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AVALIAÇÃO DA ACÃO ANTIMICROBIANA DE FORMULAÇÕES CONTENDO ÓLEOS ESSENCIAIS E PARABENOS
RESUMO:
Este trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana de formulações contendo parabenos (metilparabenos ou propilparabeno) e óleos essenciais  de E. brejoensis (OEEB) ou M. peruiferum (OEMP) contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Inicialmente, foram determinada a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e hemotoxicidade dos óleos. Em seguida, foi realizado um novo teste para diferentes formulações contendo parabenos (metilparabeno ou propilparabeno) e os óleos essenciais (E. brejoensis ou M. peruiferum). Ambos OEs apresentaram baixos valores de CIM para S. aureus. Para as Gram-negativas, os melhores resultados foram para OEMP. Adicionalmente, os óleos apresentaram baixa citotoxicidade (IC50 de 8,66 mg/mL e 6,85 mg/mL para OEMP e OEEB, respectivamente). Nas formulações, as concentração bacteriostática dos parabenos foram bem menores que as usuais. As formulações que continham OEMP foram as mais ativas. Demonstrou-se o potencial do óleo essencial de M. pereiferum como intensificador da ação antimicrobiana de parabenos. Outras pesquisas deverão ser realizadas visando a utilização deste em fitocosméticos. 
Palavras-chave: Eugenia brejoensis,  Myroxylion peruiferum, concentração inibitória mínima, Metilparabeno, Propilparabeno.
EVALUATION OF THE ACTION OF ANTIMICROBIAL FORMULATIONS CONTAINING ESSENTIAL OILS AND PARABENS 
ABSTRACT:
This work aimed to evaluate the antimicrobial activity of formulations containing parabens (methyl parabens or propyl) and essential oils of E. brejoensis (OEEB) or M. peruiferum (OEMP) against Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Initially, we determined the minimum inhibitory concentration (MIC) and hemotoxicity of the oils. Then, different formulations containing parabens (methylparaben/propylparaben) and essential oil (E. brejoensis/M. peruiferum). Both OEs showed low MIC values against S. aureus. For Gram-negative bacteria the best results were found for OEMP. Additionally, the both oils showed low cytotoxicity (IC50 of 8.66 mg/mL and 6.85 mg/mL to OEMP and OEEB, respectively). In the formulations, the MIC of parabens were much smaller than the usual concentration. Formulations containing OEMP were the most active. We highlighted the potential of the essential oil of M. peruiferum as enhancer of the antimicrobial action of parabens, further research should be conducted to use this in phytocosmetic.
Keywords: Eugenia brejoensis, Myroxylion peruiferum, minimum inhibitory concentration, methylparaben, propyl parabens

INTRODUÇÃO:
Segundo a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitária), RDC nº 211, de 14 de julho de 2005, Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes são:

“...preparações constituídas por substâncias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, lábios, órgãos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpá-los, perfumá-los, alterar sua aparência e ou corrigir odores corporais e ou protegê-los ou  mantê-los em bom estado 1”. Os conservantes são usados em cosméticos para aumentar a vida útil, impedir o desenvolvimento de bactérias e fungos que podem causar doenças e prejudicar o aspecto final do produto2. Parabenos, Álcool benzóico, Clorobutamol, Cloreto de benzalcônio, Álcool etílico maior que 60%, Imidazolidinil, uréia, Formaldeído, DMDM Hidantoína, Quartenário-15, Fenoxietenol, Ácido salicílico são exemplos de conservantes utilizados nas formulações cosméticas 3.
Os parabenos são substancias neutras, polares, em forma de pós cristalinos brancos, com elevado ponto de ebulição (+/- 270° C) que agem como conservantes com amplo espectro antimicrobiano contra bactérias e fungos, sendo muito usados em preparações farmacêuticas, cosméticos e alimentos. Os cosméticos mais comuns que levam os parabenso são: perfumes, cremes, loções, água de colônia, desodorantes e antiperspirantes, xampus, tônicos e condicionadores capilares 4. 
A concentração usual varia com o tipo de conservante: para o metilparabeno é em torno de 0,18% e para o propilparabeno é de 0,02% 5 . Há relatos de que os parabenos podem causar reações dermatite de contato em exposições cutâneas, reações alérgicas quando ingeridos6 e pelos riscos de toxicidade e alergia em recém-nascidos 7. Dessa forma a busca de agentes que possam substituir ou aumentar a ação dos parabenos é de extrema importância.

As plantas da flora brasileira apresentam um imenso potencial para a produção de compostos primários e secundários, uma vez que cerca de 16% das 500.000 espécies de plantas que existem no mundo encontram-se na floresta Amazônica 8. Entretanto, a pesquisa de substâncias ativas derivadas de plantas no Brasil, em especial da região Nordeste, ainda é muito incipiente. Reforçando esta idéia, é sabido que produtos naturais derivados de plantas representam mais de 30% do mercado farmacêutico 9, 10,
A caatinga é uma zona fitogeográfica exclusivamente brasileira, de clima seco, apresenta uma variedade de mais de 2.000 espécies entre animais e plantas, sendo sua flora composta de arbustos espinhosos, pequenas árvores e florestas estacionais que perdem suas folhas durante o verão 11. Diversas plantas fazem parte da flora da Caatinga. Neste trabalho destacamos Eugenia brejoensis e Myroxylon peruiferum.

E. brejoensis é uma árvore arbustiva encontrada na região do semiárido da caatinga, nas floresta úmidas mais conhecidas como brejo, endêmica do Nordeste brasileiro. Esta planta pertence ao maior gênero da família Myrtaceae (Gênero Eugenia), que está presente no sul do México, Cuba, Uruguai, Argentina, Brasil, e apresenta-se em número reduzido de espécie  no continente africano. Apresenta como característica morfológica folhas simples com lâmina foliar elíptica ou elíptico-oblongo, com glândulas oleiferas, flores polistêmone 12.

Por sua vez, M. peruiferum, mais conhecida como cabreúva-vermelha ou bálsamo do peru, é uma árvore pertencente à família Fabaceae, presente na América do Sul, principalmente no Brasil 13. Situada desde a floresta latifoliada do Paraná até a caatinga da região Nordeste. É uma planta decídua, heliófita ou esciófita, independente das condições físicas do solo 14. Essa espécie produz um óleo que pode ser extraído por diversos métodos, produzindo bálsamos de características variadas 15. 

Os óleos essenciais são compostos naturais, voláteis e complexos, caracterizados por um forte odor, sendo sintetizados por plantas aromáticas durante o metabolismo secundário e, normalmente, extraídos de plantas encontradas em países quentes, como as do mediterrâneo e dos trópicos, onde representam parte importante da farmacopéia tradicional. 16. Os óleos podem apresentar atividades antissépticas, antimicrobianas, anti-inflamatórias, entre outras 17.
Sabe-se que os óleos aromáticos apresentam propriedades anti-sépticas em diversos graus devido a sua riqueza química em fenóis, aldeídos e álcoois. Dentre as moléculas antibacterianas, as mais potentes são: o carvacrol, o timol, o eugenol, o geraniol, o linalol, o terpineol e o mentol. A química dos óleos essenciais é complexa, mas geralmente os mais ativos apresentam grupamentos álcoois, fenóis, ésteres, ácidos, aldeídos e terpenos. A causticidade e a toxicidade dos óleos essenciais sobre os microrganismos justificam suas ações bactericidas e bacteriostáticas 18. É cediço o efeito antimicrobiano de alguns óleos essenciais devido a sua atividade química sobre as bactérias e, também, podem apresentar efeito sinérgico com algumas outras substâncias antimicrobianas e conservantes, o que aumenta o poder conservante de certos componentes. 19
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ação antimicrobiana de diferentes formulações contendo parabenos (metilparabenos ou propilparabeno) e óleos essenciais (E. brejoensis ou M. peruiferum) contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

MATERIAL E MÉTODO

COLETA DE MATERIAL VEGETAL
As amostras de folhas de E. brejoensis e de M. peruiferum foram coletadas do Parque Nacional do Catimbau (Buíque, Pernambuco, Nordeste do Brasil em Setembro de 2012). A identificação botânica foi feita no Herbário do Instituto de Pesquisa Agronômica de Pernambuco (IPA-PE), Brasil. Os espécimes (vouchers) (IPA 84.033) e (IPA 84.113), respectivamente para E. brejoensis e de M. peruiferum, foram depositados no mesmo herbário.

EXTRAÇÃO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS
Foram pesados 200g do pó da folha triturada e seca. Esta porção foi submetida ao processo de hidrodestilação por aproximadamente 5 horas. Logo após, os óleos extraídos deste processo, foram acondicionados em vidro âmbar e submetidos à refrigeração (temperatura de 4-8°C). A caracterização química dos óleos utilizados foi realizada através de Cromatografia Gasosa (Tabela 1). Oito formulações foram preparadas a partir de soluções de óleos essenciais a 8% e de conservantes a 0,01%, como mostrado na tabela 2.
DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 
As cepas de P. aeruginosa, S. aureus e E. coli foram cultivadas em meio Mueller-Hinton Ágar (MHA) a 37°C por 24h. Após a incubação, foram preparadas suspensões bacterianas em solução salina estéril a 0,9%, até atingirem uma turvação igual a 1 em Escala de McFarland (aproximadamente 3,0 x 108 UFC/mL). Foi preparada uma diluição seriada de cada amostra testada nas proporções mostradas na tabela 2, em placas de microdiluição utilizando o meio Mueller-Hinton Caldo (MHC). Subsequentemente, foram adicionados 10µL da suspensão bacteriana em cada poço, exceto nos poços controle do extrato. A microplaca foi submetida por 24h a uma estufa com temperatura 37°C. Após o cultivo, foram acrescentados 10µL de solução reveladora de resazurina (0,01%) em todos os poços e a placa foi recolocada na estufa por 4h. A Solução de resazurina foi utilizada como um indicador de crescimento: qualquer alteração de cor do púrpura a rosa foi registrado como crescimento bacteriano. A menor concentração em que nenhuma mudança de cor ocorreu foi tomado como o CIM. 
ATIVIDADE HEMOLÍTICA COM ERITRÓCITOS HUMANO
Uma amostra de sangue (5-10ml) foi obtida a partir de voluntários saudáveis, não-fumantes, por punção venosa, após consentimento informado por escrito. Os eritrócitos humanos foram imediatamente isolados a partir de sangue citratado por centrifugação a 1500RPM por 10min. Após a remoção do plasma, os eritrócitos foram lavados três vezes com tampão fosfato-salina (PBS; pH 7,4) e depois uma suspensão de eritrócitos a 1% foi preparada com o mesmo tampão. 

Uma alíquota de 100µL da suspensão de eritrócitos foi misturada a 100µL dos óleos essenciais em várias concentrações (1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml e 0,0625mg/ml). O controle positivo foi realizado utilizando o detergente Tween 20 à 0,05%. Após 60min de incubação à temperatura ambiente, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi usado para medir a absorbância da hemoglobina liberada a 540 nm. A atividade hemolítica foi expressa em relação à ação das saponinas e calculada pela seguinte fórmula:
Atividade hemolítica (%) = [(As- Ab).100]/(Ac-Ab)

Sendo, Ac a absorbância do controle (branco, sem óleo), As a absorbância na presença de óleo e Ab sendo referente a absorbância da solução de Tween 20.

RESULTADOS
Os resultados mostraram que os óleos de M. peruiferum e E. brejoensis apresentam uma boa Concentração Inibitória Mínima para as bactérias gram-negativas P. aeruginosa e E. coli, e para a bactéria gram-positiva S. aureus. O óleo essencial de OEMP se mostrou mais eficiente para as bactérias gram-negativas P. aeruginosa e E. coli (CIM: 0,125% e 1%, respectivamente) do que o óleo essencial de OEEB(CIM de 1% e 2%, respectivamente). Em relação à bactéria gram-positiva (S. aureus), o óleo de E. brejoensis obteve melhor resultado (CIM: 0,0156%) (tabela 3). 

Em relação à atividade hemolitica, os óleos das duas plantas apresentaram baixa toxicidade com IC50 (concentração necessária para causar hemólise de 50% em relação ao controle) de 8,66mg/mL e 6,85mg/mL para M. peruiferum e E. brejoensis, respectivamente. Vale enfatizar que esses valores são em muito superiores aos de CIM observados para todas as bactérias testadas (Tabela 4).
Os óleos de ambas as plantas foram utilizados para sintetizar formulações em contendo metilparabeno e propilparabeno em diferentes proporções, e dessas formulações foi avaliada a atividade antimicrobiana. O maior potencial do óleo de M. peruiferum também foi observado nos ensaios antimicrobianos utilizado às formulações com os parabenos. As formulações F1, F2, F3 e F4 (Tabela 2) apresentaram elevada eficácia inibitória para P. aeruginosa e E. coli, contra nenhuma inibição das formulações contendo OEEB. Dentre as formulações ativas o melhor resultado para E. coli e P. aeruginosa foi observado para a F1, onde uma concentração de  0,063% ou 0,031% do OEEB e  0,00016% ou 0,00008% do metilparabeno foi capaz de inibir o crescimento de E. coli e P. aeroginosa, respectivamente. Deve-se enfatizar que a concentração de metilparabeno utilizada usualmente nas preparações é em torno de 0,18%. Logo a combinação com o óleo de M. peruiferum causou uma enorma potencialização da ação do metilparabeno. 
As formulações contendo OEMP apresentaram também os menores CIM’s para a bactéria gram-postiva S. aureus. Já todas as formulações com OEs de E. brejoensis, seja com metilparabeno ou com propilparabeno, obtiveram o mesmo CIM (Tabela 5), e obtendo melhor resultado em comparação com M. peruiferum nesta situação.
DISCUSSÃO
Os parabenos são conservantes de amplo espectro antimicrobiano, atuando contra bactérias e fungos, que são usados em vários tipos de preparações farmacêuticas. Este trabalho mostra, pela primeira vez, o efeito antimicrobiano de formulações contendo parabenos e os óleos essencias das plantas Eugenia brejoensis e Myroxylion peruiferum. A diminuição do uso dos parabenos (metilparabenos e propilparabeno) com a adição somática dos óleos essenciais pode garantir uma diminuição das reações tóxicas e alérgicas dos produtos que levam esses conservantes 2, 3.
Dos componentes químicos identificados em E. brejoensis foi encontrado β-cariofileno (11,30%), junto com outros constituintes identificados biciclogermacreno (10,38%), δ-cadineno (15,33%), α-muurolol (8,43%), α-cadinol (8,12%) apresentaram atividade bactericida relatada em estudos prévios com o OE, sendo destacado o biciclogermacreno. Também foram relatadas atividades antifúngicas para os constituintes β-cariofileno, α-cadinol e δ-cadineno16.
Os componentes químicos identificados em M. peruiferum foram α-pineno (9,82%), γ-muuroleno (7,13%), espatulenol (16,44%), óxido de cariofileno (6,59%). Atividades fungicidas e bactericidas já são relatadas para os componentes α-pineno, γ-muuroleno, óxido de cariofileno e uma atividade antioxidante para todos os componentes 16. 

O presente estudo demonstra que os óleos essenciais das plantas E. brejoensis e M. peruiferum são agentes antimicrobianos com baixa toxicidade nos eritrócitos humanos. Diferentes combinações destes óleos com os conservantes metilparabeno e propilparabeno apresentaram propriedades inibitórias do crescimento bacteriano para a bactéria gram-positiva S. aureus, e gram-negativas P. aeruginosa e E. coli. Dentre as formulações, as combinações contendo óleo de M. peruiferum apresentaram maior ação antimicrobiana. 
Dada a crescente intenção de diminuir o uso de agentes químicos nas preparações cosméticas, este trabalho estimula novas pesquisas aplicando os óleos de E. brejoensis e M. peruiferum em fitocosméticos. A utilização dos mesmos representa uma importante estratégia de uso sustentável dos recursos naturais da caatinga, com especial importância para o desenvolvimento sócio-econômico do nosso estado. 
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Tabela 1: Caracterização química dos óleos essenciais por Cromatografia Gasosa

	E. brejoensis
	M. peruifeium

	Composto
	Percentual
	Composto
	Percentual

	β-cariofileno
	11,30%
	α-pineno
	9,82%

	biciclogermacreno
	10,38%
	Ƴ-muuroleno
	7,13%

	Ƭ-cadineno
	15,33%
	espatulenol
	16,44%

	α-muurolol
	8,43%
	oxido de cariofileno
	6,59%

	α-cadinol
	8,12%
	
	


Tabela 2: Composição das Formulações contendo óleos essencias e conservantes 
	
	Óleo Essencial
	Conservante
	Proporção

	F1
	OEMP (8%)
	Metilparabeno (0,01%)
	1:1

	F2
	OEMP (8%)
	Metilparabeno (0,01%)
	7:3

	F3
	OEMP (8%)
	Propilparabeno (0,01%)
	1:1

	F4
	OEMP (8%)
	Propilparabeno (0,01%)
	7:3

	F5
	OEEB (8%)
	Metilparabeno (0,01%)
	1:1

	F6
	OEEB (8%)
	Metilparabeno (0,01%)
	7:3

	F7
	OEEB (8%)
	Propilparabeno (0,01%)
	1:1

	F8
	OEEB (8%)
	Propilparabeno (0,01%)
	7:3


Legenda: OEMP = óleo essencial de M. peruiferum; 
    OEEB = Óleo essencial de E. brejoensis
Tabela 3: Determinação da Concentração inibitória mínima dos óleos E. brejoensis e M. peruiferum.
	Bactéria
	M. peruiferum
	E. brejoensis

	P. aeruginosa
	0,13%
	1%

	S. aureus
	>0,0156%
	> 0,0156%

	E. coli
	1%
	2%


 Tabela 4: Atividade hemolítica dos óleos essenciais com eritrócito humano
	Concentração

(mg/mL)
	E. brejoensis
	M. prereuifeium

	
	Atividade (%)
	Atividade (%)

	1
	6,72 ±2,45 
	
	8,51 ±1,93
	

	0,5
	3,46 ± 1,27
	
	3,45 ±0,79
	

	0,25
	3,16 ±0,60
	
	3,17 ±0,83
	

	0,125
	2,50 ±1,04
	
	2,39 ±0,62
	

	0,0625
	0,41 ±0,41
	
	1,17 ±0,22
	


Tabela 5: Determinação da Concentração Inibitória Mínima das formulações contendo óleos com conservantes
	
	P. aeruginosa
	S. aureus
	E. coli  

	F1
	0,063%+0,00016%
	0,063%+0,00016%
	0,031%+0,00008%

	F2
	0,35%+0,00075%
	0,0218%+0,00005%
	0,0218%+0,00005%

	F3
	0,5%+0,00125%
	0,063%+0,00016%
	0,125%+0,00031%

	F4
	0,35%+0,00075%
	0,0109%+0,00002%
	0,175%+0,00038%

	F5
	X
	0,016%+0,00004%
	2%+0,005%

	F6
	X
	0,0109%+0,00002%
	X

	F7
	X
	0,016%+0,00004%
	X

	F8
	X
	0,0109%+0,00002%
	X


