI, F.,
Ricerche sul contenudo microbico di materie prime impiegatte nelle
preparazioni farmaceutche. Ann. Ist. Super. Sanita, v. 13, n.4, p. 805-

832, 1977). As matérias-primas de origem sintética ou semi-sintética

- apresentam, geralmente, baixa carga microbiana contaminante com

excecao de algumas como poliglicéis ou polietilenoglicéis.
Os produtos com sua formulacdo e sua embalagem

primaria contribuem para o desenvolvimento microbiano, pois podem
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conter carboidratos, acidos graxos, proteinas, aminoacidos, glicosideos,
alcoois graxos, esteroides, peptideos e vitaminas. Esses substratos
podem servir de nutrientes para microrganismos contaminantes
(MADDEN, I., JACKSON, G. I, Cosmetic preservation and microbes:
viewpoint of the Food and Drug Administration. Cosmet. & Toilet., Oak
Park, v. 96, n. 10, p. 75-78, 1981). O material de acondicionamento
pode ser fonte de contaminacdo, quando nao adequadamente limpos
(SMART, R., SPOONER, D. F., Microbiological spoilage in
pharmaceuticals and cosmetics. J. Soc. Cosmet. Chem., v.23, 1972,
p.721-737; VAN ABBE, N. J. HUGHES, O., DIXON, H. WOODROFFE, R.
S. C., The hygienic manufacture and preservation of toiletries and
cosmetics. J. Soc. Cosmet. Chem., 1970, v.21, p.719-800). Os
componentes podem interagir com os conservantes utilizados na
formulacdo, como os parabenos que podem ser adsorvidos por
recipientes plasticos resultando em diminuicdo de sua atividade
conservante (BAHAL, S.M. & ROMANSKY, J.M., Sorption of parabens by
fexible tubings. Pharm Dev Technol., Aug; 6(3) : 431-40, 2001). Outro
aspecto a ser considerado € o da contaminacao do produto pelo préprio
usuario sendo necessarias recomendacoes adequadas na sua utilizacao
e o uso de conservantes na formulacao.

Os pesquisadores BONOMI e NEGRETTI também
investigaram o conteudo microbiano das matérias-primas empregadas
nas preparacgoes farmacéuticas. Segundo esses autores, os problemas
criados pela contaminacao microbiana podem ser minimizados pelo uso
de matérias-primas que nao apresentem historico de carga microbiana
(“bioburden”) inaceitavel, pela adocao das boas praticas de fabricacao
validadas para reduzir o risco de contaminagdo durante o processo, e
pelo uso efetivo de sistemas conservantes em formulacoes (BONOMI, E.|

NEGRETTI, F., Ricerche sul contenudo microbico di materie prime
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impiegatte nelle preparazioni farmaceutche. Ann. Ist. Super. Sanitd, v.
13, n.4, p. 805-832, 1977).

Diante de todos os fatores que podem contribuir para a
contaminacao e visando a eficacia do produto e a seguranca do
consumidor, classicamente tem sido utilizada a adicdo de conservantes
nas formulacoes. Estas sao substancias adicionadas as formas
farmacéuticas e cosméticas com o intuito de evitar a contaminacéo
microbiana. Sua funcao € inibir o crescimento de microrganismos no
produto, conservando-o livre de deterioragdes causadas por bactérias,
bolores e leveduras. Eles podem ter atividade bacteriostatica e/ou
fungistatica, sendo utilizados principalmente nos produtos de multiplas
doses, que podem apresentar contaminacdo. Escolher um sistema
conservante adequado para um produto cosmético requer consideracao
cuidadosa quanto ao tipo do produto, seu uso, caracteristicas de
formulagdo e provavel desafio microbiano. A selecdo definitiva do(s)
agente(s) conservante(s) deve ser um compromisso entre eficacia
antimicrobiana e compatibilidade com o produto (PINTO, T. J. A.,
KANEKO, T. M., OHARA, M. T., Controle biolégico de qualidade de
produtos farmacéuticos, correlatos e cosméticos. Sdo Paulo: Atheneu,
2003).

A efetividade do sistema conservante em preparacoes
farmacéuticas ou cosméticas esta relacionada com a composicdo da
formulacao, o tipo de material de acondicionamento, grau de pureza das
matérias-primas, utilizagdo correta pelo consumidor, forma de
aplicacao, e do proprio sistema conservante. Mesmo com todo rigor
exigido de higiene durante a fabricacdo (GMP - Good Manufacturing
Practice), controle de qualidade e uso de matérias-primas com conteudo
permissivel de microrganismo, ainda existe a possibilidade de

contaminacao secundaria. Entretanto, alguns componentes mesmo nao
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sendo substancias antimicrobianas tipicas, podem ajudar contra a
proliferacao de microrganismos, aumentando a efetividade dos
conservantes. Os requisitos gerais para o crescimento microbiano sao:
agua, energia, fontes de nitrogénio, minerais e vitaminas em um
ambiente com niveis adequados de oxigénio, pH e temperatura (PINTO,
T. J. A., KANEKO, T. M., OHARA, M. T., Controle biolégico de qualidade
de produtos farmacéuticos, correlatos e cosméticos. Sao Paulo: Atheneu,
2003).

Os conservantes, mesmo os origem natural sdao substancias
intrinsecamente toxica, portanto a concentracao utilizada deve ser
pequena. O sistema conservante utilizado em uma formulagdo pode
exercer um efeito bacteriostatico, ou seja, mantém o mesmo nivel de
microrganismos ou diminui, porém nao destréoi. Ou ainda um efeito
biocida de destruicao. A acao do sistema conservante normalmente se
processa por meio da combinagdo com grupamentos quimicos dos
conservantes com as proteinas microbianas, ou através da acao
competitiva com determinados processos enzimaticos.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 mostra a cromatografia em camada delgada das
fracoes de acetato de etila de L. salviaefolia.

A figura 2 refere-se aos espectros da fracao 4 da fracdo de
acetato de etila de L. salviaefolia. Analise por CG-EM.

A figura 3 indica a atividade antimicrobiana do extrato total
de L. salviaefolia frente a S. aureus. Experimento realizado em trés
replica com trés repeticoes para cada concentracdo. Valores
correspondem a média de cada variavel. Determinagéo
espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis= Cc: Controle de crescimento;
Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mlL), solugdes do

extrato total em diferentes concentracoes.
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A figura 4 apresenta a atividade antimicrobiana da fracao
de acetato de etila de L. salviaefolia em frente a S. aureus. Experimento
realizado em trés replica com trés repeticoes. Valores correspondem a
meédia de cada variavel. Determinacao espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
Cloranfenicol (1 mg/mlL), solu¢oes da fracdo de acetato de etila do
extrato total em diferentes concentracgoes.

A figura 5 demonstra a atividade antimicrobiana da fracao
de cloroféormica de L. salviaefolia frente a S. aureus. Experimento
realizado em trés replica com trés repeti¢coes. Valores correspondem a
meédia de cada variavel. Determinacao espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
Cloranfenicol (1 mg/mlL), solugbes da fracado cloroférmica do extrato
total em diferentes concentracoes.

A figura 6 refere-se a atividade antimicrobiana das fracées

(1-9) da fracdo de acetato de etila de L. salviaefolia na concentracao de

1,0 mg/mlL, frente a S. aureus. Experimento realizado em trés replica

com trés repeticoes. Valores correspondem a média de cada variavel.
Determinacao espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis= Cc: Controle de
crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL),
solucoes das fracoes (1-9) de acetato de etila do extrato total na
concentracao de 1,0 mg/mL.

A figura 7 mostra a atividade antimicrobiana da fracdo 3
proveniente da fracdo de acetato de etila frente a S. aureus.
Experimento realizado em trés replica com trés repeticoes. Valores
correspondem a média de cada  variavel. Determinacao
espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis= Cc: Controle de crescimento;

Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mlL), solucdes da
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fracdo 3 proveniente da fracao de acetato de etila do extrato total em
diferentes concentragoes

A figura 8 indica a atividade antimicrobiana da fracao 4
proveniente da fracao de acetato de etila frente a S. aureus.
Experimento realizado em trés replica com trés repeticbes. Valores
correspondem a média de cada  variavel. Determinacéao
espectrofotomeétrica a 630 nm. Variaveis= Cc: Controle de crescimento;
Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mlL), solucbes da
fracao 4 proveniente da fracdo de acetato de etila do extrato total em
diferentes concentracgoes.

A figura 9 apresenta a atividade antimicrobiana do extrato
total de L. salviaefolia frente a E. coli. Experimento realizado em trés
replica com trés repeticoes. Valores correspondem a média de cada
variavel. Determinacao espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis= Cc:
Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1
mg/mL), solucoes do extrato total em diferentes concentracoes.

A figura 10 demonstra a atividade antimicrobiana da fracao

‘de acetato de etila de L. salviaefolia frente a E. coli. Experimento

realizado em trés replica com trés repeticdes. Valores correspondem a
meédia de cada variavel. Determinagao espectrofotométrica a 630 nm.
Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
Cloranfenicol (1 mg/mlL), solucdes da fracdo de acetato de etila do
extrato total em diferentes concentracoes.

A figura 11 revela a atividade antimicrobiana da fracao de
cloroféormica do extrato de L. salviaefolia frente a E. coli. Experimento
realizado em trés replica com trés repeti¢goes. Valores correspondem a
média de cada variavel. Determinacao espectrofotométrica a 630 nm.

Variaveis= Cc: Controle de crescimento; Cs: controle do solvente; C+:
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Cloranfenicol (1 mg/mL), solugdes da fracdo cloroférmica do extrato
total em diferentes concentracoes.

A figura 12 refere-se a atividade antimicrobiana da fracdo 3
proveniente da fracao de acetato de etila de L. salviaefolia frente a E.
coli. Experimento realizado em trés replica com trés repeticdes. Valores
correspondem a4 média de cada variavel. Determinacao
espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis= Cc: Controle de crescimento;
Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solucdes da
fracao 3 proveniente da fracdo de acetato de etila do extrato total em
diferentes concentracoes.

A figura 13 apresenta a atividade antimicrobiana da fracao
4 proveniente da fracdo de acetato de etila de L. salviaefolia frente a E.
coli. Experimento realizado em trés replica com trés repeticées. Valores
correspondem a média de cada variavel. Determinacao
espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis= Cc: Controle de crescimento;
Cs: controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL), solucdes da
fracao 4 proveniente da fracdo de acetato de etila do extrato total em
diferentes concentracoes.

A figura 14 mostra a atividade antimicrobiana da
naringenina, extratos e fracoes da L. salviaefolia frente a S. aureus.
Experimento realizado em trés replica com trés repeticoes. Valores
correspondem a média de cada variavel. Determinacao
espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis: Controle de crescimento; Cs:
controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL); solucdo de
naringenina em diferentes concentragoes.

A figura 15 demonstra a atividade antimicrobiana da
naringenina, extratos e fragcdées da L. salviaefolia frente a E. coli
Experimento realizado em trés replica com trés repeticdes. Valores

correspondem a média de cada  variavel. Determinacao
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espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis: Controle de crescimento; Cs:
controle do solvente; C+: Cloranfenicol (1 mg/mL); solucdo de
naringenina em diferentes concentracoes.

A figura 16 revela a atividade antimicrobiana da
naringenina, extratos e fracoes da L. salviaefolia frente a C. albicans.
Experimento realizado em trés replica com trés repeti¢bes. Valores
correspondem a média de cada  variavel Determinacao
espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis: Controle de crescimento; Cs:
controle do solvente; C+: Nistatina (1 mg/mL); solugcao de naringenina
em diferentes concentracoes.

A figura 17 apresenta a atividade antimicrobiana da
naringenina, extratos e fracées da L. salviaefolia frente a P. aeruginosa.
Experimento realizado em trés replica com trés repeticées. Valores
correspondem a média de cada variavel. Determinacao
espectrofotométrica a 630 nm. Variaveis: Controle de crescimento; Cs:
controle do solvente; C+: Amikacinal (1 mg/mL); soluciao de naringenina
em diferentes concentracoes.

A figura 18 mostra o branco 24h - Controle do composto
dérmico-epidérmico apos 24hs no sistema de cultivo na interfase ar-
liquido.

A figura 19 revela o composto dérmico-epidérmico apds
24hs de contato com a base gel sem a adicéo de L. salviaefolia.

A figura 20 refere-se ao composto dérmico-epidérmico apés
24hs de contato com a formulacdo gel incorporado com fracdo de
acetato de etila de L. salviaefolia.

A figura 21 demonstra o composto dérmico-epidérmico apods

24hs de contato com a base creme sem a adigao de L. salviaefolia.
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A figura 22 indica o composto dérmico-epidérmico apoés
24hs de contato com a formulacao creme incorporada com fracdo de
acetato de etila de L. salviaefolia.

A figura 23 refere-se ao composto dérmico-epidérmico apos
24hs de contato com a base xampu sem a adigdo de L. salviaefolia.

A figura 24 demonstra o composto dérmico-epidérmico apés
24hs de contato com a formulagao xampu incorporado com fragdo de
acetato de etila de L. salviaefolia.

A figura 25 apresenta o branco 48hs - Controle do
composto dérmico-epidérmico apoés 48hs no sistema de cultivo na
interfase ar-liquido.

A figura 26 indica o composto dérmico-epidérmico apods
48hs de contato com a base gel sem a adi¢ao de L. salviaefolia.

A figura 27 refere-se ao composto dérmico-epidérmico apds
48hs de contato com a formulacdo gel incorporado com fracdo de
acetato de etila de L. salviaefolia.

A figura 28 demonstra o composto dérmico-epidérmico apos
48hs de contato com a base creme sem a adicao de L. salviaefolia.

A figura 29 demonstra o composto dérmico-epidérmico apés
48hs de contato com a formulagao creme incorporada de fragédo acetato
de etila de L. salviaefolia.

A figura 30 mostra o composto dérmico-epidérmico apoéds
48hs de contato com a base xampu sem a adicao de L. salviaefolia.

A figura 31 revela o composto dérmico-epidérmico apds
48hs de contato com a formulagcao xampu com incorporada com fracao

de acetato de etila de L. salviaefolia.
A figura 32 apresenta a viabilidade celular através do

estudo de citoxicidade em cultura de queratinécitos humanos da fracéo

de acetato de etila de L. salviaefolia, em diferentes concentracoes
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(0,0125 %, 0,025 %, 0,05 %, 0,1 %, ¢ 0,2 %) e diferentes tempos de

contato (0,5Sh, 1h, 2hs, 6hs, 24hs e 48hs).

DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se aos extratos de folhas de
Lippia salviaefolia Cham., suas fragées ativas, composi¢oes
farmacéuticas e/ou cosmeéticas e seu uso como antimicrobiano natural

(conservante).

Em uma primeira realizacdo o presente pedido destina-se
aos extratos de folhas de Lippia salviaefolia Cham., tais como, extratos
hidroalcodlico, diclorometano, acetato de etila e/ou cloroférmico.
Preferencialmente, o presente pedido destina-se aos extratos de acetato

de etila e a cloroférmica da L. salviaefolia.

As fragdées ativas caracterizam-se por conter o0s
componentes ativos, por exemplo, flavonoides totais e fenédis totais, em
particular, os ativos contidos, nas fragdbes da presente invencao,
referem-se aos 4’,5-dihidroxi-7-metoxi-flavonona, a naringenina e o

apiflorol.

Em uma segunda realizacao, o pedido de patente prové
formulagoes cosmeéticas e/ou farmacéuticas contendo os ditos extratos
e/ou suas fracoes ativas. De forma geral, as formulacoes referem-se as
emulsoes, géis, cremes, pomadas, solucdes, porém, nao se limitando a
estes. Em particular, as formulacoes da presente invencao tratam de

cremes, xampus € géis.
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As composi¢oes creme podem ser elaboradas com cera
auto-emulsionante e/ou tensoativo, por exemplo, estearatos de
poliglicerila, alcool cetoestearilico, sesquiestearato de metilglicose PEG-
20; opcionalmente, agentes de consisténcia polimérica, tais como, o
monoestearato de glicerila, dispersao de hidroxietilcelulose 2% p/v;
como emoliente, o 6leo mineral, acetato de cetila e/ou alcool de lanolina
acetilado, silicone volatil, 2-octil-dodecanol; como umectante,

propilenoglicol e/ou glicerina; e conservantes, tais como os parabenos.

COMPOSICAO CREME

Emulsoes (Creme) % p/p
Cera auto-emulsionante e/ou tensoativos e

5,0-15,0
agentes de consisténcia
Emolientes 3,0-10,0
Umectantes 1,5-7,5
Extrato da fracdo de. Acetato de etila de L. |
salviaefolia 02
Agente de consisténcia polimérico 0,15-1,0
Esséncia q.s.
Agua destilada q.s.p. 100,00

As composigoes géis podem apresentar em sua composicao
agente de consisténcia poliméricos e/ou gelificantes, por exemplo,
polimeros carbonilicos, hidroxicelulose; agentes acidificantes e/ou
alcalinizantes, como a solucao de hidroxido de sodio a 20% (p/v),

trietanolamina; tensoativos, tais como, alcool cetoestearilico, alcool
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cetilico etoxilado e/ou propoxilado, polidl de éster de acido graxo, como
umectante, tais como, propilenoglicol, sorbitol 70% e/ou glicerina; e

conservantes, tais como, os parabenos.

COMPOSICAO GEL

Gel % p/p
Agente de consisténcia polimérico 0,15-5,0
Umectante 2,0-8,0
Agente acidificante/alcalinizante q.S.
Tensoativo 0,5-3,5
Extrato da fracao de acetato de etila de L.
salviaefolia 02
Esséncia q.s.
Agua destilada  q.s.p. 100,00

A composicao de xampu pode conter em sua formulacao os
tensoativos anidnico, catidnico e/ou anfétero podendo ser primario ou
secundario, tais como, lauril éter sulfato de sédio, lauril sulfato de
trietanolamina, lauril sulfosuccinato dissédico e/ou lauril sulfato de
sodio, dietanolamida de acidos graxos de coco, cocoamido propil
betaina, fosfato 3-oleilico; agente neutralizante como a solucao acida
citrico a 10% (p/v); agente de consisténcia como diestearato de glicol,
solucao de cloreto de sodio 20% (p/v); e conservantes, tais como os

parabenos.

COMPOSICAO XAMPU
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XAMPU % p/p
Tensoativos anidonicos primarios 8,0-40,0
Tensoativos secundarios 3,0-15,0
Umectante 0,5-6,0
Agente acidificante/alcalinizante q.s.
Agente de consisténcia 0,1-5,0

Extrato da fracdo de acetato de etila de L.

0,02
salviaefolia
| Esséncia q.s.
Corante g.s.
Agua destilada
100,00
q-S.p-

Em uma terceira realizacdo a presente invencao refere-se ao
uso desses extratos no preparao de formulacdées cosmeéticas e/ou
farmacéuticas como antimicrobiano e/ou conservante. A atividade
antimicrobiana das fra¢des de Lippia salviaefolia Cham. é indicada para

bactérias Gram-negativas; Gram-positivas, leveduras e fungos (bolor).

Ainda, o sistema conservante, resultante do uso das fracoes
ativas dos extratos de Lippia salviaefolia Cham. apresenta um amplo
espectro de acao, eficacia em extensa faixa de pH, maior
compatibilidade com os demais componentes da formulacdo, minima
interferéncia nas caracteristicas organolépticas (tais como, cor, odor,
sabor, entre outros), ser seguro, atoxico, nao irritante, nem
sensibilizante, adequado coeficiente de particdo 6leo em agua, de modo

a permitir concentragao efetiva em ambas as fases, rapida inativacao



10

15

20

25

22/59

dos contaminantes prevenindo a adaptacdo microbiana, facil

manipulacdo, custo baixo, estabilidade de concentracao.

EXEMPLOS

Para a fixacao da planta Lippia salviaefolia Cham, utilizou-
se F.A.A. [formaldeido 37% (v/v): acido acético glacial: etanol 70% (v/v);
(2:1:1)], armazenada em etanol 70% (v/v).

Para a descrigao histologica, foram realizados cortes a mao
livre, utilizando lamina de barbear. O material foi clarificado em solucao
de hipoclorito de sédio 70% (v/v) e submetido a coloracao diferencial
com azul de alcian 1% (p/v) e fucsina basica 1% (p/v). Cortes
transversais € paradérmicos de limbo foliar e transversais de limbo,
peciolo e caule, foram montados em preparag¢des semi-permanentes, em
glicerina 50% (v/v), com gotas de formalina e analisados em
microscopio 6ptico binocular Coleman.

Na obtencao dos extratos, aquoso e hidroalcodlico, as folhas
foram previamente dessecadas em estufa com temperatura controlada
de 38°C e circulacao de ar por quatro dias, sequencialmente divididas e

pulverizadas em moinho de facas com malha de 1 mm de diametro.

O processo de obtencdo foi realizado por extracao em
Soxhlet para o extrato hidroalcoélico; e decocgao para o extrato aquoso.
Todos os solventes utilizados tanto na extracdo quanto nos
procedimentos cromatograficos eram de grau cromatografico. Pesou-se
cerca de S50 g da planta pulverizada em balanca eletronica,
sequencialmente foram extraidas com etanol PA, até a exaustdo, por
trés dias, a temperatura aproximada de 70°C. O extrato seco foi
concentrado em rota evaporador e posteriormente liofilizado. Com o

residuo da extracao anterior foi realizada uma extragao por decoccéao, a



10

15

20

25

23/59

partir de cerca de 30 g da planta. Os extratos obtidos foram

armazenados, devidamente acondicionados sob refrigeracao.

A partir dos extratos etandlico e aquoso foram feitos testes

iniciais de eficacia como conservantes naturais.

O extrato etandlico foi submetido a particao para verificacao
da fracdo com maior atividade antimicrobiana. Pesou-se 10,45 g do
extrato etanolico liofilizado que foi dissolvido em cerca de 100 mL de
hexano, acondicionado em banho de ultra-som, por 2 minutos e filtrado
em Funil de Buichner sob pressdo reduzida. A técnica foi repetida trés
vezes, obtendo desta forma a fracao hexanica. Em sequéncia, o residuo
desta primeira extracdo, apés filtracao, foi tratado com cloroférmio
empregando-se a mesma técnica da primeira fracdo. Apos obtencao da
fracao cloroférmica, repetiu-se todo o procedimento utilizando como
solvente o acetato de etila para obtencao da fracao de acetato de etila. E
por fim, o residuo da fracdo de acetato de etila foi extraido com n-
butanol empregando a mesma técnica, obtendo a fracdo butandlica.
Para secagem dos extratos utilizou-se evaporador rotatério a vacuo.
Desta forma, obtiveram-se quatro fragoes diferentes a partir do extrato
etanodlico de L. salviaefolia. Todas as fracdes foram concentradas em

rota-evaporador e posteriormente liofilizadas.

Para o fracionamento da fracao de acetato de etila obtida a
partir do extrato total de L. salviaefolia, foram utilizados os seguintes
meétodos cromatograficos: Coluna Cromatografica e Cromatografia em

Camada Delgada (CCD).

Foi realizada inicialmente uma separacao prévia através de
uma coluna cujas caracteristicas da coluna utilizada na separacao

preliminar dos componentes da fragao de acetato de etila (Tabela 1).
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TABELA 1
Fase Estacionaria (FE) ~ Silica PF
Peso de FE (g) 50,0
Peso da amostra (g) 1,0
Diametro (cm) 3,5

Pesou-se 1,0 g da fracao de acetato de etila, proveniente do
extrato total das folhas de Lippia salviaefolia, sendo solubilizada em
metanol e incorporada a uma pequena porcdo de silica
(aproximadamente 0,5 g), posteriormente depositada na parte superior
da coluna para realizar separagcdo. Como fase moével, utilizou-se a
mistura diclorometano: metanol em diferentes proporgcdes conforme
descrito na tabela 2 que mostra a fase moével utilizada na coluna para a
separacao dos componentes da fracdo de acetato de etila de L.
salviaefolia e fragoes obtidas. Todas as extracoes foram realizadas em
duplicata, cada fracdao obtida foi concentrada e liofilizada. Depois de
liofilizada cada fracao foi submetida a avaliacdo de sua atividade

antimicrobiana para identificacdo da fracido com melhor resultado.

TABELA 2
Proporcao Volume utilizado
Fracao obtida
(CH2Cl2 : MeOH) (mL)

10:0 2x100 le2

9:1 2x100 3e4d

8:2 2x100 S5eb

7:3 2x100 7

1:1 2x100 8
0:10 2x100 9

As fracoes obtidas na separacdo preliminar foram

novamente fracionadas através de cromatografia em camada delgada.
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Para tanto foram empregadas placas contendo uma camada de 1 mm de
silica gel PF254. Os sistemas eluentes utilizados eram compostos por
diclorometano e metanol na propor¢do volumétrica de 9:1. Antes de
efetuar a corrida cromatografica a cuba foi previamente saturada com o
proprio sistema eluente.

Para a realizacdo da analise estrutural utilizou-se o
cromatografo a gas equipado com detector de ionizacdo de chama. Os
espectros obtidos foram comparados com bancos de espectros do
proprio aparelho assim como com dados espectrais da literatura.

No estudo da atividade antimicrobiana, os extratos
hidroalcodlico e aquoso, assim como as diferentes fracdoes do extrato
etanolico, foram diluidas em dimetilsufoxido (DMSO): metanol (1:1). As
concentragdes correspondentes sdo expressas em termos de miligramas
(mg) do extrato ou fracdo por mililitros (mL) do solvente.

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada contra
quatro  tipos de  microrganismos: bactérias = Gram-positivo:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538); Gram-negativos: Escherichia coli
(ATCC 10536) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027); e fungo:
Candida albicans (ATCC 10231).

Quanto ao método de difusdo em agar, os organismos
testados foram inoculados em um “slant” de “Trypic Soy Agar” (TSA)
para as bactérias, e “Sabouraud Dextrose Agar” (SDA) para o fungo.
Depois de um periodo de incubac¢ao de 24 h a 32°C para bactéria e 25°C
para o fungo, as culturas foram suspensas em solucao salina estéril e
ajustadas de modo a obter uma leitura turbidimétrica comparavel com
o padrao de McFarland n°® 05. A partir dessas suspensdes microbianas,
1,0 mL foi dissolvido em 4,0 mL de TSA para bactéria e SDA para o
fungo, sequiiencialmente, estes 5 mL resultantes constituiam a segunda

camada da placa de Petri, com uma primeira camada de 10 mL de agar
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sem microrganismo. De modo asséptico, proximo ao fogo, com
ferramentas  apropriadas foram  feitos alguns pogcos com
aproximadamente 6 mm de diametro, onde as fracbes e os extratos
foram depositados para estudo de suas acdes. Em cada placa de Petri
foram feitos 5 pocos: um utilizado como controle negativo, outro para
controle positivo, € os trés restantes para as amostras em triplicada.

Trés concentracdes foram preparadas para o extrato
aquoso, € o extrato etandlico total: 20, 10 e 5 mg/mL. Enquanto duas
concentragoes foram preparadas para as fracoes do extrato etandlico.
40,0 uL de cada solugao (extrato aquoso, extrato etandlico e fracdes)
eram colocadas nos pogos. Em cada placa de Petri existia um poco
contendo uma solugdo de 40 pL DMSO: Metanol (50:50) v/v usado
como controle negativo, € como controle positivo um pog¢o com 20 uL de
uma solucao padrao de (1mg/mlL) de cloranfenicol, (poténcia: 100.000
Ul/ml), para bactérias; nistatina, (poténcia: 100.000 Ul/mlL) para
fungo; e amicacina, (poténcia: 916 ug/mg), para Pseudomonas
aeruginosa. As placas eram incubadas por 24 h a 32°C (bactérias) e por
48 h a 25°C (fungo). Os diametros das zonas de inibicdo resultantes
foram medidos por “Antibiotic Zone Reader — Fisher- Lilly” (mm). Cada
experimento foi repetido ao menos trés vezes. A zona de inibicao
mensurada corresponde a média dos diametros das zonas de inibicao
encontradas.

Os microrganismos testados foram: Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 10536, Candida albicans ATCC
10231, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Aspergillus niger
ATCC16404. A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos que
apresentaram melhores resultados no teste por difusdo em agar foi
realizada através da CMI e visou a selecao dos extratos que foram

incorporados nas formula¢des cosméticas. O ensaio utilizado foi pelo
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método de microdiluicao em meio liquido com técnicas assépticas. Para
maior confiabilidade dos resultados, a determinacdo da CMI dos
extratos selecionados foi avaliada, apds incubagao com temperatura
controlada, por espectrofotometria em microplacas. Esse teste € uma
adaptacao do procedimento de diluicdo em meio liquidos que utiliza
maior volume (10 mL), com os volumes de in6culo, reduzindo amostra e
meio de cultura para 230 pL, possibilitando maior numero de réplicas.
Em uma etapa inicial, foi padronizado e validado o método, o
equipamento utilizado foi o leitor de microplacas LM-LGC fornecendo
precisao de leitura espectrofotométrica.

Em cada poco foram colocados 200 uL descritos a seguir; C:
controle negativo (meio); Cs: controle do solvente (meio, microrganismo
e solvente); Cc: controle de crescimento (meio e microrganismo); C+:
Controle positivo (meio, microrganismo e antimicrobiano de referéncia);
Cext: controle do extrato (meio e extrato); e amostras estudadas nas
concentracoes apropriadas. Para todas essas variaveis sao utilizados no
minino quatro poc¢os de cada microplaca.

Através do estudo em cromatografia gasosa-
espectrofotometro de Massa (CG-EM) foi constatado que os trés
principais compostos majoritarios cujo padrao de fragmentacdo, da
fracao 4 descrita na tabela 2, fora compativel sdo 4’,5-Dihidroxi-7-
metoxi-flavonona, a naringenina, e o apiflorol. Tais valores serviram de
base para comparagdao com o extrato total e as fragdoes ativas da L.
salviaefolia.

As bases -cosméticas utilizadas na presente invencao
envolvem preferencilamente, emulsao (creme), gel e xampu. Foram
preparadas 6 formulacdes testes (2 emulsoes, 2 géis e 2 xampus)
selecionadas a partir do aspecto sensorial através de critério pessoal

(espalhamento adequado na pele, toque sedoso e aspecto). Estas
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formulacoes foram submetidas aos testes preliminares de estabilidade
fisica (centrifugacdo e estresse térmico), € ao teste de estabilidade
acelerada. Ao final destes testes foi eleita uma formulacao de emulsao,
uma de gel e uma de xampu, com as quais se prosseguiu o teste de
eficacia de conservante. As composicoes de cada formulacéao preliminar

estao descritas nas tabelas a seguir:

TABELA 3
EMULSOES (CREME) % p/p
CREME A
Cera auto-emulsionante nao ionica 10,0
Oleo mineral 2,0
Acetato de cetila e alcool de lanolina acetilado 1,0
Silicone volatil 3,0
| Sesquiestearato de metilglicose PEG-20 2,0
Propilenoglicol 5,0
Extrato da fracao de Acetato de etila de L.
salviaefolia 02
| Esséncia q.s.
Agua destilada q.s.p. | 100,00

O procedimento para o preparo do Creme A envolveu o
aquecimento das fases, aquosa e oleosa, separadamente, até a
temperatura de 70-75°C. Ao atingirem este valor, verteu-se a fase
aquosa sobre a oleosa, de forma lenta e constante e com auxilio da
agitacao mecanica (Mixer). Apés a obtencao da emulsdo, homogeneizou-
se até seu resfriamento a 40°C e acrescentaram-se o ciclometicone, a
esséncia e o extrato, previamente diluido em q.s. etanol P.A. O valor de
pH da formulacgao foi corrigido para 6,0-6,5.

TABELA 4
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EMULSOES (CREME) % p/p
CREME B
Alcool cetoestearilico etoxilado 2,0
Monoestearato de glicerila 1,0
Acetato de cetila e alcool de lanolina acetilado 1,0
2-octil-dodecanol 4.0
Silicone volatil 0,3
Sesquiestearato de metilglicose PEG-20 2,0
Glicerina 5,0
Hidroxietilcelulose 2% - p/v 20,0
Extrato da fracao de acetato de etila de L.
salviaefolia 02
| Esséncia q-s.
Agua destilada q.s.p. 100,00

Misturou-se, com auxilio da espatula de plastico, o
Hostacerin® SAF e q.s. de agua destilada flexivel. Adicionaram-se a
esséncia € o extrato homogeneizando-se o sistema. O valor de pH da

formulacao foi corrigido para 6,0-6,5.

TABELA S
GEL % p/p
Gel A
| Hidroxietilcelulose 2,0
Propilenoglicol 6,0
Alcool cetilico etoxilado e propoxilado 2,0

‘Extrato da fracao de acetato de etila de L.
0,2
salviaefolia

Esséncia (Cosmetic 258) q.s.

Agua destilada g.s.p. 100,00
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Hidratou-se a hidroxietilcelulose com g.s. de agua destilada
na temperatura de S0°C e agitou-se com espatula de plastico flexivel até
a formacdo do gel. Adicionaram-se o propilenoglicol, a esséncia
(previamente dispersa no Procetyl® AWS) e o extrato, completando-se a
massa do gel com q.s.p. de agua destilada e homogeneizou-se. O valor

de pH da formulagao permaneceu entre 6,0-6,5.

TABELA 6

GEL % p/p

Gel B
Polimero carboxivinilico 0,8
Propilenoglicol | 5,0
Hidroxido de sédio (solugao 20%) pH
6.0 q.s.

| Poliol de éster de acido graxo 0,8

Alcool cetilico etoxilado e propoxilado 2,0
Extrato da fracao de acetato de etila de L.
salviaefolia 02
Esséncia (Cosmetic 35) 0,2
Agua destilada q.s.p. 100,00

O polimero carboxivinilico foi disperso em q.s. de agua
destilada e permaneceu em repouso por 3 h, a fim de completar a
hidratagcao. Apos esse periodo, foi adicionado o propilenoglicol
homogeneizando-se com auxilio de espatula de plastico flexivel. A
esséncia e o Cetiol® HE foram previamente dispersos em Procetyl® AWS
e adicionados a mistura, e posteriormente o extrato homogeneizando-se
o sistema. A formulacao foi pesada, completou-se a massa com agua
destilada e corrigiu-se o valor do pH para 6,0-6,5, com auxilio do

hidréxido de s6dio e homogeneizagao manual.
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TABELA 7
XAMPU % p/p
Xampu A
Lauril éter sulfato de sédio 20,0
Lauril sulfato de trietanolamina 5,0
Dietanolamida de acidos graxos de coco 3,0
Propilenoglicol 5,0
Acido citrico (solugao 10% p/v) pH
6.0 q.s.
Cloreto de sodio (solucao 20% p/v) 0,8
Extrato da fracdao de acetato de etila de L.
salviaefolia 002
Esséncia 0,3
Corante 98,0
Agua destilada
100,00

q.s.p-

Pesaram-se os componentes lauril éter sulfato de sédio,
lauril sulfato de trietanolamina e dietanolamida de acidos graxos e
homogeneizou-se com auxilio de espatula de plastico flexivel.
Adicionaram-se 50 g de agua destilada com agitacido suave.
Acrescentaram-se o corante, a esséncia e o extrato, completou-se a
massa com agua destilada e misturou-se suavemente. Corrigiu-se o
valor do pH para 6,0-6,5 com acido citrico, adicionou-se a solucao de
cloreto de sodio até obter o espessamento adequado {observada
visualmente e caracteristica de um xampu) e homogeneizou-se o

sistema.
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TABELA 8
XAMPU % p/p
Xampu B
Lauril sulfosuccinato dissodico e lauril sulfato
de sédio 100
Lauril éter sulfato de sodio 5,0
Diestearatoglicol, tensoativo aniénico e
anfotero b
Cocoamido propil betaina 8,0
Fosfato 3-oleilico 0,5
Hidréxido de sodio pH
q.s
6,0
Cloreto de sédio (solucao 20% p/v) q.s.
Extrato da fracao de acetato de etila de L.
salviaefolia 002
Perfume q.s.
Agua destilada
100,00
q.S.p.

Pesou-se o lauril sulfossuccinato dissédico, o lauril sulfato
de sodio (Genapol® SSB), o lauril sulfato de sédio (Genapol® LSS), o
diestearato glicol (Genapol® EGL), a cocoamidopropil betaina (Dehyton®
KB) e o fosfato 3- oleilico (Hostaphat® 0-300) e homogenizou-se
suavemente com auxilio de espatula de plastico flexivel. Foram
incorporados a formulacdo, q.s. de agua destilada, a esséncia e o
extrato, completou-se o volume com agua destilada e misturou-se
suavemente com a mesma agitagao. Corrigiu-se o valor do pH para 6,0-

6,5 com hidroxido de sédio e adicionou-se a solugao de cloreto de sodio,
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até alcangar espessamento adequado (observada visualmente e
caracteristica de um xampu) e homogeneizou-se o sistema.

Todas as pré-formulacdes cosméticas foram submetidas a
estudo de estabilidade acelerada. Assim, com o intuito de avaliar
criteriosamente a atividade conservante dos extratos da L. salviaefolia
nas pré-formulagées cosméticas descritas acima, estas foram
submetidas a condigoes drasticas "Stress test". Antes de iniciar o
estudo de estabilidade o produto foi submetido ao teste de centrifugacao
€ ao estresse térmico.

Na centrifugacao, dez gramas das formulagées (creme A e
creme B) foram submetidas a ciclos de rotacao de 1000, 2500 e 3500
rpm em centrifuga, durante quinze minutos para cada velocidade.

As amostras (Creme A € B e Xampu A e B) foram colocadas
em banho-maria termostatizado, entre 40 e 80°C. Realizou-se a
elevacao da temperatura de 10 em 10°C, mantendo por 30 minutos em
cada valor. Foram avaliadas as amostras ao término do teste (80°C),
apds as mesmas retornarem a temperatura ambiente (22,0 £ 2,0°C).

Apbés 24 horas de preparo, considerado como ti (tempo
inicial), as formulac¢ées escolhidas, creme A e B, gel A e B € xampu A e
B, foram submetidas as seguintes condicdes e periodos de avaliacao:

No armazenamento, as formulacdées foram mantidas a
temperatura ambiente (22,0 + 2,0°C), durante 14 dias, sendo avaliadas
no 3°, 7° e 14° dias.

O produto foi exposto a luz solar de forma indireta e nao
diretamente ao sol. Pois a luz solar direta pode alterar
significativamente a cor e o odor do produto e levar a degradacao de
componentes da formulacéo.

As preparagoes foram submetidas a temperatura de 45,0

2,0°C em estufa, durante 14 dias, sendo avaliadas no 1°, 3°, 7° e 14°
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dias. Ainda, as formulag¢oes foram submetidas a ciclos de congelamento
(-10,0 £ 2,0°C) por 24 horas em freezer, seguido de descongelamento e
aquecimento em estufa (50,0 £ 2,0°C) por 24 horas, completando-se
dessa forma um ciclo. As amostras foram submetidas a seis ciclos,
sendo avaliadas no 3° (6° dia) e 6° ciclos (12° dia).

Também, as formulag¢des foram mantidas a temperatura de
-10,0 £ 2,0°C em freezer, durante 14 dias e avaliadas no 7° e 14° dias. A
avaliacao ainda se deu em refrigerador onde as formulacoes foram
mantidas em (6,0 = 2,0 °C), durante 14 dias e avaliados no 3°, 7° € 14°
dias.

Apés 24 horas do preparo (ti), cada formulacao foi avaliada
quanto as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), valor de
pH e de viscosidade aparente. Os resultados obtidos em ti foram
considerados como referéncia para comparacao com as demais leituras
das amostras, em todas as condicoes, durante o Teste de Estabilidade
Acelerada.

Os microrganismos desafiantes utilizados na validagao e no
teste de eficacia de conservantes foram: Escherichia coli (ATCC 10536),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC
6548), Burkholderia cepacia IAL 1834 ATCC (17759}, Candida albicans
(ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC 16404).

A escolha da condicao de inativacao do sistema conservante
tem como objetivo validar o método usado no teste de eficacia do
sistema conservante. A confiabilidade do método usado no teste de
eficacia de conservante depende da sua capacidade em evitar a
interferéncia do  sistema conservante no crescimento dos
microrganismos.

Para a escolha de condicao de neutralizacao ou inativacéao

do sistema conservante, o estudo foi conduzido com as formulacoes de
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creme A, Gel B e Xampu B. Esses produtos foram preparados em
condi¢goes assépticas e considerados como a amostra-teste. Como
controle da viabilidade dos microrganismos utilizou-se solucéao salina
0,9% (p/v).-

As amostras do Creme A, Gel B e Xampu B foram avaliadas

quanto a eficacia do sistema conservante. O teste de desafio foi

executado para cada um dos microorganismos acima mencionados.

Aproximadamente 20g de cada amostra teste foi inoculada
com um dos microrganismos desafiantes em cerca de 105 a 106 UFC/g,
proveniente da suspensao previamente padronizada conforme descrito
anteriormente e respeitando-se a relacao entre o volume do inéculo e da
suspensao, para ser menor ou igual a 1% (p/v) do volume da amostra.
Imediatamente ap6s a inoculacdo, foi homogeneizado por um minuto
em agitador e submetido a diluicao seriada e a contagem das coldnias
de microrganismos viaveis (UFC/g), pela técnica de semeadura em
profundidade. Para o procedimento de dilui¢ées decimais empregou-se o
diluente Dey Engley (D/E). Como meio de cultura foi utilizado agar
caseina soja e agar sabouraud-dextrose 4%.

As amostras desafiadas e os controles foram mantidos em
temperatura ambiente no decorrer do teste. A periodicidade de cada
avaliacao do sistema conservante das amostras foi mantida. Ressalta-se
que, para todos os métodos utilizados na avaliacdo da eficacia de
sistema conservante, foram realizados ensaios logo apds a inoculacao
do microrganismo, considerado tempo zero (to).

Para a verificagdo da viabilidade dos microrganismos

durante os testes, realizou-se o mesmo procedimento utilizado para

-amostra, embora empregando solucao salina 0,9 % (p/v), considerado

no ensaio como controle da viabilidade do microrganismo.
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Os tempos para a avaliagao, no presente pedido, foram logo
apd6s a inoculacao e apos 2, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram nomeados,
respectivamente, de to, t2, t7; tia; to1 € tos.

Para a avaliagao da seguranca das formulacoes cosméticas
sem € com incorporagao de L. salviaefolia em estudos histolégicos, os
substitutos cutaneos dermo-epidérmico foram inicialmente fora
preparadas as bases dérmicas. Seqlencialmente foram preparadas
culturas secundarias de queratinécitos sobre as bases dérmicas em
cultivo na interface ar-liquido. A derme foi preparada com 2 x 2 cm? e
mantida em PBS (Phosphate Buffered Saline — Solucao Salina Fosfato
Tamponada), foi colocado um anel sobre a derme para semear os
queratindcitos em alta densidade, deixando “overnight” para retirar o
anel. No sétimo dia o conjunto foi passado para o sistema de rede em
placas de seis pogos. As culturas foram mantidas em estufa de cultivo
com atmosfera de CO2 a 5%, a temperatura constante de 37°C, sendo
que em cada poco continham 3 mL de KGM (Keratinocyte Growth
Medium), o meio de cultivo foi trocado a cada dois dias até o 14° dia e
diariamente até o 21° dia. Para inicio do teste de avaliagdo de seguranca
todo meio foi aspirado e, com o auxilio de uma seringa de insulina de 1
mL, colocou-se 1 gota (cerca de 20-30 uL) de cada amostra (gel, creme e
Xampu sem € com a incorporacgao de L. salviaefolia) sobre os compostos
cultivados na interfase ar-liquido, em uniplicata, mantendo um poco
como controle sem a adicdo de amostra.

Depois de adicionado as amostras nos compostos cultivados
na interfase ar-liquido, os sistemas foram mantidos por 24 horas ou 48
horas no meio de cultivo. O sistema dermo-epidérmico foi lavado 3 vezes
com PBS e transferido, com o auxilio de uma pinga e agulha, para um
papel de filtro. Sequencialmente o sistema foi tratado e fixado, para

microscopia Optica, por 24-72 horas, em geladeira, com
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paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao cacodilato de sodio pH 7,2. Foi
lavado novamente trés vezes com PBS e deixado em alcool 70% na
geladeira. A analise da morfologia da pele humana, sistema dermo-
epirdérmico, foi feita em microscépio éptico, com aumento de 1000
vezes (microscopio Labophot — Nikon).

Preparou-se solucao estoque na concentracdo de 2 mg/mL,
solubilizando-se o extrato seco de acetato de etila de L. salviaefolia em
polietilenoglicol 400 (PEG 400). Os queratinécitos HK186 em baixa
densidade (com camada de sustentacio) formada por Fibroblastos CCl-
92 previamente irradiados com 60 Gy, na passagem PO foram
amplificados para uma garrafa de 75 cm? em meio KGM. A partir de
cultura primaria, apos atingir a quantidade de células necessarias,
foram tripsinizados e semeados a 50.000 células/pogo de HK186 em
duas placas “multiwell” de 96 pocos. Apds 24 horas foram adicionados
100 pL das diluicdes seriadas necessarias da solucao mae de L.
salviaefolia em PEG para atingir as concentracoes de 2%, 1%, 0,5%,
0,25% e 0,125% (p/v) da fracao de acetato de etila do extrato de L.
salviaefolia em meio KGM, recém preparado e previamente esterilizado
por filtracao, em triplicatas.

As amostras foram mantidas em contato com essa solucéo
de L. salviaefolia por 2, 6, 24 e 48 horas. Foi feito também um controle
sem tratamento, onde foi adicionado o meio de cultura KGM em 11
replicas e mantidas em incubacdo até o fim de teste (48 horas). E a
avaliacao da interferéncia do solvente: apés o periodo de incubacao o
meio de cultura foi trocado por meio KGM, contendo quantidades
crescentes do solvente 0%, 5%, 1%, 2%, a serem testados € entdo a
placa foi novamente incubada nos intervalos de tempo de 2, 6, 24 € 48
horas, para o intervalo de tempo 2 horas foram utilizadas apenas as

concentracoes de 2% e 1%, ou seja, reproduzindo as condi¢des mais
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drasticas do teste de viabilidade celular para L. salviaefolia. Apos estes
periodos pré-estabelecidos de contato, trocou-se o meio de cultura por
KGM e as amostras foram mantidas até o final do teste, 2 dias, sendo
entao submetidas a coloragdo por rodamina (avaliacdo qualitativa) e
MTS (avaliagdo quantitativa) para verificacdo da viabilidade celular.

Apo6s 48 horas, as solucgdes, contidas nos pocos, foram
aspiradas e adicionaram-se aliquotas de 120 uL da solucdo MTS/PMS
em KGM em todos os pocos da placa, que foi imediatamente
acondicionada em estufa de atmosfera controlada a 37°C, com 5% de
CO2 e 95% de umidade relativa, por 2 horas. Decorrido este periodo
inicial, foi realizada a primeira medida de absorbancia, a 490 nm, em
espectrofotometro de placa de ELISA acoplado a impressora. Incubou-se
novamente a placa e tomaram-se mais trés leituras, com intervalo de 1
hora.

Com o intuito de se quantificar a proliferacao das células,
aplicou-se 0 método colorimétrico intitulado Cell Titer 96°.

Para preparagao das solucdées de MTS/PMS em KGM:
solucoes de MTS e PMS foram descongeladas em banho termostatizado,
a 37°C, por 10 minutos. Na preparacido foi utilizado transferiu-se
15,873% de MTS, para um tubo de fundo cénico contendo 83,333% de
meio de cultura celular (KGM). Em seguida adicionou-se 0,794% de
PMS agitando a solugao vigorosamente.

Os extratos hidroalcodlico e aquoso foram obtidos apés
constatacdo da ineficiéncia do extrato aquoso como agente
antimicrobiano, e acdo do extrato hidroalcodlico foi feita a particao
extrato hidroalcodlico para obtencdo das fracdes e estudo de suas
atividades antimicrobianas, com o intuito de identificar a fracdo com
melhor atividade antimicrobiana. Nas tabelas 9 e 10 sao descritos o

peso seco e rendimento de cada extrato e fracoes.
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A tabela 9 refere-se ao rendimento dos extratos aquoso e

hidroalcodlico obtidos da L. salviaefolia

TABELA 9

Rendimento dos extratos aquoso e hidroalcodlico de L. salviaefolia

Extrato Massa (g) Rendimento % (p/p)
Aquoso 2,10 7
hidroalcoélico 15,40 30,8

A tabela 10 mostra o rendimento das fracées obtidas a

partir da particdo do extrato hidroalcodlico de L. salviaefolia.

TABELA 10

Rendimento das fracoes do extrato hidroalcoélico de L. salviaefolia

Fracao Massa (g) Rendimento % (p/p)
Hexanica 0,45 4,31
Cloroférmica 2,21 21,19
Acetato de Etila 4,32 41,34
Butanoélica 0,24 2,30

A fracao que apresenta maior rendimento é a fracdo de

acetato de etila, com um rendimento de 41,34% (tabela 10).
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Apods a particao e estudo da atividade antimicrobiana por
meio de difusdo das fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
butanolica. Constatou-se que fracoes ativas mais eficazes sdo: a fracao
de acetato de etila e a fragdo cloroférmica. Feita uma analise em CCD,
verificou-se que as fragdes cloroformica e de acetato de etila tem
composigao parecida. Devido ao fato de terem composicao parecida e ao
CMI das duas fragdes serem parecidos, a fracdo de acetato de etila, por
ter maior massa, melhor rendimento e apresentar melhor facilidade de

manuseio, devido a menor concentragcao de compostos graxos.

A partir da extragdao em coluna cromatografica da fracao de
acetato de etila obtemos as fracgoes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ¢ 9. Cada uma
dessas fracoes foi submetida ao estudo de atividade antimicrobiana a
1,0 mg/mL frente a S. aureus, microrganismo mais sensivel aos testes
de atividade antimicrobiana. Possibilitando a identificacdao das fracoes
com atividade antimicrobiana consideravel e consequente de maior
interesse para o estudo em questdo. Sendo as fragcées 3 e 4 que

apresentaram melhor atividade antimicrobiana.

A analise em CCD foi realizada como um “screening”,
possibilitando identificacdo das fracées que apresentam os compostos
majoritarios. Verificou-se que os compostos majoritarios estdo nas
fracoes 3 e 4. Assim como as melhores atividades antimicrobianas. A

analise constitucional foi realizada pelo CG-EM.

A analise estrutural foi realizada apenas para as fracées

mais purificadas e com maior atividade antimicrobiana, pois nestas
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fracoes estdo presentes componentes de interesse, com maior atividade
microbiana. Devido a semelhanca de composicao entre as fragoes 3 e 4,
observada em CCD, somente a fracao 4 foi submetida a analise
estrutural por CG-EM. A analise por CG-EM da fracao 4 obtida com os
procedimentos de separagdo revelou a presenca de flavononas. Os trés

principais compostos majoritarios cujo padrdao de fragmentacido é

compativel sao 4’,5-Dihidroxi-7-metoxi-flavonona (tempo de retencao
17,032), a naringenina (tempo de reten¢ao= 17,537 min.), e o apiflorol

(tempo de retencao = 17,988).

Utilizou-se um “screening” inicial para verificacdo das
fracoes e extratos com atividade antimicrobiana. Os resultados da
atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar dos extratos
aquosos etanolicos e das fragdes do extrato etandlico estao presentes na
tabela 11. Observou-se que o extrato etandlico mostrou boa atividade
antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, e C. albicans. Os diametros das
areas de inibicdo mensurados, referentes aos extratos estudados

ficaram entre 13,3 - 1,3 mm dependendo do microrganismo estudado.

A tabela 11 mostra a atividade antimicrobiana mensurada
pelo diametro de inibicdo do crescimento, dos extratos de L. salviaefolia
e fragcoes pelo método de difusdo em agar. Sendo i: inativo; ---: teste nao
realizado; EE: extrato etanélico de L. salviaefolia, EAq: extrato aquoso
de L. salviaefolia, Fr.H.: fracdo hexanica; Fr.CHCl3: fracdo de
cloroférmio; Fr.Ac.Et.: fracdo de acetato de etila; Fr.ButOH.: fracao

butanodlica.
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TABELA 11

Método e difusao em agar, diametro do halo de inibicao (mm) dos

extratos e fracoes de L. salviaefolia

P.
S. E. C.
Amostras aeruginos
aureus coli albicans
a
EE (20 mg/mL) 10,9+0,68 11,3+£0,77 5,5+0,66 1
EE (10 mg/mL) 9,1+0,34 8,4 £ 0,57 3,5+1,05 I
EE (5 mg/mL) 7,3 £ 0,09 6,9 + 0,08 1,3+0,94 I
EAq (20 mg/mlL) i 1 1 I
Fr.H. (10 mg/mlL) i i i I
Fr.CHCIs. (10
10,8 +0,33 13,3+0,68 3,4+0,43 I
mg/mlL)
Fr.CHCls. (5
9,1 0,34 12,7 +0,68 2,9 £ 0,09 I
mg/mL)
Fr.Ac.Et. (10 10,7 £ 0O,
10,7+ 0,52 2,4 +£0,05 I
mg/mL) 47
Fr.Ac.Et. (5
8,3+0,38 8,3+0,38 1,7 £ 0,25 I
mg/mL)
Fr.ButOH. (10
1 i i I
mg/mL)
18,25 + 15,87 £
Cloranfenicol - -
1,55 0,89
21,11
Nistatina --- - ---
1,71
Amicacina --- --- --- 17,7+ 1,8

As fracdes hexanica e butandlica apresentaram pouca

atividade frente  aos microrganismos testados. Entretanto, o uso das
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fracoes cloroformicas e de acetato de etila foram efetivas, o que
corrobora uma boa atividade antimicrobiana frente S. aureus, E. coli e

C. albicans, entre outras.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 11,
pode-se notar que os valores referentes as zonas de inibicdo para a
fracao de acetato de etila estao bem proximos daqueles apresentados
pela fracao cloroférmica, sendo- que os valores das zonas de inibicéo
para fracao de acetato de etila sao levemente menores do que os valores

correspondentes a fracao cloroférmica.

A atividade antimicrobiana do extrato aquoso, do extrato
etanolico total e das fracoes de L. salviaefolia foi testada pelo método de
difusdo em agar contra quatro microrganismos: um Gram-positivo (S.
aureus), dois Gram-negativos (E. coli e P. aeruginosa) e um fungo (C.
albicans). Os resultados demonstraram consideravel atividade
antimicrobiana para o extrato etandlico total e para as fracoes

cloroformica e de acetato de etila.

Os extratos de L. salviaefolia mostrados aqui no presente
pedido relatam ser um ativo funcional em dosagens menores aquelas
apresentadas no estado da técnica referente ao método de difusao. Logo
o método de difusao em agar foi utilizado apenas como um “screening”
para encontrarmos as fracées ativas. O CMI do extrato total como das
suas fracoes de L. salviaefolia foi determinado pelo método de

microdiluicdo.
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Os resultados referentes a determinacdao da CMI confirmam
os resultados apresentados pelo teste de difusao em agar. As fracoes
hexanica e butandlica sao inativas. Porém como se pode observar na
tabela 8, o extrato total, fracdo cloroférmica, fracao de acetato de etila, e
as fracoes 3 e 4 provenientes da fracao de acetato de etila foram ativas
frente S. aureus, E. coli, C. albicans e A. niger. Por outro lado, somente
as fracoes cloroformica e a de acetato de etila foram ativas frente a P.

aeruginosa.

Na tabela 12 as concentragdées minina inibitérias (CMI) para
naringenina sao apresentadas, para o extrato total de L. salviaefolia;
para as fragoes ativas do extrato total: fracdo de acetato de etila e fracao
cloroférmica; e ainda para as fracoes 3 e 4 derivadas da fracao de
acetato de etila. Como pode ser observado, as fracoes 3 e 4 derivadas da
fracao de acetato de etila, nao apresentaram CMI superior aos da sua
fracao original, tornado injustificavel a purificacdo das fracoes de
acetato de etila e de cloroformio, esse fator pode ser explicado pelo efeito

sinérgico favoravel entre as substancias presentes nos extratos.

A tabela 12 revela a CMI da naringenina, do extrato total e
fracoes da L. salviaefolia pelo método de microdiluicdo, frente a
bactérias e fungos, sendo EE: extrato etanodlico; CHCI3 Fr: Fracao
cloroférmica do extrato etanédlico; Ac.Et.Fr.: Fracao de acetato de etila
do extrato etanodlico; Fr. 3: Fracao 3 da fracao de acetato de etila; Fr. 4:

Fracao 4 da fracado de acetato de etila.

TABELA 12
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Concentracao Minima Inibitoria de L. salviaefolia (CMI mg/mL)

Método de microdiluicao

Naringeni CHCls.
Cepas EE Ac.Et.Fr. Fr. 3 Fr. 4
na Fr
0,125 - 0,125 0,05 - 0,035 - 0,05 - 0,75 -
S. aureus
0,25 - 0,25 0,075 0,05 0,125 0,125
1,0 - 0,75 - 0,75 - 0,75 -
E. coli 1,0-1,5 0,5-0,75
1,5 1,0 0,125 0,125
P. 1,5 -
> 2,0 >2,0 1,5-2,0 > 2,0 > 2,0
aeruginosa 2,0
1,5 - 0,2 - 0,25 - 0,375 -
C. albicans* 1,5-2,0 0,4 -0,75
2,0 0,25 0,375 0,75
1,5 - 1,0 -
A .niger* >2,0 1,25-15 1,5-2,0 1,5-2,0
2,0 1,25

De acordo com a tabela 12, observou-se que, ao realizar o
teste de atividade antimicrobiana da L. salviaefolia, a fracéao
cloroférmica e a fracao de acetato de etila possuem a maior atividade
antimicrobiana, em que -apresentaram um CMI de 0,2% para as

5 Dbactérias e fungos testados.

As fracdoes 3 e 4 provenientes da fracao de acetato de etila
apresentaram CMI préximos, quando comparando entre si (tabela 12).
Esse fato pode ser explicado devido a semelhancga constitucional entre
as fracoes. Porém a CMI apresentada tanto pela fracdo 3 como pela

10 fracédo 4, nao foram mais eficazes que as fracdes de acetato de etila ou a
fracao de cloroformio (tabela 12). Este fato pode ser explicado devido ao
efeito sinérgico apresentado pelos constituintes de cada fracao. Desta
forma, para a L. salviaefolia, a medida que se purifica a fracdo diminui

a atividade antimicrobiana.
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Foram isolados trés compostos majoritarios em CG-EM. Os
trés principais compostos majoritarios cujo padrao de fragmentacao é
compativel sao 4’,5-Dihidroxi-7-metoxi-flavonona, a naringenina, € o
apiflorol. Dentre esses compostos a naringenina € encontrada para
comercializacao. Deste modo estudou-se a atividade antimicrobiana
para naringenina. Verificou-se que a naringenina assim como o extrato
etanolico total da L. salviaefolia (Tabela 12), tem os maiores valores de
CMI encontrados no estudo da atividade antimicrobiana. Para o S.
aureus o CMI da naringenina e do extrato total foram entre 0,125-0,25
mg/mL; para E. coli, CMI entre 1,0 — 1,5mg/mL; para P. aeruginosa >
2,0 mg/mL; para C. albicans entre 1,5 — 2,0 mg/mL; e para A. niger
entre 1,5 - 2,0 mg/mL. Esse fato evidencia que para alcancar os
melhores niveis da atividade antimicrobiana da L. salviaefolia, deve-se
fazer o processo de extracao inicial e a particao do extrato total até que
se consiga obter a fracao cloroférmica e a fragcdo de acetato de etila. A
partir deste ponto se prosseguir a purificacao e isolamento dos
compostos a atividade antimicrobiana tente a diminuir.

A alta eficiéncia da fracao de acetato de etila e da fracao
cloroformica pode ser explicada pelo efeito sinérgico entre todos os
componentes destas fracoes de L. salviaefolia. Este fato pode ser
explicado devido a semelhanca constitucional das duas fragoes
observada no teste de CCD.

A razao para a diferenga entre a sensibilidade de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas se faz devido a diferenca na
constituicao das paredes celulares de cada uma. Bactérias Gram-
negativas tem uma membrana fosfolipidica carreada de componentes
lipopolisacarideos. Isto faz com que a parede celular seja impermeavel a
algumas substancias quimicas antimicrobianas. Por outro lado,

bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis, uma vez que tem uma
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membrana celular constituida apenas por wuma camada de
peptidioglicano, ndo sendo uma barreira de permeabilidade efetiva.
Entretanto, em relacao a estas diferencas de permeabilidade, a L.
salviaefolia se mostrou eficaz tanto para Gram-positivas como para
Gram-negativas, especialmente as fracoes: acetato de etila e
cloroférmica (Tabela 12).

O A. niger normalmente € insensivel a maioria dos extratos
de plantas testados em relagcao a atividade antimicrobiana, € a C.
albicans mostrou-se um fungo de dificil inibicdo. Entretanto como pode
ser observado na tabela 12, tanto a fracao cloroférmica como a fracao
de acetato de etila da L. salviaefolia foi ativa com valores de CMI
consideravel. Ainda, todos os extratos testados de L. salviaefolia
possuiram atividade contra bactérias e fungos, especialmente a fracao
cloroférmica e a fracdo de acetato de etila. Indicando boa atividade
antimicrobiana.

Apés centrifugacao das emulsdes: creme A (CA) e creme B
(CB), nao foi observada coalescéncia ou separacao de fases,
demonstrando estabilidade fisica adequada.

As formulacoes dos cremes A e B mantiveram-se estaveis,
suportando as alteragdes de temperatura a que foram submetidas no
teste de estresse térmico, nao apresentando separagao de fases.

Os resultados quanto as caracteristicas organolépticas,
valores de pH e viscosidade aparente das formulacoes avaliadas
inicialmente e apds exposicao as condi¢oes do teste (geladeira de 4-8°C,
estufa a 45°C; ciclos gela e degela; freezer a -10°C; temperatura
ambiente a 22°C e luz solar) para os cremes A € B, para osgéisAe Be
para os xampus A e B.

A presenca de microrganismos, em determinados niveis e

tipos, em produtos ndo estéreis, pode ser condicdo relacionada a
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deterioracdo do produto, bem como o nao cumprimento das Boas
Praticas de Fabricacao pode, também, conduzir a produgdo com
qualidade sanitaria inadequada. Esse processo pode até ser observado
nos casos em que o substrato oferece condi¢cées minimas necessarias
para o desenvolvimento microbiano. Os contaminantes que sobrevivem
multiplicam-se em meio pobre de fatores nutricionais ou mesmo
adaptam-se em condi¢oes bastante desfavoraveis. A proliferacao de
microrganismos pode provocar alteracdes de diversas naturezas, como
perda do teor da substancia ativa e alterac¢des fisico-quimicas e/ou
organolépticas do produto.

Para cosméticos € permitido nivel limite de microrganismos
viaveis, 0 ensaio consiste na contaminacao proposital da amostra com
microrganismos padrdo e determina-se a carga dos sobreviventes em
periodos pré-estabelecidos durante 28 dias, utilizando-se técnica de
contagem microbiana validada.

Ao se comparar as condi¢coes estudadas observa-se que
somente na condigao 2 foi possivel recuperar todos os microrganismos
(Tabela 13). Esses resultados indicaram que para a enumeracao dos
microrganismos haveria a necessidade de uma diluicado 10! das
formulacées Creme A, Gel B e Xampu B, com diluente Dey Engley
(D/E). Frente a esses resultados para o teste de eficacia de
conservantes, procedeu-se a diluicdo das formulacdes antes
enumeracao ou contagem de microrganismos viaveis, nos periodos
imediatamente apés a inoculacao, apos 2, 7,14, 21 e 28 dias.

A Tabela 13 apresenta os resultados da recuperagao dos
microrganismos nas duas condi¢oes de neutralizagcao, onde o controle =
solugao salina a 0,9% (p/v) estéril; amostra-teste = produto preparado
com conservante, em condi¢coes assépticas e cada algarismo representa

a média do ensaio realizado em cinco réplicas. Observa-se que o
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controle apresentou a recuperacao sempre maior que 70% para todos os
microrganismos, demonstrando a viabilidade dos microrganismos
durante a validacdo e garantindo que as recuperagdes menores que

70% eram devidas a condigdo nao adequada para o crescimento dos

microrganismos.
TABELA 13
Condicao| Microrganismo |Controle| Creme A Gel B | Xampu B
1 P. aeruginosa >70% >70% >70% <70%
E. coli >70% >70% >70% >70%
S. aureus >70% >70% <70% <70%
C. albicans >70% <70% <70% <70%
Burkholderia
‘ >70% >70% >70% <70%
cepacia
A. niger >70% <70% <70% <70%
2 | P. aeruginosa >70% >70% >70% >70%
E. coli >70% >70% >70% >70%
S. aureus >70% >70% >70% >70%
C. albicans >70% >70% >70% >70%
Burkholderia
_ >70% >70% >70% >70%
cepacia
A. niger >70% >70% >70% >70%

Para avaliacao da eficiéncia do sistema conservante, o teste
consiste na contaminagéao de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Candida albicans e
Aspergillus niger em cada amostra e determina-se a carga dos
sobreviventes em periodos pré-estabelecidos durante 28 dias,
utilizando-se técnica de contagem microbiana convencional validada.

Os resultados da avaliacdo da atividade conservante, extrato a 0,2%
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(p/v), nas formula¢des de Creme A, Gel B e Xampu B sdo apresentados
a seguir.

A tabela 14 apresenta a carga de sobreviventes de
Escherichia coli ATCC 10536 (UFC/g ou mL) no teste de eficacia de
conservantes, onde to = contagem imediatamente apds a inoculacéo; tas
= contagem em 48 horas ap0s inoculagéo e t7, ti4, t21 € tog = contagem

em 7, 14, 21 e 28 dias apés inoculacao.

TABELA 14
Intervalos de
to tas t7 tia t21 t2s
tempo/ Amostras
1,7 x
Creme <10 <10 <10 <10 <10
106
2,0x
Gel <10 <10 <10 <10 <10
106
1,8 x
Xampu <10 <10 <10 <10 <10
106
2,1 x 8,4 x 7,5 X 7,6 x 9,0 x 2,0x
Solucao salina
106 105 105 105 105 106

A tabela 15 mostra a carga de sobreviventes de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027(UFC/g ou mL) no teste de eficacia
de conservantes, onde to = contagem imediatamente apds a inoculacao;
tas = contagem em 48 horas apés inoculagdo e t7, ti4, t21 € tog =

contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apds inoculacéao.

TABELA 15
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Intervalos de
to tas t7 tis t21 tas
tempo/Amostras
3,0x
Creme <10 <10 <10 <10 <10
105
2,1 x
Gel <10 <10 <10 <10 <10
106
6,2 x
Xampu <10 <10 <10 <10 <10
105
1,3 x 1,1x 8,6 x 4,4 x
Solucao salina <10 <10
106 106 105 104
A tabela 16 apresenta a carga de sobreviventes de
Staphylococcus aureus ATCC 6538(UFC/g ou mL) no Teste de Eficacia
de Conservantes, onde to = contagem imediatamente apds a inoculacio;
tag = contagem em 48 horas apds inoculacdo e t7, tia, t21 € tog =
contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apos inoculacéo.
TABELA 16
Intervalos de
to tas t7 tia t2:1 tas
tempo/Amostras
4,7 x
Creme <10 <10 <10 <10 <10
105
6,6 x
Gel <10 <10 <10 <10 <10
105
4,1 x
Xampu <10 <10 <10 <10 <10
105
2,5x 7,3 x 5,1 x
Soluciao salina <10 <10 <10
106 104 106
A tabela 17 mostra a carga de sobreviventes de

Burkholderia cepacia ATCC (UFC/g ou mL) no Teste de Eficacia de
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Conservantes, onde to = contagem imediatamente apds a inoculacao; tss

= contagem em 48 horas apés inoculacdo e t7, tia, t21 € tog = contagem

em 7, 14, 21 e 28 dias apods inoculacéo.

TABELA 17
Intervalos de
to tas t7 tia t21 tas
tempo/Amostra
Creme 9,5x 10° <10 <10 <10 <10 <10
Gel 7,8 x 105 <10 <10 <10 <10 <10
Xampu 9,8 x 10> <10 <10 <10 <10 <10
1,4 x 5,8 x
Solucao salina | 2,3 x 106 <10 <10 <10
105 104
5 A tabela 18 revela a carga de sobreviventes de Candida

albicans ATCC 10231(UFC/g ou mL) no Teste de Eficacia de

Conservantes, onde to = contagem imediatamente apds a inoculacao; tss

= contagem em 48 horas apés inoculagéo e t7, ti4, t21 € tog = contagem

em 7, 14, 21 e 28 dias apoés inoculacao.

10 TABELA 18
Intervalos de
to tas t7 tia t21 tas
tempo/Amostra
8,4 x 1,0x
Creme <10 <10 <10 <10
104 104
7,6 X 9,1x 6,0 x
Gel <10 <10 <10
104 103 10!
6,2 x
Xampu <10 <10 <10 <10 <10
104
7,2 x 6,3 x 6,3 x 0,3 x 8,4 x 7,9 x
Solucao salina
104 104 104 104 104 104
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A tabela 19 refere-se a carga de sobreviventes de Aspergillus
niger ATCC 16404 (UFC/g ou mL) no Teste de Eficacia de Conservantes,
onde to = contagem imediatamente apés a inoculacdo; tsgs = contagem

em 48 horas ap6s inoculacao e t7, ti4, t21 € tog = contagem em 7, 14, 21

e 28 dias apoés inoculacao.

TABELA 19
Intervalos de
to tas ty tis t21 t2s
tempo/Amostras
4,1 x 1,4 x 1,7 x 8,0x 5,9 x 9,0 x
Creme
105 105 105 104 104 104
3,8x 1,9 x 1,7 x 1,9 x 2,6 x 1,5x
Gel
105 105 105 105 105 105
4,0 x
Xampu: <10 <10 <10 <10 <10
105
69x | 1,3x | 1,0x | 49x | 46x |92x
Solucao salina
105 105 105 104 104 104

Os testes foram realizados, concomitantemente com solucao
salina a 0,9% (p/v) inoculada com a mesma carga microbiana da
amostra teste, a suspensao foi considerada controle como intuito a
verificacao da viabilidade dos microrganismos desafiantes durante os 28
dias do teste. Nesta condicdo, verificou-se que para as bactérias
Escherichia coli (tabela 14), Pseudomonas aeruginosa (tabela 15},
Staphylococcus aureus (tabela 16) e Burkholderia cepacia (tabela 17)
apresentaram-se viaveis durante todos os testes, assim como para os
fungos Candida albicans e Aspergillus niger que se mantiveram,
também, adequados no decorrer do tempo de avaliacao.

De acordo com os resultados analiticos descritos nas

tabelas 14, 15, 16, 17, 18 e 19 pode-se afirmar que: as amostras de

creme, gel e xampu na concentracao de 0,2% da fracao de acetato de
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etila do extrato etanédlico de L. salviaefolia atendem a especificacao
adotada para as bactérias: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, e Candida albicans.

Apo6s o periodo de contato de 24 horas ou 48 horas, das
amostras com o substituto cutaneo dérmico-epidérmico, corte e
coloragao por hematoxilina-eosina, foi observado o efeito das bases sem
a incorporacao da L. salviaefolia e das formulagées cosméticas com a
incorporacao da L. salviaefolia, na epiderme de cada sistema dérmico-
epidérmico. Avaliando, desta forma, a seguranca de cada formulacao.

Na figura 18 temos o controle chamado de branco 24h em
que nao foi adicionada nenhuma amostra, mas, permaneceu no sistema
de cultivo na interfase ar-liquido durante as 24 horas de teste. Nesta
ilustracao o epitélio se mostrou organizado e reproduzindo a morfologia
esperada para derme e epiderme, com diferenca tintoriais devido ao
amadurecimento celular, podendo ser observado ainda as lamelas de
queratina, constituindo a camada cérnea. Além da observacdo das
camadas intermediaria ou espinhosa e a granulosa.

Na figura 19 consta o estudo histolégico da pele apés o
contato de 24 h com a formulacao base gel, observados em microscopia
optica, revelam a morfologia da epiderme e da derme, apesar da
separacao dermo-epidérmica pode ser observada uma leve toxicidade
devido a leve alteragcao na morfologia da epiderme.

Na figura 20 consta o estudo histolégico da pele apoés o
contato de 24 horas com a formulacao cosmética gel, incorporada com
L. salviaefolia como conservante natural. Neste caso pode-se observar
uma maior toxicidade da formulagao uma vez que houve uma alteracao
significativa na morfologia da epiderme, e morte de grande parte dos
queratinocitos. Constatado devido a impossibilidade de identificacao

destas células como ainda pode-se visualizar na figura 18. Essa maior
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toxicidade quando comparamos o gel sem a incorporacdo da L.
salviaefolia se deve a toxidade inerente ao extrato, porém ¢ importante
resaltar que a propria formulacdo sem a adicdo da L. salviaefolia ja
tinha demonstrado certa toxicidade.

A formulagao creme foi a que apresentou menor toxicidade
mantendo derme e epiderme com caracteristicas morfolégicas normais
apo6s o tempo de contato de 24 h (Figura 21).

Na figura 22 constatou-se a influéncia da formulacao
cosmética creme incorporada com L. salviaefolia, apesar do maior
desprendimento da queratina foi verificada uma baixa toxicidade.
Observando ainda as células de queratinécitos viaveis na epiderme.
Além da manuten¢ao na morfologia da derme e da epiderme.

Na figura 23 constatou-se a toxicidade da formulacao de
xampu mesmo sem a adi¢ao da L. salviaefolia, isso se deve a presenca
de tensoativos, por isso sao empregados, na sua maioria, em produtos
de uso externo e com enxague. Na figura 23 observa a desprendimento
de toda parte cornea de queratina, da epiderme e uma proépria alteracao
estrutural da epiderme principalmente na camada intermediaria, apesar
de ainda ser possivel observar células de queratindcitos viaveis
principalmente préximas as papilas dérmicas na camada basal.

Na figura 24 tem-se o composto dérmico-epidérmico apos
24 h de contato com a formulac¢ao cosmética xampu incorporada com L.
salviaefolia. Os efeitos toxicos sao similares aos efeitos apresentados
pela figura 23 representando a base de xampu sem a adi¢ao da fracao
de acetato de etila do extrato de L. salviaefolia. Na qual se verifica um
desprendimento da camada cérnea e a separacdo dermo-epidérmica,
com alteracao estrutural da epiderme. Caracteristicas evidenciadas pela
toxidade da base do xampu e toxicidade da L. salviaefolia, entretanto

toda a toxicidade constatada nas figuras 23 e 24 nao devem ser



10

15

20

25

56/59

atribuidas somente ao extrato uma vez que a formulacdo sem a o
extrato também se mostrou toxica, provavelmente pela presenca dos
tensoativos na formulacao.

Na figura 25 temos o controle chamado de branco 48 h em
que nao foi adicionada nenhuma amostra, mas, permaneceu no sistema
de cultivo na interfase ar-liquido durante as 48 horas de teste. Nesta
ilustracdo o epitélio se mostrou organizado apesar da separacao da
derme e da epiderme, sendo que na avaliacdo da toxicidade para este
teste nao foi levado em consideracéo a separacdo da derme e epiderme,
pois pode ser um artefato, desta forma a toxicidade foi avaliada
conforme ao aspecto das diferencas morfologicas e diferencas tintoriais
da pele. Na figura 25 podem-se evidenciar diferencas tintoriais, devido
ao amadurecimento celular, podendo ser observado ainda as lamelas de
queratina, constituindo a camada coérnea. Além da observagdo das
camadas intermediaria ou espinhosa e a granulosa.

Na figura 26 tem-se a influéncia da amostra de gel base em
48 horas de contato com o composto dérmo-epidérmico. Nesta
ilustracdo temos a visualizacdo apenas da parte epidérmica em que é
possivel verificar a toxicidade da base gel devido as caracteristicas
morfologicas e tintoriais presentes na epiderme, principalmente na
visualizagao das células de queratinécitos que ficam pouco evidentes e
no desprendimento da parte coérnea.

Na figura 27 verifica-se a toxicidade do gel com L.
salviaefolia em contato com o composto dérmico-epidérmico,
constatando diferenca na morfologia e aspectos tintoriais,
desprendimento da derme e epiderme, desprendimento da camada
superficial da camada coérnea, dificuldade de identificacao de
queratinocitos viaveis. Entretanto € importante ressaltar que nesta

figura temos a toxicidade da formulacdo base associada a toxicidade da
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L. salviaefolia. E quando comparada com a figura 26 nao existem
diferencas significativas. O que sugere que parte da toxicidade deve-se
aos proprios constituintes da formulacao base.

O estudo histolégico por microscopia Optica visando avaliar
a toxicidade das formulac¢oes cosmeéticas de creme por 48 h de contato
esta evidenciado nas figuras 28 e 29.

Na figura 28 consta apenas a influéncia da base da
formulacao sem a adicao da L. salviaefolia e na figura 57 tem-se a
formulacao incorporada com o extrato da planta. Em ambas as figuras
tém-se a visualizagdo apenas da epiderme. Na figura 28 pode visualizar
mais facilmente queratindcitos viaveis.

Enquanto que na figura 29, a presenca das células de
queratinoécitos viaveis nao € tao facilmente detectavel, sugerindo uma
maior toxicidade apresentada pela formulagcdo com a incorporacéao da L.
salviaefolia.

A avaliacao da toxicidade das formulacées de xampu base e
xampu incorporado com L. salviaefolia em composto dérmico-
epidérmico estdo elucidados nas figuras 30 e 31. Verificaram-se
toxidades significativas, em ambas as formulacgoes, devido a diferencas
morfologicas e tintoriais da epiderme.

Na figura 30 evidenciamos a separacdo da derme e da
epiderme além da separacdo da camada cérnea e da camada superficial
na epiderme, adicionalmente a dificuldade em se evidenciar células de
queratinocitos viaveis.

Assim como na figura 30 na figura 31 constata-se a
separacao da derme e epiderme, entretanto a epiderme néao apresentou
grandes alteracoes morfologicas, o que caracteriza um nivel de
toxicidade semelhante entre as formulacdes com e sem a incorporacao

de L. salviaefolia.
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Depois de verificar a interferéncia das formulagoes bases,
sem a incorporacao da L. salviaefolia, fol constatado que mesmo as
bases das formulagdes, principalmente na formulacdao de xampu,
exercem efeito toxico perante as culturas dos substitutos cutaneos
dermo-epidérmico. Desta forma em alguns casos nao se pode afrimar
que tais efeitos toxicos sao devidos exclusivamente a fracao de acetato
de etila da Lippia saviaefolia.

No experimento da citoxicidade em cultura de
queratinocitos humanos a fracao de acetato de etila de L. salviaefolia foi
colocada diretamente sobre os queratinécitos. Desta maneira o teste é
mais sensivel que o teste in vivo ou até mesmo, desta maneira os
resultados sdo expostos com maior seguranca em relacao aos estudos
de toxicidade no composto dérmico-epidermico. Salientando ainda a
relacdo de diversas concentracdes e diferente tempo de contato da
fracdo de acetato de etila da L. salviaefolia em contato com os
queratinocitos humanos.

De acordo com resultados obtidos no teste de citoxicidade
(Figura 32) verificou-se que a L. salviaefolia na concentracdo de 0,2%,
correspondente ao CMI, foi téxica em quase todos os tempos de contato,
exceto com meia hora de contato, em que se observa uma viabilidade
celular de cerca de 90%.

Na concentracao de 0,1% da fracido de acetato de etila da L.
salviaefolia, observou-se citoxicidade nos tempos de 24 e 48 horas.
Entretanto nesta mesma concentracao (0,1%) com 6h.de contato
alcangou uma viabilidade celular de 70%, atingindo seguranca nos
tempos de 2h e meia hora de contato (Figura 32).

Na concentracao de 0,05 % da fracdo de acetato de etila da
L. salviaefolia, com 48 horas de contato demonstrou uma viabilidade

celular de cerca de 70%. Nesta mesma concentracao com 24 e 6 horas
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de contato apresentou viabilidade celular em torno de 80%, atingindo a
faixa de seguranca com meia e 2h de contato (Figura 32).

Ja nas'concentrag()es de 0,025 e 0,0125% de acetato de
etila de L. salviaefolia, apenas em 48 horas de contato observou leve
toxicidade em que a viabilidade celular ficou entre 80 e 90%. Nos
demais tempos de contato testados, mostraram-se seguras (Figura 32),
sugerindo que formulacdes cosméticas de uso externo, contendo até
0,025 % de acetato de etila de L. salviaefolia, podem ser consideradas
seguras.

Deste modo, sugere-se que a fracdo de acetato de etila de L.
salviaefolia na concentracdo do CMI (2,0 mg/mlL), demonstrou ser
citotoxica apenas apos 6 horas de contato, sendo que com 2 horas de
contato atingiu uma viabilidade celular de pouco menos de 30%,
atingindo seguranca e viabilidade celular apenas com meia hora de
contato com perfil semelhante ao controle.

O presente pedido apresenta como perspectiva uma
avaliacao de absorcao para constatacdo de qual concentracdo da L.
salviaefolia entra realmente em contato com os queratinécitos viaveis.
Entretanto, mesmo com a toxicidade determinada a L. salviaefolia pode
ser utilizada como conservante em formulacoes de enxaglie, como no
caso do xampu, onde a legislacdo permite o uso de substancias mais
agressivas. Outro possivel uso para a L. salviaefolia destina-se como
antimicrobiano seletivo. De acordo com a presente inveng¢ao, o CMI para
a fracao de acetato de etila apresenta valores dentro do que limite de
seguranga para S. aureus, com CMI de 0,035 - 0,005 mg/mL; para C.
albicans com CMI de 0,25-0,375 mg/mL e para E. coli com CMI de 0,5 -
0,75 mg/mL.
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REIVINDICACOES

1. EXTRATOS DE FOLHAS DE LIPPIA SALVIAEFOLIA
CHAM., caracterizado pelo fato de compreender extratos hidroalcoédlico,
diclorometano, acetato de etila e/ou cloroférmico.

2. EXTRATOS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato dos extratos compreenderem preferencialmente
os extratos de acetato de etila e/ou cloroféormico.

3. EXTRATOS, de acordo com as reivindicacbes 1 € 2,
caracterizado pelo fato dos extratos compreenderem fracoes ativas.

4, FRACOES ATIVAS, de acordo com as reivindicacdes 1
a 3, caracterizada pelo fato das fracées ativas compreenderem os ativos
escolhidos entre flavonoéides totais e fenéis totais, em particular, os 4’°,5-
dihidroxi-7-metoxi-flavonona, a naringenina, o apiflorol e/ou suas
combinacoes.

5. FRACOES ATIVAS, de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizada pelo fato das fracoes ativas de acetato de etila e/ou
cloroférmica compreenderem CMI de 0,2%.

6. FRACOES ATIVAS, de acordo com as reivindicacdes 1
a 5, caracterizada pelo fato de compreenderem formulacées cosméticas
e/ou farmacéuticas.

7. COMPOSICOES FARMACEUTICAS E/OU
COSMETICAS, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizada pelo fato
das formulacdées compreenderem formas de apresentagido tais como,
emulsoes, géis, cremes, pomadas, solucdes e/ou xampus.

8. COMPOSICOES FARMACEUTICAS E/OU
COSMETICAS, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato
das formulag¢dées compreenderem, preferencialmente, cremes, géis e

xXampus.
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9. COMPOSICOES FARMACEUTICAS E/OU
COSMETICAS, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizada pelo fato
das formulac¢oes cremes compreenderem componentes escolhidos entre
cera auto-emulsionante e/ou tensoativo, por exemplo, estearatos de
poliglicerila, alcool cetoestearilico, sesquiestearato de metilglicose PEG-
20; opcionalmente, agentes de consisténcia polimérica, tais como, o
monoestearato de glicerila, dispersao de hidroxietilcelulose 2% p/v;
como emoliente, o 6leo mineral, acetato de cetila e/ou alcool de lanolina
acetilado, silicone volatil, 2-octil-dodecanol; como umectante,
propilenoglicol e/ou glicerina; e conservantes, tais como os parabenos.

10. COMPOSICOES FARMACEUTICAS E/OU
COSMETICAS, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizada pelo fato
das formulacdes géis compreenderem componentes escolhidos entre
agentes de consisténcia poliméricos e/ou gelificantes, por exemplo,
polimeros carbonilicos, hidroxicelulose; agentes acidificantes e/ou
alcalinizantes, como a solucdo de hidréoxido de soédio a 20% (p/v),
trietanolamina; tensoativos, tais como, alcool cetoestearilico, alcool
cetilico etoxilado e/ou propoxilado, poliél de éster de acido graxo, como
umectante, tais como, propilenoglicol, sorbitol 70% e/ou glicerina; e
conservantes, tais como, os parabenos.

11. COMPOSICOES FARMACEUTICAS E/OU
COSMETICAS, de acordo com a reivindicacédo 8, caracterizada pelo fato
das formulag¢does xampus compreenderem componentes escolhidos entre
tensoativos anidnico, catidnico e/ou anfotero, primario e/ou
secundario, tais como, lauril éter sulfato de sodio, lauril sulfato de
trietanolamina, lauril sulfosuccinato dissddico e/ou lauril sulfato de
sodio, dietanolamida de acidos graxos de coco, cocoamido propil
betaina, fosfato 3-oleilico; agente neutralizante, como a solugao acida

citrico a 10% (p/v); agente de consisténcia como diestearato de glicol,
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solugao de cloreto de so6dio 20% (p/v); e conservantes, tais como os
parabenos.

12. USO DOS EXTRATOS, de acordo com as
reivindicagoes 1 a 11, caracterizado pelo fato de ser para o preparo de
composi¢oes farmacéuticas e/ou cosméticas como antimicrobiano.

13. USO DOS EXTRATOS, de acordo com a reivindicacao
12, caracterizado pelo fato da aplicagdo como antimicrobiano
compreender a utilizagcdo como agente conservante em formulacdes
cosmeéticas e/ou farmacéuticas.

14. USO DOS EXTRATOS, de acordo com as
reivindicagdes 12 e 13, caracterizado pelo fato de ter atividade
antimicrobiana compreender a ag¢do em bactérias Gram-negativas;

Gram-positivas, leveduras e/ou fungos (bolor).
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RESUMO
“EXTRATOS DE LIPPIA SALVIAEFOLIA CHAM., FRACOES ATIVAS,
COMPOSICOES E SEU USO”
A presente invengdo refere-se aos extratos de folhas de
Lippia salviaefolia Cham., suas fracées ativas, composicoes
farmacé€uticas e/ou cosméticas e seu uso como antimicrobiano natural

(conservante).
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