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Resumo

Oleos essenciais com atividade antimicrobiana tém despertado interesse como alternativa terapéutica. Esse
trabalho teve por objetivo identificar a concentracéo inibitéria minima (CIMso) do dleo de melaleuca frente a
trés microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans, com a finalidade de
incorpora-lo em um creme O/A com atividade antimicrobiana e avaliar sua estabilidade preliminar durante
10 dias, utilizando métodos estatisticos para concluir este estudo. A metodologia utilizada foi realizada por
meio de microdiluigao seriada em placa de ELISA estéril. Os microrganismos foram suspensos em solugéo
salina utilizando a escala McFarland (108 para fungo e 102 para bactéria). A CIMso correspondeu a redugéo
em 50% do halo de crescimento na menor concentragao de emulséo de 6leo de melaleuca. Os resultados
obtidos mostraram que as concentragdes minimas inibitérias para os microrganismos avaliados foram 9,0
mg/mL para Staphyloccocus aureus, 4,5 mg/mL para Escherichia coli e 4,5 mg/mL para Candida albicans.
O creme desenvolvido ndo apresentou alteragdes significativas em relagéo a densidade e pH bem como as
caracteristicas fisicas avaliadas. Com os resultados obtidos conclui-se que é promissor o desenvolvimento
de formas farmacéuticas semissolidas com a incorporagao do 6leo de melaleuca como possivel nova

alternativa terapéutica frente aos microrganismos estudados.
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Abstract

Essential oils with antimicrobial activity have aroused researchers’ interest for being a therapeutic alternative
when properly studied. To identify the minimal inhibitory concentration (MICso) of melaleuca oil against three
microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans, when incorporated in O/W
cream to evaluate its preliminary stability for 10 days, using statistical methods to complete this study. The
assay was performed by serial micro-dilution in a sterile ELISA plate. The microorganisms were suspended
in saline solution by using the McFarland scale (10° for fungus and 102 for bacteria). CIMso corresponded to
50% reduction of growth halo in the lowest concentration of melaleuca O/W cream. The minimum inhibitory
concentrations for the evaluated microorganisms were 9.0 mg/mL for Staphylococcus aureus, 4.5 mg/mL
for Escherichia coli and 4.5 mg/mL for Candida albicans. The developed cream did not show significant
changes in density, pH or in its physical characteristics. The obtained results are promising for the
development of pharmaceutical semi solid dosage forms with the incorporation of melaleuca oil as a possible

new therapeutic alternative against the microorganisms studied.

Keywords: Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Candida albicans. Melaleuca oil. Antimicrobial agentes.

Introducgao

Escherichia coli (E. coli) € um dos principais microrganismos causadores de infecgdes hospitalares,
sobretudo infec¢des intestinais e urinarias, em muitos paises. S&o bactérias, em geral, anaerdbicas
facultativas e Gram-negativas. E. coli possui ampla gama de diversidade patogénica, compreendendo cinco
categorias de amostras que causam infecgdo intestinal por diferentes mecanismos e espécies associadas
a meningites, infec¢des extra intestinais e infec¢des urinarias, entretanto, € membro da microbiota intestinal

normal do ser humanot!l.

As infecgdes do trato urinario (ITU) podem ser assintomaticas quando ha apenas colonizagdo (aumento de
numero) de bactérias, denominada de bacteriuria ou sintomatica, de ocorréncia mais comum na populacgéo,
onde se divide de acordo com a localizagdo da infeccdo como: cistite e apresenta disuria, polaciuria,
hematuria e dor suprapubica e lombar e, em pielonefrite, desencadeando sintomas como febre, dor na

lombar e nos flancos, nduseas e vomito, havendo risco de evolugio para sepsel2-3l,

Os estafilococos sdo cocos Gram-positivos que apresentam ampla gama de condigdes ambientais e
consideravel faixa de pH de sobrevivéncia. Sdo comumente encontrados na microbiota humana do tipo
comensal, entretanto, Staphylococcus aureus demonstra ser um patégeno oportunista. Quando instalada a
infeccdo considera-se trés categorias diferentes de doencas: superficiais (infecgdo supurativa em tecidos
moles), profundas (disseminagao sistémica por bacteremia) e toxigénica (sindrome de produgdo de toxinas

por acgio sistémica ou a distancia)l.

Em estudo realizado no hospital universitariol® foram analisadas 512 fichas de notificagdo de infecgao

hospitalar ocorridas ao longo de 2007. Destas infecgbes, 20% correspondiam ao agente causador
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Staphylococcus aureus, 10% Escherichia coli e 9% Candida sp. Staphylococcus aureus dispunha

resisténcia a eritromicina (66,0%), oxacilina (77,3%) e penicilina (84,9%)1.

A candidiase, também conhecida como candidose é uma infecgdo oportunista causada por fungos do
género Candida, sendo o mais conhecido, a espécie Candida albicans. Ela tem sido isolada da boca, trato
gastrointestinal, orofaringe, vagina e pele de individuos sadios. Em maior frequéncia, a candidiase é do tipo
enddgena, por exemplo, doengas cronicas, neoplasias, tuberculose, uso de antibidticos, introdugédo de
sonda, traumatismos, dentre outras em decorréncia da diminuigdo da resisténcia do hospedeiro, tendo
poder invasivo principalmente em pacientes debilitados (antibioticoterapia ou imunossupressores). Em nivel
sistémico é grave e de dificil isolamento a partir do sangue. Atualmente trata-se com nistatina, fuconazol,

anfotercina B por via orall.
Fundamentagao Teoérica

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em relagdo as Praticas Integrativas e
Complementares, as plantas medicinais s&o instrumentos importantes da assisténcia farmacéutica
considerando que em paises em vias de desenvolvimento depende delas na area de Atengao Primaria a
Saude (Atengdo Basica) e nos paises industrializados o uso de produtos da medicina tradicional tem sido
empregado por 70 a 90% da populagdo. No Brasil, cerca de 82% da populagao utiliza produtos a base de

plantas medicinais em cuidados com a satdel”.

Oleos e extratos de plantas ha muito tempo tém servido de base para diversas aplicacées na medicina
popular, entre elas, a produgdo de antissépticos topicosle. O género Melaleuca pertence a familia
Myrtaceae, incluindo, aproximadamente, 100 espécies nativas da Australia e llhas do Oceano indico.
Melaleuca artenifolia (M. artenifolia) é comumente conhecida como “Arvore de cha” (Tea Tree) florescendo
em areas de pantano. Seu 6leo é extraido da planta por hidrodestilagédo (destilagdo por arraste a vapor).
Possui atividade bactericida e fungicida contra diversos patdgenos humanos, sendo utilizados em
formulagdes de uso topicol®l, Apresenta como marcadores fitoquimicos: a-Terpinene, Y-Terpinene e

Terpinen-4-ol 12,

Conforme revisdo de literatural™ realizada para a Melaleuca artenifolia, os estudos iniciais da atividade
antimicrobiana da planta foram com a utilizagédo de Trichomonas vaginalis. Atualmente, possui cerca de 100
componentes, sendo alguns utilizados como marcadores para controle de qualidade e relatados no laudo
de analise emitido por fornecedores como, por exemplo, Terpinen-4-ol, o mais abundante (=30%) e
conhecido no 6leo essencial de melaleuca e que possui maior atividade antimicrobiana, induzindo perda de
membrana e interferindo na integridade e fisiologia bacteriana. Outros componentes como o 1,8 cineol, que
é considerado irritante a pele, aumenta a permeabilidade de membrana, facilitando a entrada de outros

agentes antimicrobianos, sendo descrito como detentor de efeito antimicrobiano marginall'll.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi demonstrar, por meio de teste in vitro, a concentracgéo inibitéria
minima (CIMso) frente aos microrganismos de interesse clinico: uma bactéria Gram-positiva
(Staphylococcus aureus), uma Gram-negativa (Escherichia coli) e um fungo (Candida albicans) para
desenvolver formulagdo de creme mucocutaneo com a incorporagdo de 6leo de melaleuca e determinar

sua estabilidade preliminar.
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Materiais e Métodos

Microrganismos utilizados

Staphylococcus aureus NEWP 0023 (procedéncia: NewProv — Produtos para Laboratério Ltda. — cod PA263
— lote 6550 — microrganismo padréo estabilizado);

Candida albicans NEWP 0031 (procedéncia: NewProv — Produtos para Laboratério Ltda. — cod PA249 —
lote 4785 — microrganismo padrao estabilizado);

Escherichia coli beta lactamase NEWP 0018 (procedéncia: NewProv — Produtos para Laboratério Ltda. —

cod PA254 — lote 4213 — microrganismo padrao estabilizado);

Oleo essencial de Melaleuca fornecido por ENGETEC® R. Comercial S/C Ltda — especificacdes: lote:
FRAJUN/21, INCI name: Melaleuca alternifolia Leaf Oil, CAS number: 68647-79-4, origem: Australia. Obtido
por destilagdo a vapor d’agua da folhagem; indice de refracéo 1,4801; Densidade (20 °C) 0,8990; Cineol
3,73%; a-terpinene 9,80%; a-terpineol 5,95%; vy-terpinene 20,53%; Terpinolene 3,20%;
Limonene: 2,98; a-pinene: 5,15; Terpinen-4-ol 37,20% e p-Cymene 3,86%;

Placa Elisa de fundo arredondado com 96 pogos, agar CLED (Kasvi - lote 092117505), agar Sabouraud-
Dextrose (Oxoid — lote 1729730), agar MacConkey (Kasvi — lote 010919511);

Nistatina 100.000 unidades internacionais — (Ul) / mL (Suspensé&o Oral — Prati-Donaduzzi — medicamento
genérico — lote L18F112);

Enrofloxacino 5% injetavel (Baytril® — Bayer® - lote 001/14);
Caldo Brain Heart Infusion - BHI (Sigma-Aldrich);

Matérias-primas para formulagéo do creme, segundo Internacional Nomenclature of Cosmetic Ingredients
(INCI): Aqua, Cetearyl alcohol, Glycerin, Disodium EDTA, Lactic acid, Ceteareth-20, Glyceryl stearate,
Caprylic/capric triglyceride, Ethylhexyl Palmitate, Isopropyl Myristate, Olea Europaea (Olive) Fruit Oil,
Hydrogenated Vegetable OQOil, BHT, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben,

Isobutylparaben (and) phenoxyethanol, Cyclopentasiloxane, Imidazolidinyl urea.
Preparo dos microrganismos

Foram identificados e isolados de acordo com método de diagnésticos descritos em protocolos e literatura,
seguindo suas caracteristicas ja mencionadas anteriormente. Para crescimento e nutricdo utilizou-se agar
CLED para Staphylococcus aureus, agar MacConkey para Escherichia coli e agar Sabouraud-Dextrose
para Candida albicans pela técnica de esgotamento.

Preparo de solugées

Para o preparo da emulsao utilizou-se 0,8mL do 6leo essencial de melaleuca, 4,2 mL de agua e 0,05 mL

de polisorbato 80 e agitado no vortex por 5 minutos, obtendo-se uma emulsdo com 16% de d6leo de
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melaleuca (144 mg/mL). Para controle da atividade do adjuvante, foi preparada solugao contendo 0,05 mL

de polisorbato 80 em 4,2 mL de agua e agitado no vortex por 5 minutos.
Determinagao da concentragao inibitoria minima (ClMso)

Foi realizada por meio de microdiluigdo seriada em placa de ELISA estéril. Os microrganismos foram

suspensos em solug&o salina utilizando a escala McFarland (108 para fungo e 10° para bactéria).

Na coluna 1, pipetou-se 100 uL de caldo BHI, 100 uyL de emulsdo de dleo de melaleuca e 10uL da

suspensao de Staphylococcus aureus.

Na coluna 2, pipetou-se 100 pL de caldo BHI, 100 yL de emulsdo de 6leo de melaleuca e 10uL da

suspensao de Escherichia coli.

Na coluna 3, pipetou-se 100 pL de caldo BHI, 100 pL de emulsédo de 6leo de melaleuca e 10 uL da

suspensao de Candida albicans.

Na coluna 5, realizou-se o controle positivo. Linha A para Staphylococcus aureus, linha B para Escherichia
coli e linha C Candida albicans, ou seja, pipetou-se 100 pL de caldo BHI e 10 yL de cada microrganismo
em seu respectivo pogo citado. Havendo crescimento, ou seja, formagéo de halo de crescimento no fundo
do pocgo, considera-se como marcador de controle de qualidade do método a fim de verificagdo da

viabilidade de cada microrganismol'3-19],

Ainda nesta coluna, foi realizado o teste de controle de interferéncia de adjuvantes, com a finalidade de
verificar se ha interferéncia do polisorbato 80 na atividade antimicrobiana do éleo essencial de melaleuca.
Para isto, na linha E, pipetou-se 100 pL de caldo BHI, 100 pL de solugao agua + polisorbato 80 e 10 yL da
suspensao de Staphylococcus aureus. Na linha F, repetiu-se o processo, porém trocando o microrganismo

para Escherichia coli e na linha G para Candida albicans.

Na coluna 7, realizou-se o controle de esterilidade do caldo BHI, ou seja, pipetou-se somente 100 uL de
caldo. Havendo auséncia de crescimento de qualquer microrganismo para controle de qualidade do método,

descartando interferentes e contaminagoes.

Na coluna 9, utilizou-se como controle negativo Nistatina e Enrofloxacino, sendo entdo 100 uL de caldo

BHI, 100 pL de cada farmaco e 10 pL de cada microrganismo, seguindo a sequéncia como na coluna 5.

A diluicao seriada foi realizada através de 100 puL do conteldo ao tubo subsequente até o pogo da linha H,

descartando 100 pL finais a fim de igualar os volumes dos pogos.

O procedimento esta indicado a seguir no QUADRO 1.
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QUADRO 1: Esquema da Placa de ELISA apés pipetagem.

Correa, Nicoletti, De Amorim, et al

1 2 3 5 7 9 10
Staphylococcus Escheri_chia Car_rdida Controle + Cont’rqle Controle - Con_trole do
aureus coli albicans estéril Adjuvante
A 8% 8% 8% + 1%} - +
B 4% 4% 4% + - +
C 2% 2% 2% + - +
D 1% 1% 1% + +
E 0,5% 0,5% 0,5% + +
F 0,25% 0,25% 0,25% + +
G 0,125% 0,125% 0,125% + +
H 0,025% 0,025% 0,025%

Fonte: elaborado pelos autores, 2019.

O QUADRO 2 demonstra a diluigdo seriada segundo linha, porcentagem e concentragdo em mg/mL de

emulsao de 6leo de melaleuca.

QUADRO 2: Diluigdo seriada das concentragdes da emulséo de éleo de melaleuca.

Linha Concentragao em % Concentragao em mg/mL
A 8% 72,0
B 4% 36,0
C 2% 18,0
D 1% 9,0
E 0,5% 4,5
F 0,25% 2,25
G 0,125% 1,125
H 0,025% 0,5625

Fonte: elaborado pelos autores, 2019.

Apo6s a finalizagéo da pipetagem, cobriu-se com papel filme e colocou-se na estufa bacteriolégica para
incubagao a 37°C por 48 horas. A CIMso correspondeu a redugdo em 50% do halo de crescimento na menor

concentragido de emulsdo de dleo de melaleuca 131517,
Preparo do creme O/A

O creme foi preparado por meio da adigdo de fase aquosa sobre a oleosa, sob agitacédo, a temperatura
entre 75° a 80°C. As matérias-primas para composigado do creme, bem como, a porcentagem presente e a
funcdo correspondente estao descritas a seguir (QUADRO 3) sendo separadas nas fases A (aquosa) e B

(oleosa) com as respectivas fungdes. A fase C foi adicionada apds o sistema ter sido emulsificado.
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QUADRO 3: Formulagdo do creme com respectivas fases, matérias-primas, porcentual na formulacéo e fungao.

Fase INCI* % Funcao
A Aqua 69,45 Veiculo
A Disodium EDTA 0,10 Sequestrante
A Glycerin 2,50 Umectante
B Cetearyl alcohol 10,00 Espessante
B Ceteareth-20 3,00 Emulsificante
B Glyceryl stearate 2,50 Co-emulsificante
B Caprylic/capric triglyceride 2,50 Emoliente
B Isopropyl Myristate 4,00 Emoliente
B Ethylhexyl Palmitate 2,00 Emoliente e modificador sensorial
B Oﬁj df:;gg:?: d(\?zlal;zail:)rlglto?lm 1,30 Modificador sensorial
B BHT 0,05 Antioxidante
Methylparaben, Ethylparaben,
B Propylparaben, Butylparaben, 1,00 Conservante
Isobutylparaben (and) phenoxyethanol
C Cyclopentasiloxane 1,00 Modificador sensorial
C Imidazolidinyl urea 0,60 Conservante

Fonte: elaborado pelos autores, 2019. *(INCI) = Internacional Nomenclature of Cosmetic Ingredients

A Fase A foi aquecida até 80°C e a Fase B até 75°C. Ao atingirem suas respectivas temperaturas foi vertida
a Fase A sobre a B sob agitagdo de um agitador vertical mecanico por 5 minutos. Foi resfriado em banho
de gelo, sob agitagdo, até atingir a temperatura de 40°C. Apds resfriamento foram adicionados os

componentes da Fase C e realizada a homogeneizagao. Foram preparados 100 g de creme.
Incorporacgao do 6leo de Melaleuca

Incorporagdo realizada pela adigdo do dleo a emulsdo ja finalizada, sob agitagdo continua até

homogeneizagao da mistura. Em seguida, adicionou-se acido latico para ajuste de pH na faixa entre 4,5 e 5,0.
Teste de estabilidade preliminar

Seguindo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISALE, realizou-se o teste de estabilidade

preliminar, que serve como teste de triagem para verificagéo da estabilidade de um produto em um curto prazo.

Para esse procedimento, a amostra manteve-se condicionada em pote de 150 g de Polietileno de Baixa
Densidade (PEBD). Teste de aspecto, cor e odor foram avaliados por meio da verificagdo se houve ou ndo
alteracao das caracteristicas iniciais. A avaliagéo do pH foi realizada em um potencidmetro (pHmetro). Para
densidade, foi utilizado um picnédmetro (com o resultado da diferenga da massa final e a tara do picnémetro,

dividido pela capacidade deste material, chega ao valor da densidade do produto).

Inicialmente, foram anotadas especificagbes com as caracteristicas esperadas para que fossem mantidos
parametros de controle de qualidade durante toda a analise de estabilidade e, em seguida, realizou-se a
leitura inicial ja com o 6leo incorporado, ou seja, as caracteristicas fisicas da emulsdo sem a incorporagéo
do 6leo para serem consideradas como parémetros de controle apds a incorporagéo do 6leo. Apds isso,
dentro do periodo de 10 dias foram feitos ciclos alternados diariamente de estufa (50°C + 2°C) e freezer (-
5°C £ 2°C), com analises fisico-quimicas diarias. Na leitura inicial, no 5° dia e no 10° dia, foram realizados
esfregagos em vidro de relégio com 0,2 g de creme para melhor verificagdo da homogeneidade e formagao
de grumos (QUADRO 4).
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QUADRO 4: Cronograma das condig¢des diarias da amostra.

Dia Condicao da amostra
Leitura inicial Temperatura ambiente
1° dia Estufa
2° dia Freezer
3° dia Estufa
4° dia Freezer
5° dia Estufa
6° dia Freezer
7° dia Estufa
8° dia Freezer
9° dia Estufa
10° dia Freezer

Fonte: elaborado pelos autores, 2019.
Contagem de microrganismos viaveis

Utilizou-se 8,8 mL de solucéo salina estéril e 0,2 mL de polisorbato 80 e 1,0 g de creme, para que pudesse
ser inativado o sistema conservante da formulagdo. Foi homogeneizado com bastdo de vidro estéril e
posteriormente submetido a agitagdo mecanica no vortex por um minuto, resultando em uma diluigao 1:10
(10" g/mL). As sucessivas diluigdes foram empregadas sobre mistura de solucgéo salina estéril e polisorbato
80, transferindo-se 1 mL da mistura anterior, resultando em misturas com concentragao 1:100 (102 g/mL) e
1:1000 (10 g/mL), em duplicatal'¥,

Para analise microbiolégica, as misturas foram semeadas em &agar Sabouraud-Dextrose, CLED e
MacConkey, pela técnica de esgotamento com alga bacterioldgica. Para controle de qualidade do método,
também foi realizado controle negativo para os agares e para semeadura em placa, contendo somente
solugédo salina e polisorbato 80. As placas foram incubadas a 35°C £ 1°C para pesquisa de bactérias e 25°C
+ 1°C para pesquisa de bolores e leveduras. A viabilidade dos agares ja fora testado anteriormente quando
cultivado os devidos microrganismos. A contagem foi realizada com auxilio de lupa eletrénica e em duplicata
para cada diluigdo %29, Os resultados seguem a RDC 481/99, que estabelece o limite maximo da contagem

total de microrganismos aerobicos de 500 UFC/gi21.
Anidlise estatistica

Ap06s arealizagéo dos 10 dias de ciclos alternados, os dados foram tabulados e verificado se houve variagéo
significativa em aspecto, cor e odor como, por exemplo, formagao de grumos ou separagao de fases. Para

pH e densidade, foi aplicado teste estatistico de hipotese (Teste t).

Resultados e Discussao

Concentragao Inibitéria Minima

Tendo controle positivo com presenga de crescimento de cada microrganismo e controle de esterilidade a

auséncia de contaminantes, conclui-se que os resultados abaixo sao fidedignos.
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A determinacéo de CIMsp se da na redugéo do halo em 50%, determinando assim a dose minima para inibir
50% da formacéo de colbdnias. Para este resultado, determina-se por meio da observagdo a olho nu,

comparando a formagé&o de halo entre o controle positivo e os ensaios de diluigdes!'>1217, A seguir, estdo

demonstrados os resultados obtidos em mg/mL para cada microrganismo (TABELA 1).

TABELA 1: Resultados de MICs, em mg/mL de 6leo de melaleuca.

Microrganismo

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Candida albicans

Concentragao

9,0 mg/mL

4,5 mg/mL

4,5 mg/mL

Fonte: elaborado pelos autores, 2019.

Em estudo de atividade antimicrobiana da emuls&o incorporada com o dleo essencial, ndo foi observada

diferencga de resultados quando comparado ao éleo de melaleuca.

Teste de estabilidade preliminar

As TABELAS 2 e 3 mostram os resultados das analises fisico-quimicas ao longo de 10 dias de analise.

TABELA 2: Resultados da estabilidade preliminar da leitura inicial ao 4° dia.

Parametro Especificagoes Leitura inicial 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia
Aspecto Creme N N N N N
Cor Branco N N N N N
Odor Caracteristico N N N N N
pH 45-5,0 4,68 4,67 4,65 4,62 4,57
Densidade (g/cm?®) 0,91-0,99 0,9316 0,9301 0,9318 0,9599 0,9672
Fonte: elaborado pelos autores, 2019. Legenda: N — normal / sem alteragdes.
TABELA 3: Resultados da estabilidade preliminar da leitura do 5° dia ao 10° dia.
Parametro 5° dia 6° dia 7° dia 8° dia 9° dia 10° dia
Aspecto N N N N N N
Cor N N N N N N
Odor N N N N N N
pH 4,65 4,66 4,60 4,67 4,55 4,68
Densidade (g/cm®) 0,9692 0,9798 0,9754 0,9778 0,9798 0,9673

Fonte: elaborado pelos autores, 2019. Legenda: Aspecto: N — Normal/ sem alteragdes / SF- Separagdo de fases / FG —
Formacgéo de grumos. Cor/ odor: N — Normal/ caracteristico / LM — Levemente modificado / M — Modificado / IM —
Intensamente modificado.

Observagoes em vidro de relégio

Leitura inicial (Tempo zero): Aspecto homogéneo caracteristico de emulsdo O/A e sem presenga de grumos.

5° dia: Auséncia de grumos e aspecto caracteristico de emulsdo O/A.

10° dia: Presenga de pouquissimos grumos, mas permanece aspecto caracteristico de emulsdo O/A.

A analise microbioldgica foi realizada ao término da analise de estabilidade preliminar, havendo resultado

inferior a 10 UFC/g para todos os agares (metodologia descrita anteriormente).
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Ap6s o término das analises, os valores de pH e densidade foram tabulados e aplicados média, desvio
padréo e teste de hipoteses (Teste t) a fim de verificar se ha variagdes significativas entre si, ressaltando n

= 11 (leitura inicial ao 10° dia).

A seguir estao representados dos resultados de média, desvio padréo, graus de liberdade e o resultado do
Teste t (TABELA 4).

TABELA 4: Parametros estatisticos para avaliagéo da variagdo de pH e densidade.

Parametro pH Densidade

Média 4,64 0,9609 g/mL

Desvio padrao 0,0452 0,0200 g/mL
Graus de liberdade -1,812 1,812
Teste t -8,333 1,804

Fonte: elaborado pelos autores, 2019.

Os microrganismos demonstraram sensibilidade frente ao 6leo de melaleuca. Entre Escherichia coli e
Candida albicans o resultado foi semelhante, entretanto, o microrganismo Staphylococcus aureus
demonstrou maior resisténcia, sendo necesséario dobrar a dosagem, o que era de se esperar, pois ha

crescente resisténcia desse microrganismo frente a agentes antimicrobianos!22,

Mesmo havendo variacdo na sensibilidade, os resultados sdo positivos como novas possibilidades de
combater estas infecgdes e, neste caso, frente a infecgdes de pele e infecgbes geniturinarias, utilizando o

creme mucocutaneo.

Ja no teste de estabilidade, concluiu-se que o creme com 6leo de melaleuca estd em conformidade segundo
os critérios de avaliagdo do Guia de Estabilidade da ANVISAUS] uma vez que ndo houve alteragbes
significativas no aspecto, cor e odor e ndo houve rejeigdo da hipétese nula, uma vez que terit > tcaic, logo ndo
houve variagdo nos valores obtidos de pH e densidade. O creme também foi considerado aprovado por
conta do resultado ser inferior ao limite estabelecido pela RDC 481/99. Certamente, havera necessidade
em outra etapa do desenvolvimento, a condugao de teste de estabilidade acelerada (duragao de 90 dias) e

teste de prateleira (2 anos).

Conclusao

O ¢6leo de melaleuca mostrou ter atividade antimicrobiana frente aos microrganismos estudados. Na
emulsdo elaborada, de acordo com as condi¢cbes estabelecidas para a realizagdo deste estudo, a
incorporagdo do 6leo de melaleuca foi satisfatéria considerando que a emulsdo permaneceu estavel com
aspecto agradavel para o usuario. Os resultados obtidos mostraram-se promissores para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas semissolidas com a incorporacdo do 6leo de melaleuca como

possivel nova alternativa terapéutica frente aos microrganismos estudados.
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