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RESUMO

Sabonetes artesanais sdo comuns em feiras populares de Brasilia. O seu consumo tem
se tornado cada vez maior devido a busca por produtos vendidos sob o apelo de
marketing de produtos naturais e a suas caracteristicas organolépticas atrativas. Apesar
de a legislacdo exigir um responsavel técnico para a manipulacdo de sabonetes,
algumas vezes, a producdo desses produtos de higiene é realizada por artesédos, que
nem sempre estdo familiarizados com os riscos inerentes a manipulacdo de produtos
farmacéuticos. Por este motivo, esses produtos estdo mais susceptiveis a sofrerem
contaminagcdo microbiana. A Farmacopeia Brasileira preconiza alguns ensaios a serem
realizados para determinar a qualidade microbiana destes produtos, pela quantificagdo
de microrganismos viaveis e determinagdo da presenca de patogenos especificos. Os
adjuvantes usados na formulacdo dos produtos de higiene para preservacdo da sua
gualidade microbiana sdo os conservantes. Conservantes sao um importante meio de
limitar o crescimento microbiano em varios tipos de produtos farmacéuticos, porém, o
namero e a concentracdo de compostos quimicos permitidos nesses produtos séo
limitados devido a sua toxicidade e ao seu potencial alergénico. Os conservantes mais
utilizados sdo os parabenos, metildibromoglutaronitrila, fenoxietanol e imidazolidinil
ureia. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiol6gica de 15
sabonetes artesanais e identificar e quantificar alguns dos principais conservantes
utilizados em produtos de higiene, através da determinagdo de microrganismos viaveis,
pesquisa de patdégenos especificos, avaliacdo do pH dos sabonetes e identificacdo e
quantificacdo de alguns conservantes presentes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Os resultados sugerem que, entre os sabonetes analisados, todos possuiam
contagem de bactérias mesofilas totais acima dos limites aceitos nas farmacopeias e
53,3% estavam com carga de bolores e leveduras acima dos limites permitidos. Apesar
de nenhum sabonete indicar a presenca de conservantes em sua composi¢do, as
concentracdes de propilparabeno encontradas estavam maiores que as permitidas pela
ANVISA e foram encontrados valores de pH que podem inativar os parabenos. Assim,
apesar da legislacdo para controlar a manipulacéo de sabonetes artesanais, estes ainda

sdo comercializados com precarias condi¢cdes de qualidade microbioldgica.

Palavras-chave: sabonetes artesanais; qualidade microbiologica; conservantes;

parabenos.



ABSTRACT

Artisanal soaps are common in popular fairs of Brasilia. Its consumption has been
increased due to search for products sold under the marketing appeal of natural products
and their attractive organoleptic characteristics. Although the legislation requires a
technical manager for soaps production, sometimes the production of these hygiene
products is performed by craftsmen, who are not properly familiar with the risks involved
in the handling of pharmaceutical products. Thus, these products are more likely to have
microbial contamination. The Brazilian Pharmacopoeia recommends some tests to be
performed to determine the microbial quality of those cosmetic products, by
guantification of viable microorganisms and determining the presence of specific
pathogens. Preservatives are the adjuvants used in the hygiene products formulation to
preserve their microbial quality. Preservatives are important to limit the microbial growth
in various types of pharmaceutical products. However, the number and concentration of
chemicals allowed to be used as preservative in these products is limited because of its
toxicity and its allergenic potentials. The most commonly used preservatives are
parabens, metildibromoglutaronitrila, phenoxyethanol and imidazolidinyl urea. Thus, the
objective of this study was to evaluate the microbiological quality of 15 artisanal soaps
and identify and quantify some of the main preservatives used in hygiene products,
through the determination of viable microorganisms, search for specific pathogens,
assessment of pH and identification and quantification of preservatives present in the
samples by high performance liquid chromatography. The results suggest that among
the soaps tested, all had total mesophilic bacteria counts above the limits accepted by
the pharmacopoeias and 53.3% were above the permissible limits for yeasts and molds.
Although no soap indicate the presence of preservatives in its composition,
concentrations of propylparaben were found higher than those permitted by ANVISA.
Furthermore, pH values found for the soaps were able to promote the inactivation of the
parabens. Thus, despite legislation to control the manipulation of artisanal soaps, these
are still marketed under precarious conditions of microbiological quality.

Keywords: artisanal soaps; microbiological quality; preservatives; parabens.
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1. INTRODUCAO

1.1 SABONETES: PRODUTOS DE HIGIENE vs COSMETICOS

Segundo a Farmacopeia Brasileira (1), produtos de higiene sé&o produtos para
uso externo, anti-séptico ou ndo, destinado ao asseio ou a desinfeccdo corporal, e
esta definicAo compreende sabonete, xampu, dentifricio, enxaguatério bucal,
desodorante, produto para barbear, entre outros. Ja os cosméticos, por sua vez, sao
produtos para uso externo, destinados a protecdo ou ao embelezamento das
diferentes partes do corpo.

De acordo com a definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA),

produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes sao preparacfes
constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas
diversas partes do corpo humano, como pele, sistema capilar, unhas, labios,
orgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, e
tem como objetivos principais limpa-los, perfumé-los, alterar sua aparéncia,
corrigir odores corporais e protegé-los ou manté-los em bom estado (2).

Esses produtos podem ser classificados em grau |, que sdo aqueles que nao
necessitam de comprovacdo de suas propriedades e nao requerem informacdes
detalhadas quanto ao seu modo de usar e suas restricoes de uso, e grau Il, que séo
0S que exigem comprovacao de seguranca e eficacia, bem como informacbes e
cuidados, modo e restricdes de uso (2).

A resolucéo federal da Food, Drug and Cosmetic (3) inclui a definicdo de
cosméticos nos produtos de higiene, mas exclui os sabonetes da definicdo de
cosmeéticos. Dessa forma, a FDA sO considera um produto com a definicdo de
sabonete quando a maior parte da matéria nao volatil do produto consistir de um sal
alcalino de acidos graxos (sabao). As propriedades detergentes desses sabonetes
devem ser devidas aos sais alcalinos de acidos graxos e, ainda, o produto deve ser
rotulado e vendido apenas como sabdo. Se o produto possuir alguma atividade, por
exemplo, anti-séptica ou hidratante, ele deve ser considerado como um
medicamento ou um cosmético, respectivamente.

Assim, apesar das controvérsias sobre a definicdo dos sabonetes, eles sdo
produtos de higiene pessoal e podem ser classificados em grau | ou Il, de acordo



com a Resolucdo n° 211 da ANVISA (2). Esta classificagdo indica o nivel de risco de
efeitos adversos que cada tipo de produto pode oferecer, considerando sua
formulacao, finalidade e modo de uso. Na categoria de grau | estdo classificados os
sabonetes abrasivos ou esfoliantes mecéanicos, faciais ou corporais, e 0s
desodorantes. Esses produtos oferecem um risco minimo no seu uso. Ja a categoria
de grau Il abrange os sabonetes anti-sépticos, infantis e de uso intimo. Eles
oferecem um risco potencial no uso e necessitam de comprovacdo de seguranca e
eficacia. Os sabonetes de risco grau | necessitam apenas de notificacdo de
producdo na ANVISA, enquanto que os sabonetes de risco grau Il precisam de
registro para producdo (2, 4-6). Dessa forma, sabonetes artesanais podem ser
classificados como grau | ou I, dependendo da finalidade de uso.

Sabonetes artesanais sdo comuns em feiras populares de Brasilia. O seu
consumo tem se tornado cada vez maior devido a busca por produtos vendidos sob
o apelo de marketing de produtos naturais e a suas caracteristicas organolépticas
atrativas, que os transformam, as vezes, em objetos de decoracao de banheiros, ao
mesmo tempo em que sao utilizados como produtos de higiene. Porém, a
manufatura desses produtos vendidos em feiras, algumas vezes, é realizada por
artesdos, que nem sempre estdo familiarizados com os riscos inerentes a
manipulac¢do de produtos farmacéuticos, como os sabonetes.

De acordo com a lei federal ordinaria n° 6.360, de 23 de setembro de 1976,
qgue dispbe sobre a vigilancia sanitaria a que ficam sujeitos os medicamentos, as
drogas, os insumos farmacéuticos e correlatos, os cosméticos, 0s saneantes e
outros produtos, todo estabelecimento que manipule produtos de higiene pessoal
deve conter um responsavel técnico, sob o risco de cometer infracdo grave ou
gravissima (7). Assim, a manipulacdo de sabonetes por profissionais nédo
habilitados, além de caracterizar uma infracdo a lei, proporciona uma exposicao
desnecessaria da populacdo a um risco de saude, principalmente devido ao fato
desses produtores utilizarem de forma indiscriminada, muitas vezes por
desconhecimento, diversos excipientes que podem causar sérios problemas a saude
dos consumidores.

Os excipientes sdo substancias destituidas de poder terapéutico, usadas para
assegurar a estabilidade, a eficacia e as propriedades fisico-quimicas,
farmacolbgicas e organolépticas dos produtos farmacéuticos (8). Porém, alguns

excipientes, como conservantes, fragrancias, emolientes e antioxidantes podem



ocasionar diversas reacfes adversas. As fragrancias sao as principais causadoras
de efeitos adversos em cosméticos, seguidas dos conservantes (9).

Conservantes sdo substancias adicionadas aos produtos de higiene,
cosmeéticos e perfumes com a finalidade de preservéa-los de danos ou deterioracdes
causados por microrganismos durante sua fabricacdo e estocagem, bem como
proteger o consumidor de contaminagéo inadvertida durante o uso do produto (10).
Para isso, eles devem, entre outras caracteristicas, ser estaveis, solliveis e nao

interagirem com os farmacos.

1.2 QUALIDADE MICROBIANA DE PRODUTOS DE HIGIENE E COSMETICOS

Tanto os produtos de higiene quanto 0s cosméticos, assim como alimentos e
medicamentos, podem sofrer contaminagédo microbiana durante a sua manipulacéo,
transporte ou utilizacdo, e esta contaminacdo pode ser por microrganismos
patogénicos ou ndo patogénicos.

Os microrganismos podem alterar propriedades quimicas ou fisicas de um
produto, causando, entre outros problemas, separacdo de fases, descoloracdo ou
mudanca no pH (11). A presenca de agua e componentes organicos na formulacao
favorece a proliferacdo de microrganismos nos produtos.

Para garantir sua qualidade, produtos nédo estéreis devem respeitar um limite
pré-especificado de carga microbiana. Os limites microbianos especificados devem
ser adequados as varias categorias de produtos de modo que reflitam o tipo de
contaminacdo mais provavel durante a fabricacdo, as especificacbes limitrofes
determinadas a cada via de administracdo do produto, e até o risco que o
consumidor final oferece na contribuicdo com a carga microbiana do produto durante
o uso (1).

A ANVISA estabelece os parametros para controle microbiolégico de
cosmeéticos, produtos de higiene pessoal e perfumes e os subdivide em dois tipos: 1)
produtos infantis, para area dos olhos e que entram em contato com mucosas; 2)
demais produtos susceptiveis a contaminacao.

Os critérios de aceitabilidade para qualidade microbiolégica para os dois tipos
de produtos séo: i) auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1 g ou 1 mL de
produto; i) auséncia de Staphlococcus aureus em 1 g ou 1 mL de produto; iii)



auséncia de coliformes totais e fecais em 1 g ou 1 mL de produto; e iv) auséncia de
clostridios sulfito-redutores em 1 g para talcos.

Para o tipo 1 a contagem de microrganismos mesdfilos totais aerdbios néo
pode ser superior a 10? UFC/g ou mL de produto. J& para o tipo 2 esse limite é de
10° UFC/g ou mL de produto (Tabela 1) (12).

Tanto a Farmacopeia Brasileira quanto a Farmacopeia Americana (USP) e a
Europeia determinam os seus limites microbianos a partir de critérios relacionados a
via de administracdo dos produtos. Produtos para uso nasal, auricular, gengival,
cutdneo e em oromucosas devem apresentar contagem de bactérias aerébias totais
menor que 10% UFC/g ou mL de produto e contagem de bolores e leveduras menor
que 10' UFC/g ou mL de produto, considerando o limite maximo de 200 e 20 UFC,
respectivamente. A USP e a Farmacopeia Brasileira determinam, ainda, auséncia de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em 1 g ou mL de produto (1, 13-
14).

Tabela 1- Limites de aceitabilidade de microrganismos em sabonetes.

Limites de aceitabilidade Classificacdo dos sabonetes
Tipo 1 Auséncia de Pseudomonas aeruginosa em
1 g ou 1 mL de produto;
Auséncia de Staphlococcus aureusem 1 g Produtos infantis,
ou 1 mL de produto; Produtos para area dos
Auséncia de coliformes totais e fecais em 1 olhos
g ou 1 mL de produto; Produtos que entram em
Contagem de microrganismos mesofilos contato com mucosas
totais aerébios ndo mais que 10? UFC/g ou
mL
Limite maximo de 5x10? UFC/g ou mL
Tipo 2 Auséncia de Pseudomonas aeruginosa em
1 g ou 1 mL de produto;
Auséncia de Staphlococcus aureus em 1 g Demais produtos
ou 1 mL de produto; susceptiveis a
Auséncia de coliformes totais e fecais em 1 contaminacgéao

g ou 1 mL de produto;

Contagem de microrganismos mesofilos
totais aerébios ndo mais que 10° UFC/g ou
mL

Limite maximo de 5x10° UFC/g ou mL

Fonte: ANVISA, Resolucdo da Diretoria Colegiada 481/1999 (12).



1.3 PRINCIPAIS MICRORGANISMOS CONTAMINANTES DE COSMETICOS

Diversos microrganismos, patogénicos ou nao, podem estar presentes em
formulagbes farmacéuticas. Assim, a Farmacopeia Brasileira (1) preconiza alguns
ensaios a serem realizados para determinar a presenca de microrganismos
especificos. Entre eles estdo Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Echerichia coli, Salmonella sp., Clostridium sp., Candida albicans e bactérias Gram
negativas bile tolerantes. Neste estudo foram realizadas as identificacdes de alguns
destes microrganismos nas amostras, e, assim, esta parte do texto ir4 focar em
informagcbes sobre estes microrganismos, a saber: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli e Salmonella spp.. Normalmente, a agua
e as matérias-primas de origem natural sdo as principais fontes de contaminacdo
microbiana. Pseudomonas aeruginosa € um microrganismo que pode ser
encontrado na agua utilizada para manipular os produtos de higiene. Conversas dos
manipuladores, tosses e espirros podem ser uma fonte de contaminacdo dos
sabonetes por Salmonella spp. e até por Staphylococcus sp., presentes na pele e
narinas de pessoas sadias (15).

1.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram positivos encontrados em fossas
nasais, garganta, intestino e pele (16). Por estarem presentes na garganta, esses
microrganismos podem ser disseminados através da fala e da tosse (17). Os
humanos séo os principais hospedeiros dessa bactéria, mas ela também pode ser
encontrada em animais domésticos e até em gado (18).

Normalmente, numa amostra aleatdria, 20% das pessoas sao portadoras
persistentes desse microrganismo, 60% sao portadoras intermitentes e 0s outros
20% nunca apresentaram colonizacdo por essa bactéria (17-18). A maioria das
pessoas colonizadas ndo desenvolve a doenca, entretanto, a presenca do
Staphylococcus sp. favorece infec¢des posteriores (19). No trabalho realizado por
Gorwitz e colaboradores, foi demonstrado que, nos Estados Unidos, numa pesquisa



nacional realizada entre 2001 e 2004, a prevaléncia de coloniza¢do nasal por S.
aureus no periodo de 2003 a 2004 foi de 28,6% das 9.004 pessoas estudadas (19).
E ainda, Boucher e Corey, em trabalho publicado em 2008, demonstraram que
existiam 400 mil internagBes devido a essa bactéria por ano nos Estados Unidos
(20).

Existem varios fatores responsaveis pela viruléncia do Staphylococcus
aureus, como componentes da superficie celular, toxinas e enzimas. Entre os
componentes celulares estdo a capsula que protege a bactéria contra a fagocitose, o
peptideoglicano, que ativa a via alternativa do complemento e estimula a producéo
de citocinas, os &cidos teicdicos, que ligam o microrganismo ao epitélio da mucosa
nasal, e a proteina A, que se liga ao anticorpo IgG, impedindo a ligacdo deste as
células fagocitarias (21).

As toxinas podem ser subdivididas em citocinas, superantigenos e as que
degradam moléculas de ades@o das células epiteliais cutdneas. As principais
citocinas sdo a a-toxina e a leucocidina. Ambas promovem a morte leucocitaria
através de diferentes mecanismos de acéo (21). Um exemplo de superantigeno é a
enterotoxina. Esta é termoestavel e pode sobreviver a até 30 minutos de fervura e,
assim, pode contaminar alimentos e causar intoxicagéo alimentar (22). Um exemplo
entre as toxinas que degradam moléculas de adeséo das células epiteliais cutaneas
sdo as esfoliatinas. Elas sdo produzidas no sitio da infec¢do e sao distribuidas para
areas distantes da pele gerando uma separacédo da epiderme e da derme, conhecida
como sindrome da pele escaldada (21).

A principal enzima produzida pelo Staphylococcus aureus é a coagulase, que
catalisa varias reacBes que resultam na formacao de fibrina, que, por sua vez,

facilita a coagulagéo do plasma (21).

O Staphylococcus aureus pode gerar infecgdes superficiais ou profundas. As
infeccdes superficiais afetam a pele, como foliculite (infeccdo de foliculos pilosos),
furdnculo (infeccéo de foliculos pilosos com ndédulos dolorosos) e tercol (infeccao de
uma glandula sebacea marginal das péalpebras) (21-22). Ja as infec¢des profundas
podem originar-se nos focos das infeccdes superficiais, como osteomielite,
endocardite e sepse. (19, 21-22). A endocardite é a complicacdo mais severa do S.

aureus e em 40% dos casos ela se desenvolve em ambiente hospitalar (20). O



Staphylococcus aureus é a principal causa de osteomielite aguda e crénica e é
responsavel por 25 a 35% dos casos de endocardite (21).

Atualmente, diversas linhagens dessa bactéria tém desenvolvido resisténcia a
multiplos antibioticos, como, por exemplo, a meticilina (MRSA - Staphylococcus
aureus Resistente a Meticilina). Essas linhagens sdo mais virulentas e de dificil
tratamento (17). Elas sdo responsaveis por infeccdes em profissionais da saude
desde 1960, e sao responsaveis pelo pior surto de infeccées hospitalares do mundo
(17, 19). A infeccdo por MRSA pode ser classificada em hospitalar e comunitéria. As
diferencas estao relacionadas a caracteristicas epidemioldgicas e clinicas da doenca
e genotipicas da bactéria. As infeccbes comunitarias ocorrem em pacientes nao
hospitalizados ou quando o paciente € internado e desenvolve a infec¢do antes de
48 horas de hospitalizacdo e ndo possui 0s seguintes fatores de risco: hemodialise,
cirurgia, cateter e hospitalizagdo durante o ano anterior (18). Desde 1980 tém
aumentado o numero das infeccdes comunitarias (18, 23). Em Sado Francisco,
Estados Unidos, entre 1996 e 1997 a prevaléncia de MRSA entre pessoas
infectadas com S. aureus era de 10%. J& em 2004 e 2005 esse numero aumentou
para 53% (23).

Uma revisdo bibliogréfica realizada entre 1980 e 2006 em artigos de 37
paises apresentou dados que demonstraram que aproximadamente 5% dos
profissionais da saude estavam colonizados com MRSA (24). Ja outro estudo
realizado em Sao Paulo, no ano de 2011 demonstrou que 7,1% dos profissionais da
salde estavam colonizados com MRSA e, entre eles, 73,1% das infec¢fes ja eram
resistentes a outro antibiético utilizado no tratamento de MRSA, a mupirocina (17).

MRSA leva a Obito aproximadamente 19 mil pacientes americanos
hospitalizados por ano. Esse numero é similar ao namero de Obitos por HIV,
tuberculose e hepatite viral juntos (20). Aproximadamente 48,8% dos pacientes que
tiveram infeccdo por MRSA séo portadores dessa bactéria apds 1 ano da infeccdo e
21,2% continuam sendo portadores apés 4 anos (18). Assim, percebe-se como as
infeccbes com Staphylococcus aureus estdo aumentando e o controle dessas

infecgbes € de suma importancia.



1.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa séo bacilos Gram negativos responsaveis por 70%
das infeccdes causadas por Pseudomonas (16). Em hospitais, ela est4 entre as
principais causas de infec¢des por Gram negativos (25-26). Elas produzem diversos
pigmentos, como a piocianina (azul), a pioverdina (verde), a piomelanina (marrom) e
a piorrubina (vermelho) (21). Normalmente habitam o solo, agua e vegetais, mas
também piscinas, banheiras, solucdes de lente de contato e até drogas ilicitas
podem ser sitios de contaminagdo (27). Esse microrganismo pode sobreviver a
baixas temperaturas, por isso s&do encontradas com facilidade em alimentos
refrigerados (28). O homem pode conter, normalmente, 0 a 2% de Pseudomonas
aeruginosa na pele, 0 a 3% na mucosa nasal, 0 a 6% na garganta e 2 a 24% nas
fezes (21). Ela pode ainda estar presente na axila e regido perianal (27).

Por ser um microrganismo que pode atingir diferentes 6rgdos no hospedeiro,
a Pseudomonas aeruginosa possui varios fatores de viruléncia. Estes podem ser
componentes estruturais ou fatores extracelulares da bactéria. Entre os
componentes estruturais estdo as fimbrias, as adesinas, o lipopolissacarideo (LPS)
e o alginato. As fimbrias promovem a adesao da bactéria nas células epiteliais do
hospedeiro. As adesinas exercem a fixagdo ao muco, que permite a colonizacédo dos
pulmdes. O LPS pode gerar o choque téxico e ainda aumentar a producdo de
anticorpos no paciente. O alginato é um polissacarideo que promove a formacéo de
um gel em volta da bactéria, o que dificulta a fagocitose e a difusdo de antibioticos,
além de agir como um fator de adesdo. Dentre os fatores extracelulares estdo as
exoenzimas S e U, as proteases, 0s pigmentos fenazinicos e a formacao de biofilme.
A exoenzima S e a exoenzima U sdo proteinas liberadas pela Pseudomonas
aeruginosa para impedir a fagocitose de neutréfilos e macréfagos, respectivamente.
As proteases promovem lesdes nos vasos e tecidos gerando hemorragias e
necrose. Os pigmentos fenazinicos sdo metabdlitos secundarios liberados pela
bactéria para impedir a proliferacdo de outras bactérias e de linfocitos, garantindo a
sua subsisténcia. A formacéo do biofilme, composto por um conjunto de bactérias
organizadas em uma matriz, comportamento caracteristico deste género, permite um

maior contato entre as bactérias, favorecendo a troca de material genético, além de



dificultar a difusdo de antibibticos, proteger as bactérias contra o sistema imunitario
do paciente, entre outras vantagens (21).

Essa bactéria é tipicamente oportunista podendo desenvolver infeccdes
devido a processos cirurgicos, infec¢des urinarias associadas ao uso de cateteres,
utilizacdo de respiradores contaminados que podem gerar graves pneumonias, e
imunodepressédo de pacientes (16), além de apresentarem risco a idosos e criancas.
Um estudo apresentou a alta ocorréncia de resisténcia a antibiéticos (25). A revisao
de Livermore em 2002 descreveu que a resisténcia a antimicrobianos € mais
frequente em pacientes que sofreram queimaduras, portadores de fibrose cistica e
internados em unidade de terapia intensiva, e que 70% a 98% das cepas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas nos Estados Unidos e Reino Unido ainda eram
susceptiveis a antibiéticos B-lactamicos e aminoglicosideos (29).

Porém, em hospitais da Pensilvania, o aumento da taxa de resisténcia dessas
bactérias ao antimicrobiano imipenem (antibiético B-lactamico) de 13% para 20%
entre 1989 e 2006. O mesmo trabalho indicou que o tempo de internacdo dos
pacientes portadores de P. aeruginosa resistente a imipenem era de 16 dias,
enquanto dos pacientes com bactérias sensiveis era de 9 dias (25). Um estudo
nacional em pacientes hospitalares identificou que essa bactéria é o terceiro
patdgeno mais frequente, com 30,2% de resisténcia ao imipenem (26). Ja as regides
do Sul e Centro-Oeste do pais apresentaram percentuais de resisténcia de 58,9% e
de 82,7%, respectivamente (26). Dessa forma, a resisténcia a antimicrobianos tem
provocado aumento significativo nas taxas de mortalidade, morbidade, custos
hospitalares e tempo de internacdo hospitalar (25-26). Para contornar o problema da
resisténcia a antimicrobianos, atualmente tem-se utilizado a combinacdo de

farmacos (27).

1.3.3 Escherichia coli

b

Escherichia coli € um bacilo Gram negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Por ser uma bactéria presente em alimentos e &gua
contaminados com fezes, a E. coli é utilizada para medir o nivel de contaminacao

por fontes fecais (28), sendo utilizado como indicador de higiene. Algumas linhagens
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dessas bactérias adquiriram fatores de viruléncia que aumentaram a sua capacidade
de adaptacdo a diversos ambientes (30). Essas caracteristicas favoreceram a
classificacdo das bactérias em grupos, como cepas patogénicas extraintestinais,
causadores de diversas infeccOes, agentes enteropatogénicos e cepas que
participam da microbiota normal nos intestinos (comensais) (31). As cepas
patogénicas extraintestinais podem ocasionar infeccdo urinaria, pneumonias,
osteomielite e meningite do recém-nascido. Ja os agentes enteropatogénicos podem
ser categorizadas em E. coli enteropatogénica classica (EPEC), E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC) e E. coli enteroinvasora (EIEC) (16, 21).

As EPEC formam col6nias no intestino delgado e sdo as principais causas de
diarreia infantil em criangcas menores de 6 meses de idade no Brasil, e em menores
gue 2 anos de idade no mundo (21, 32). As fontes de infeccdo e os meios de
transmissao das EPEC nédo sdo bem descritos. Essa bactéria possui diversos fatores
de viruléncia, como a fimbria bundle-forming (BFP), que promove a adesdo de uma
bactéria a outra formando microcol6nias no intestino, a intimina, que € uma proteina
membranar que pode determinar sitios preferenciais de aderéncia no intestino, e até
algumas proteinas secretadas que podem gerar apoptose dos enterdcitos e
disfungdes mitocondriais (16, 21, 31). As EPEC podem ser classificadas em tipicas
ou atipicas dependendo da presenca dos genes de BFP e intimina. As tipicas
possuem ambos 0s genes, enquanto que as atipicas possuem apenas a intimina. De
acordo com diagnéstico molecular, as EPEC sdo responsaveis por 5 a 10% das
diarreias pediatricas no mundo. Antigamente, a principal causadora de diarreia
infantil em paises em desenvolvimento era a EPEC tipica, enquanto que nos paises
industrializados eram as atipicas. Porém, atualmente, as EPEC atipicas sao as
responsaveis por infec¢gfes infantis tanto em paises em desenvolvimento quanto em
industrializados, conforme dados mostrados na Tabela 2. As atipicas produzem 78%
das infeccbes por EPEC em criancas menores de 5 anos de idade com diarreia.
Como as atipicas podem persistir mais tempo no intestino, elas podem causar
diarreia persistente, que sao aquelas que duram mais de 14 dias (32).
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Tabela 2- Evolucao dos casos de infecgdo por E. coli enteropatogénica classica em criangas
no Brasil

Brasil Idade Numero de EPEC EPEC
amostras EPEC (%) Tipica Atipica (%)
(%)
1998-1999 < 2 anos 237 34 21 13
2001-2002 < 5 anos 175 13 1 12
2002-2003 <5 anos 446 25 2 23

Fonte: Ochoa, 2008 (32)

As STEC sédo bactérias produtoras de toxinas capazes de inibir a sintese
proteica de células do hospedeiro (31). Essas toxinas recebem o nome de Shiga
devido a semelhanca com a toxina produzida pela Shigella dysenteriae. As STEC
podem habitar o intestino de diversos animais e causar desde diarreia branda até
diarreia sanguinolenta que pode gerar complicacées, como sindrome hemolitica
urémica, purpura trombocitopénica trombética e apendicite. As fontes de infeccdo
sdo alimentos e agua contaminados com fezes, que geram uma diarreia nao
sanguinolenta e dor abdominal nos primeiros dois dias, evoluindo para diarreia
sanguinolenta do terceiro ao quarto dia. As STEC atingem o intestino grosso,
aderem-se, multiplicam-se e produzem a toxina Shiga. Esta promove alteracées em
subunidades ribossomais de células eucaridticas, levando a inibicdo do processo
traducional de proteinas (21). Jansen (2011) publicou um trabalho demonstrando
gue aproximadamente 80% dos pacientes portadores de infeccdo por STEC
apresentavam quadros de diarreia sanguinolenta, enquanto que 20% apresentavam
quadros de diarreia aquosa. Em 25% dos casos, a diarreia sanguinolenta progrediu
para uma sindrome urémica hemorragica (HUS) depois de 3 a 5 dias. Entre os
pacientes que tinham HUS, 50% desenvolveram sintomas neurolégicos depois de 3
a 10 dias, como convulsdes e desorientacao leve, indicando um sério risco a saude
(33).

As EAEC levam esse nome devido a um padrdo de adesdo agregativa em
gue as bactérias ficam unidas umas as outras e as células do hospedeiro (30). Essa
adesdo é mediada por dois tipos de fimbrias (34). Elas produzem uma toxina
enteroagregativa que esta associada aos sintomas da doenca (34). A patogénese

pode ser dividida em trés etapas: i) infec¢cdo, em que as bactérias aderem a mucosa
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intestinal e a camada de muco; ii) multiplicacdo, em que ha uma hipersecrecao de
muco formando um biofilme, e iii) producdo de toxinas ou inflamacao, levando a
lesdes intestinais. A formacdo do biofiilme estd associada a diarreia.
Aproximadamente um terco dos pacientes com infeccdo por EAEC apresentam
diarreia com sangue. Weintraub (2007) publicou um estudo realizado no Vietna
mostrando que 87% de criancas com diarreia portadoras de EAEC tinham menos de
2 anos, indicando a prevaléncia da doenca nesse grupo de pacientes. Esse
microrgaismo pode causar diarreias persistentes (30).

As ETEC foram as primeiras bactérias a serem diagnosticadas como
causadoras de diarreia em 1970 (34). As infec¢des por ETEC podem durar entre um
e dois dias. As ETEC podem produzir toxinas termolabeis e termoestaveis. As
toxinas termolabeis fixam-se nos enterdcitos e entram na célula ativando a adenil-
ciclase, que aumenta o AMP ciclico. Este estimula a secrecédo de cloreto e reduz a
absorcéo de sddio. Assim, ocorre o aumento de liquido no intestino, promovendo a
diarreia. As toxinas termoldbeis podem ainda estimular o metabolismo de &cido
araquidoénico, aumentadno a producdo de prostaglandinas e leucotrienos, que
aumentam a motilidade intestinal (31). As EIEC invadem e se proliferam no interior
dos enterdcitos do célon. Apds a sua multiplicacdo, elas podem promover a morte do
enterdcito e serem liberadas para invadir novas células intestinais. 1sso gera uma
resposta inflamatéria acompanhada de necrose e ulceragédo no intestino grosso que
pode liberar sangue e muco nas fezes (34).

A diarreia causada por E. coli é responsavel por aproximadamente 2 milhdes

de mortes em criangas no mundo anualmente (32).

1.3.4 Salmonella sp.

As salmonelas também pertencem a familia Enterobacteriaceae; sédo bacilos
Gram negativos e, normalmente, ndo fermentam lactose. As principais infec¢des
causadas por essas bactérias sdo a febre tifoide e a gastroenterite (35). A febre
tifoide é causada pela Salmonella typhi. J& foram identificadas, aproximadamente,
2.600 sorotipos de salmonelas entéricas, mas apenas algumas cepas podem causar
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gastroenterite humana, como S. typhimurium, S. enteritidis e S. heidelberg (35-36).
As gastroenterites, conhecidas também como salmoneloses, sdo as maiores causas
de infecgdes intestinais em seres humanos e animais, ocasionando 5.000 casos por
ano em humanos no Canada (37). Nos Estados Unidos, estima-se que 1,4 milhdes
de pessoas sofrem de salmonelose e 500 a 2.000 pessoas morrem por ano devido
as salmonelas néo-tifoides (38-39). No Brasil, em 1994 e 1995 foram identificados
27 surtos com 2364 pessoas acometidas e 2 mortes por essa bactéria em Sédo Paulo
(40).

A principal bactéria identificada como causadora de gastroenterites em 2000
foi a S. typhimurium (39). J& em 2007, a Salmonella enteritidis causou 55% das
infeccdes por salmonelas no mundo (36). No Canada, a taxa de infec¢des por S.
enteritidis aumentou de 12% a 27% das infec¢des causadas por salmonelas entre os
anos de 1999 a 2006 (37). Comparando os anos de 2003 a 2009, o numero total de
casos de salmoneloses aumentou em 10%, enquanto que as infec¢des por S.

enteritidis aumentaram em 63% (37).

A febre tifoide é uma infec¢éo sistémica que atinge normalmente criangas. Ela
é transmitida via fecal-oral, sendo disseminada somente por fezes humanas (21-22).
As bactérias invadem a mucosa intestinal e depois se espalham pelo corpo através
do sangue, gerando uma bacteremia primaria assintomatica. Posteriormente, as
bactérias se multiplicam em alguns 6rgaos, como figado, baco e medula éssea e
alcancam novamente o sangue, ocasionando uma segunda bacteremia sintomatica,
com febre de 10 a 14 dias, cefaleia e desconforto abdominal. Algumas pessoas
podem desenvolver um quadro de infeccdo cronica assintomatica, em que a
Salmonella typhi fica na vesicula biliar durante anos sendo liberada nas fezes (21).
Alguns estudos tém demonstrado que pacientes portadores de HIV possuem uma
protecdo contra a Salmonella typhi. Isso pode ocorrer devido a falta de resposta
imunologica celular contra essa bactéria. Assim, mesmo infectado, o paciente ndo
desenvolve febre nem apresenta respostas inflamatérias, desenvolvendo a doenca

com caracteristicas mais brandas (35).

As gastroenterites sdo infeccbes agudas conhecidas como infeccdes
alimentares. Ovos, queijo, carne de porco, de frango e de boi sdo potenciais fontes
de salmonelas (37). Nelas, as bactérias ingeridas oralmente aderem-se a mucosa do
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intestino delgado e a invadem, causando diarreia (21). Algumas vezes, a bactéria
pode atravessar a mucosa intestinal e atingir o sistema linfatico e cardiovascular
podendo, dessa forma, atingir diversos 6rgaos (22). O periodo de incubacéo é de 48
horas, mas a bactéria permanece nas fezes por quatro a cinco semanas (21).
Durante a fase aguda da doenca, sdo encontradas até um bilhdo de salmonelas por
grama nas fezes (22).

Entre os pacientes com gastroenterites, 5% desenvolvem bacteremias.
Criancas muito novas ou criangas e adultos portadores de outras doencas, como
HIV e anemia hemolitica, sdo mais susceptiveis a desenvolverem bacteremias que

podem gerar infeccOes extraintestinais (36-37, 39).

As salmonelas podem ser transferidas de animais para humanos através da
carne e do leite, e a utilizacdo de antibidticos na pecuaria tem originado diversas
bactérias resistentes a varios antibiéticos (22). Muitas linhagens de salmonelas tém
demonstrado resisténcia maior que 50% aos antimicrobianos convencionais
(ampicilina, cloranfenicol e sulfametaxazol-trimetropim) (39). As salmonelas
possuem diversos fatores de viruléncia, como as fimbrias, proteinas efetoras e a
proteina ShdA. As fimbrias promovem a adesdo da bactéria em células epiteliais e
na matriz extracelular. As proteinas efetoras permitem a multiplicacdo das bactérias
nos macrofagos, o que gera a apoptose dessa célula. A ShdA é uma proteina de
superficie que se liga a matriz extracelular. Ela esta envolvida na eliminagdo de

salmonela nas fezes de forma duradoura (21).

Devido a patogenicidade de algumas linhagens dessa bactéria, como surtos
de S.enteritidis no Canada desde 2005, o estudo da contaminacdo desse patdégeno
em produtos de uso comum sdo de grande importancia (37). Um 6timo exemplo para
diminuir os danos causados por essas bactérias € a estratégia sueca desenvolvida
h& mais de 50 anos. Essa estratégia busca eliminar a contaminacdo desde a racdo
dos animais até o derivado do animal que sera consumido pelas pessoas. Os
resultados encontrados desse programa sdo 6timos, como a presenca de apenas
0,02%, 0,01% e 0,03% na carcaca de gado, porco e aves contaminados por
salmonela, respectivamente. Em humanos, as infec¢des por salmonelas na Suécia
foram de 47 casos para cada 100.000 habitantes entre 1997 a 2008 (41).
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1.4 PRINCIPAIS CONSERVANTES UTILIZADOS EM COSMETICOS

Conservantes sao substancias adicionadas a produtos farmacéuticos e
cosméticos para prevenir ou retardar a deterioracdo microbiana. Eles sdo um
importante meio de limitar o crescimento microbiano em varios tipos de produtos
farmacéuticos, cosméticos e alimentos (42). Conservantes antimicrobianos sao
usados para reduzir a probabilidade de crescimento microbiano em produtos
aquosos e para reduzir a chance de sobrevivéncia microbiana em produtos anidros
gue podem ser contaminados ou umedecidos durante o seu uso (43). Agéncias
reguladoras governamentais recomendam o uso de conservantes em todas as

formulagdes farmacéuticas multidose (44).

Os conservantes tém como alvo bactérias, bolores e leveduras. Eles séo
normalmente utilizados em concentragcfes muito baixas, ou seja, menos de 1% da
formulacéo, e sdo dirigidos a espécies como E. coli, Klebsiella spp, Pseudomonas
spp, Staphylococcus spp, Serratia spp. e Aspergillus niger (45).

O numero de compostos quimicos permitidos para uso como conservantes
em alimentos e produtos farmacéuticos é limitado. Isso ocorre, principalmente,
devido aos problemas de toxicidade e potencial alergénico desses compostos.
Assim, € necessario um cuidado na escolha do conservante a ser empregado para
qgue o melhor desempenho possivel seja conseguido com o menor potencial de
toxicidade (46). Farmacos estéreis acondicionados em recipientes com mdultiplas
doses devem ter um sistema conservante que seja capaz de 0s auto-esterilizar
durante o uso, pois eles também estdo sujeitos a contaminacao. Produtos aquosos
nao estéreis precisam de sistemas conservantes que sejam capazes de reduzir sua
carga microbiana a niveis aceitdveis em um periodo de tempo que garanta sua
gualidade durante o uso, dentro do prazo de validade, e que garanta a auséncia de
patégenos (47-49).

Porém, de modo geral, todos os agentes conservantes sdo toxicos. Para
maximizar a protecdo aos consumidores, a concentracdo de conservantes que se
mostra efetiva no produto final deve estar bem abaixo dos niveis téxicos para
humanos (44). Geralmente, somente a fracdo ndo dissociada da molécula de um
conservante € ativa, pelo fato de sua porcdo ionizada ser incapaz de penetrar na
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célula do microrganismo. Deste modo, o conservante selecionado devera estar na

forma nédo dissociada no pH da formulacéo (43).

Em quase todas as formulacGes farmacéuticas ha fatores propiciadores ou
inibidores do crescimento microbiano, como o pH e a presenca de substancias
toxicas e de agua. O balanco entre esses fatores, incluindo a presenca de
conservantes, determina o0 crescimento microbiano ou taxa bactericida.
Deterioracdes quimicas ou fisico-quimicas podem produzir formulacdes com uma

significante contaminag&o microbiana e vice-versa (43).

Diversos compostos quimicos podem ser utilizados como conservantes em
produtos de higiene, mas alguns sdo popularmente mais utilizados, como o0s
parabenos, metildibromoglutaronitrila, fenoxietanol e imidazolidinil ureia. A utilizacido
desses compostos vem aumentando ao longo dos anos, conforme dados mostrados
na Tabela 3 (50). Em um estudo realizado entre os anos de 2001 a 2006 com 1.927
pacientes com eczema cronico foi demonstrado que 1,1% dos pacientes
apresentaram sensibilizacdo por parabenos, 1,7% pela associagdo de
metildibromoglutaronitrila com fenoxietanol e 0,7% por imidazolidinil ureia (51). Isso
demonstra a importancia do estudo desses conservantes e o cuidado que se deve
ter no uso desses compostos em produtos farmacéuticos e cosméticos. O principal
efeito adverso causado por conservantes é a dermatite de contato. Por ser a area de
maior contato a alérgenos, as mao estao envolvidas em dois tercos de todos os

casos de dermatite de contato (52).

Tabela 3- Progressdo, em anos, do numero de cosméticos que utilizam os seguintes
conservantes parabenos, imidazolidinil ureia, metildibromoglutaronitrila e fenoxietanol

Ano
Conservantes 1980 1990 1993 1996 2001 2003
Parabenos 13.786 16.107 15.020 3.345 16.424 17.336
Imidazolidinil ureia 1.684 2.749 2.312 10 2.025 2.038
Metildibromoglutaronitrila + - - - 16 88 95

Fenoxietanol

Fonte: Sasseville, 2004 (50)
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1.4.1 Parabenos

Por serem incolores, inodoros, possuirem amplo espectro de acdo e serem de
baixo custo, os parabenos s&o os conservantes mais utilizados no mundo (50, 53).
Eles tém sido utilizados em alimentos, cosméticos e medicamentos tépicos e
sistémicos desde 1930 (50). Normalmente, os parabenos estado presentes em 10%
dos cosméticos e sua concentracdo pode variar de acordo com o produto, ndo
excedendo 1% da formulacdo (54). Tanto a Unido Europeia quanto a ANVISA
permitem a utilizagdo de, no maximo, 0,4% de cada parabeno e quando eles estdo
associados, a concentracdo maxima permitida é de 0,8% (55-56).

O primeiro caso de dermatite de contato por parabenos foi registrado em 1940
(50). Um estudo classificou estes conservantes como os alergénicos mais comuns
(43% dos casos) em criancas indianas com dermatite de contato (57). Pessoas com
mais de 60 anos sdo as mais propensas a desenvolver reacdes alérgicas a esses
excipientes (58).

Parabenos séo alquil ésteres de acido p-hidroxibenzoico, como o metil, etil,
propil, isobutil e butil parabenos, que agem inibindo o transporte da membrana
celular ou a fungdo mitocondrial de leveduras e atuam tanto na fase germinativa
guanto na vegetativa de microrganismos (54). O propilparabeno altera a
permeabilidade da membrana celular bacteriana, favorecendo a liberagdo de
potassio. Essas alteracdes na membrana podem favorecer mudancgas mitocondriais
levando a morte da bactéria (59). Quanto maior o comprimento da cadeia do grupo
éster, maior a sua atividade antimicrobiana e menor sua hidrossolubilidade. Esses
excipientes sdo mais ativos contra fungos que bactérias, e entre as bactérias sdo
mais ativos contra as Gram positivas (54). Os menores ésteres, ou seja, 0S mais
hidrofilicos, como o metil e o etil parabeno sdo associados aos maiores, ou mais
lipofilicos, como o propil e o butil parabeno, para permitir maior eficiéncia na

conservacao dos produtos (60).
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Figura 1 — Estrutura quimica do metilparabeno e do propilparabeno.

Fonte: Sitio eletrdnico da empresa Sigma-Aldrich (61-62)

Alguns individuos apresentam uma situacdo conhecida como o paradoxo dos
parabenos. Nessa situacdo a pessoa pode utilizar os cosméticos contendo esse
excipiente sem apresentar problemas. No entanto, pode desenvolver dermatite de
contato e inflamagcdo quando exposta a medicamentos com parabenos. Durante a
utiizagdo dos medicamentos, o0s conservantes possuem maior facilidade em
sensibilizar a pele, pois os medicamentos sdo, geralmente, aplicados na pele ja
inflamada ou danificada, enquanto que os cosméticos sdo aplicados na pele integra
(63).

Os principais parabenos utilizados na manipulacdo de produtos de higiene e
cosmeéticos sao o propilparabeno e o metilparabeno (55). Solugcbes aquosas com o
pH igual ou superior a 7 e 8 geram rapida hidrélise do propilparabeno e
metilparabeno, respectivamente, a acido p-hidroxibenzoico (54-55), e a resisténcia a
hidrélise € maior com 0 aumento da cadeia alquil (64).

Os parabenos sao rapidamente absorvidos pela pele e tem-se sugerido que o
metabolismo dessas substancias por esterases da pele é incompleto. Estudos in
vitro demonstraram que 30% do propilparabeno era absorvido pela pele de ratos de
forma inalterada. Apdés 8 horas essa concentracdo chegava a 60% para
metilparabeno e 40% para etilparabeno em pele de coelhos. Outros estudos
concluiram que o metabolismo por esterases na pele de humanos é mais lento que
em pele de ratos. Uma hora ap6s a aplicacéo tépica de cremes contendo parabenos
em humanos, podem-se encontrar essas substancias no soro e, 8 a 12 horas apés a
aplicagdo, os parabenos foram encontrados na urina. Isso indica que esses
conservantes sdo absorvidos de forma sistémica e eliminados na forma inalterada
(55).
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Os parabenos sédo considerados como agonistas totais dos receptores de
estrogénios (ER) (55). Quanto maior a cadeia alquil, maiores sdo os efeitos
estrogénicos (60). Além disso, o metabdlito acido p-hidroxibenzoico também possui
esse efeito. Os parabenos podem, ainda, inibir a enzima sulfotransferase, que
catalisa a sulfatacdo de estrogénios livres, aumentando indiretamente os niveis de
estrogénio livre (55).

Um estudo in vitro demonstrou que o0s parabenos aumentam tanto a
expressdo génica quanto a multiplicacdo de células humanas de cancer de mama.
Assim, tem-se sugerido que os parabenos sao iniciadores ou promotores do cancer
de mama (55, 65). Vérios artigos tém demonstrado a capacidade dos parabenos em
agirem como antagonistas de receptores androgénicos. Estudos em roedores jovens
com uma dieta de propilparabeno e butilparabeno apresentaram alteracbes nas
funcdes reprodutivas, como na espermatogénese e na secrecdo de testosterona
(55). Em ratos machos, os parabenos provocaram diminuicdo dose-dependente do
peso do epididimo e da préstata e reducéo na producdo de esperma (66). Porém, o
acido p-hidroxibenzoico apresentou fraca atividade anti-androgénica, corroborando
com a ideia de que grande parte dos parabenos pode nao sofrer metabolizacéo.
Apesar desses achados, o mecanismo de acdo dos parabenos como antagonistas
de receptores androgénicos e sua funcéo na alteracdo da capacidade reprodutiva
ainda ndo estd bem esclarecido (55, 66). A exposicdo de ratos fémeas ao
butilparabeno (via subcutanea) durante a gestacdo e lactacdo afetou o
desenvolvimento de 6rgdos reprodutivos e a contagem de espermatozoides nos
filhotes (67).

A aplicagdo por um longo periodo de metilparabeno em queratindcitos
promoveu alteracdes na taxa de proliferagdo celular, na morfologia celular, na
expressdo de enzimas e no colageno. Essas mudancas indicam a influéncia que o
metilparabeno pode ter no envelhecimento e na diferenciagdo de queratindcitos. O
metilparabeno pode ainda potencializar os danos causados pela luz ultravioleta nos
gueratindcitos da pele através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e Oxido nitrico. Assim, a atividade agonista dos parabenos aos receptores de
estrogénio associada aos danos da luz ultravioleta podem favorecer o
desenvolvimento de melanomas malignos (55).

Algumas pesquisas tém relatado a capacidade do propilparabeno e do
butilparabeno em causar danos ao DNA. Apesar desses estudos terem sido
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realizados com altas concentracdes de conservantes, ainda existe a possibilidade de
doses menores promoverem algum efeito mutagénico e carcinogénico (55). Estudos
in vitro sugerem que o butilparabeno pode atuar ainda como agonista do receptor
tireoideano. Porém, ensaios in vivo ndo demonstraram alteragcdes dos niveis
hormonais. De qualquer modo, pode-se perceber que os parabenos podem atuar em
diversos tecidos e com diferentes mecanismos de acdo em cada um deles e, por
esse motivo, seu uso deve ser muito bem controlado (67).

Outro aspecto importante sobre o uso dos parabenos é a resisténcia de
alguns microrganismos a este conservante. Um exemplo é o Enterobacter gergoviae
que pode desenvolver um mecanismo de resisténcia a parabenos que foi
apresentada pela modificacdo do efluxo de potassio. Davin-Regli e colaboradores,
em 2006, encontraram que o efluxo de potassio de E. gergoviae sensiveis e
resistentes a parabenos eram bastante diferentes, sendo que nas cepas sensiveis a
taxa de efluxo de potassio era cerca de 5 vezes maior que nas cepas resistentes. Os
autores sugeriram que, como a atividade dos parabenos se da pela modificacdo da
integridade da membrana dos microrganismos, oS mecanismos de resisténcia
encontrados nas cepas de E. gergoviae, que resultaram na modificacdo da
expressdo da bomba de efluxo de potadssio e na expressdo de esterase no
periplasma, protegeram eficientemente este microrganismo da atividade do
propilparabeno (68). Os autores, em trabalho publicado por Bredin e colaboradores
em 2005, citaram, ainda, que o propilparabeno induzia efluxo de potassio em E. coli,
sugerindo que os parabenos podem mimetizar a atividade de proteinas formadoras
de poros nas membranas, as polimixinas, que induzem a liberacdo de potassio a
partir da célula alvo. Este efluxo de potassio € o primeiro indicio de extravasamento
da membrana bacteriana induzida pelo propilparabeno, que promove a
permeabilizacdo de membrana, causando a liberagdo de moléculas intracelulares, e
a alteracdo de potencial das membranas, que € a cascata de eventos que se supbe
gue ocorra na atividade antimicrobiana dos parabenos (59).
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1.4.2 Fenoxietanol / Metildibromoglutaronitrila

O fenoxietanol é um conservante que age em bactérias Gram positivas, Gram
negativas, bolores e leveduras, cuja concentragdo maxima permitida para uso em
cosmeéticos € de 1% (69). Normalmente, o fenoxietanol encontra-se associado a
metildibromoglutaronitrila  (1,2-dibromo-2,4-dicianobutano) na propor¢do de 1:4
(metildibromoglutaronitrila : fenoxietanol), comercialmente conhecido como Euxyl K
400®. A associacdo foi introduzida no comércio Europeu em 1985 e no Norte
Americano s6 em 1990 (50). Na América do Norte, sua utilizacdo é restrita a
produtos de higiene pessoal e cosméticos em concentracdes entre 0,0075 e 0,06%
(50). A ANVISA autoriza a utilizacdo de fenoxietanol na concentracdo maxima de 1%
enquanto que a concentracdo de uso permitida para a metildibromoglutaronitrila € de
0,1% (5, 10, 56).

HO

Figura 2 — Estrutura quimica do fenoxietanol
Fonte: Meyer, 2007 (70)

N=C Br
NZ=C Br

Figura 3 — Estrutura quimica do metildibromoglutaronitrila
Fonte: Sitio eletrdnico da empresa Sigma-Aldrich (71)

Devido ao aumento da utilizagdo de metildibromoglutaronitrila na inddstria

cosmeética, os niveis médios registrados de reacfes alérgicas aumentaram de 0,7%
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para 2,4-4%, no periodo de 1990 a 2000, em pacientes com dermatite de contato na
Turquia (9). A partir de 2004/2005 o numero de reagbes alérgicas a
metildibromoglutaronitrila no Reino Unido comecou a diminuir (2,4% em 2000 para
1,1% em 2005), provavelmente devido a proibicdo de sua utilizagdo em produtos
para uso sem enxague, em 2003, e em produtos para uso com enxague, em 2007,
pela Unido Europeia (52, 72). Entre 159 pacientes alérgicos a associacdo, apenas
2,7% apresentavam alergia apenas ao fenoxietanol, ou seja, o principal causador de
reacdes alérgicas era a metildibromoglutaronitrila (73). O fenoxietanol é considerado
um alérgeno extremamente raro. Ja a metildibromoglutaronitrila foi considerada o
alérgeno do ano em 1989 (72). Normalmente, a dermatite nas maos € devido a
utilizacdo de sabonetes com Euxyl K 400® (50).

Pacientes que tiveram alergia de contato devido a 0,1% de
metildibromoglutaronitrila presente em um sabonete liquido e foram submetidos a
uma nova exposicdo a esse alérgeno, apds um més do primeiro contato, tiveram

reagOes alérgicas amplificadas (74).

1.4.3 Imidazolidinil ureia

Imidazolidinil ureia é o segundo conservante mais utilizado do mundo. Tem
sido utilizado desde 1970 contra bactérias Gram positivas e negativas. Normalmente
€ associada aos parabenos para ampliar o espectro de acdo deste conservante. A
concentracdo utilizada em cosméticos varia de 0,03 a 0,2% e a concentracao
maxima permitida, tanto na Unido Europeia quanto no Brasil, € 0,6% (50, 56, 75).
Esse conservante € composto por 10% de 4-hidroximetil-2,5-dioxo-imidazolidin-4-il-
ureia (imidazolidinil), 20% de alantoina, 10% de dois compostos ndo identificados
(provaveis doadores de formaldeido) e 60% de polimeros decorrentes da
condensacao de alantoina-formaldeido. Esse composto participa do grupo de
conservantes doadores de formaldeido (75). A imidazolidinil ureia pode sofrer
hidrélise, liberando cerca de 75% de formaldeido, que possui potente atividade
antimicrobiana (75-76).
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Figura 4 — Estrutura quimica da imidazolidinil ureia (4-hidroximetil-2,5-dioxo-imidazolidin-4-il-
ureia).
Fonte: Lehmann, 2006 (76)

Nos Estados Unidos, um em cada seis cosméticos sem enxague possuli
doadores de formaldeido como conservantes e, nos produtos com enxague, esse
tipo de conservante € usado em cerca de 25% dos produtos. Entre o grupo de
conservantes doadores de formaldeido, a imidazolidinil ureia € o de uso mais
frequente desde 1996, de acordo com a base de dados do FDA, apesar de ter
havido uma diminuicdo de sua utilizagdo com o tempo. Em 1996 esse conservante
era usado em 13% dos cosméticos e produtos de higiene e, em 2008, seu uso
diminuiu para 7% dos produtos. Em um estudo realizado em 2005 na Dinamarca,
apos uma andlise de dados dos produtos registrados no PROBAS (Danish Product
Register Database), foi observado que dentre 1.170 cosméticos e produtos de
higiene pessoal registrados, 15,7% possuiam imidazolidinil ureia como conservante
(75).

As reacdes alérgicas a imidazolidinil ureia estdo crescendo muito, mas néo
estdo muito associadas ao formaldeido liberado (52, 72). Um estudo realizado em
pele de porco demonstrou que pouco formaldeido permeia a pele e o proprio
conservante é que possui atividade alergénica. Entre pacientes que apresentavam
reacfes a esse conservante, apenas 39% possuiam reacdes concomitantes ao

formaldeido (77). A maioria das reagOes alérgicas é observada na face dos
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pacientes, permitindo uma relacdo das reacfes alérgicas com o0 uso de cosméticos
gue contém esse conservante (72).

Estudos em pacientes com suspeita de dermatite de contato nos Estados
Unidos, entre os anos de 1992 a 2005, demonstraram que 1,3% a 3,3% dos
pacientes apresentaram sensibilizacdo devido a presenca da imidazolidinil ureia. Ja
na Europa esse indice foi de 0,3% a 1,4% dos pacientes analisados em 2000 e de
2004 a 2005 (75).

Estudos tém demonstrado 0s mecanismos de resisténcia de alguns
microrganismos a antibidticos, mas pouco se sabe a respeito da resisténcia de
microrganismos a conservantes antimicrobianos. Resisténcia intrinseca a
antibidticos em bactérias Gram negativas, sem mutacdo cromossémica ou aquisicao
de modificacbes genéticas que codificam para elementos determinantes de
resisténcia, pode ser aumentada evitando que o antibidtico entre na célula. Isto pode
ser conseguido através do controle da permeabilidade da membrana da célula e
pela eficacia do efluxo ativo de antimicrobianos (78). A superexpressao de bombas
de efluxo em bactérias Gram negativas resulta em um fendtipo resistente a
multidrogas (MDR) conhecido por ser uma forma predominante de resisténcia clinica
a antibioticos (79). Vérios trabalhos tém mostrado que as modificagcbes da
permeabilidade de membrana e da expressdo da bomba de efluxo também

conferem resisténcia dos microrganismos aos conservantes.

O uso indiscriminado de antibiéticos tem contribuido para o aparecimento de
microrganismos resistentes. Muitos esfor¢cos tém sido voltados para o entendimento
dos processos de resisténcia dos microrganismos e para evitar o0 aparecimento de
novos mecanismos de resisténcia. Porém, o uso de conservantes ainda é, muitas
vezes, feito com certa displicéncia por parte de manipuladores nao preparados para
esta funcéo, e isso pode gerar ndo s6 o aparecimento de novas cepas resistentes ou
adaptadas, como oferecer um risco a saude dos usuarios dos produtos que contém
esses conservantes, pois estas sdo substancias com certas caracteristicas de

toxicidade e alergenicidade.



25

2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

O obijetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica de sabonetes
artesanais comercializados em feiras populares de Brasilia, identificar e quantificar
em suas composic¢des alguns dos principais conservantes utilizados em produtos de

higiene.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Contagem de microrganismos viaveis nas amostras de sabonetes adquiridos
nas feiras populares.

> ldentificacdo da presenca de patdégenos especificos nos sabonetes.

» Avaliacdo do pH dos sabonetes.

> Avaliacdo qualitativa e quantitativa dos conservantes por cromatografia

liquida de alta eficiéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Neste estudo foram utilizados reagentes de grau analitico nos ensaios. Os
meios de cultura usados foram das marcas Acumedia® ou Himedia®.

Os seguintes microrganismos padrdes foram utilizados como controle positivo
para os ensaios de controle de qualidade microbiolégico: Staphylococcus aureus -
ATCC 25923 (Gram positiva), Escherichia coli - ATCC 25922 (Gram negativa),
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 (Gram negativa).

Os padrdes analiticos para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
metilparabeno, propilparabeno, imidazolidinil ureia, fenoxietanol e
metildibromoglutaronitrila, foram adquiridos da Sigma-Aldrich com pureza igual ou
superior a 99%. A coluna utilizada para a cromatografia foi uma coluna 250 x 4,6 mm
SSWakosil C18RS 5 pum (Re-order Part no 206505 serial no F12-049 — marca SGE).
Os solventes usados para a cromatografia liquida eram da marca JTBaker, solvente
de grau HPLC, e a agua usada no preparo do tampao era do tipo ultrapura.

Os sabonetes artesanais foram adquiridos de algumas feiras populares de
Brasilia, como a Feira da Lua, a Feira dos Importados e uma feira natalina.

Na Feira da Lua foram adquiridos 8 sabonetes, na Feira dos Importados
foram obtidos 3 sabonetes e na feira natalina foram obtidos 4 sabonetes. As
informacdes contidas nos rotulos dos sabonetes estdo transcritas na Tabela 4,
abaixo.



Tabela 4 - Sabonetes artesanais analisados nos experimentos

Local de Aspectos Responsavel Data de Data de
aquisicdo  organolépticos técnico fabricacdo validade Composicao descrita no rotulo*
identificado

I Feira da Laranja e Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babacu, massa base para
Sabonete de Lua amarelo com sabonete, less, alcool, propilenoglicol
maracuja sementes USP, glicerina, acqua, acido, aditrénico,
naturais de NaCl, extratos vegetais, semente

maracuja desidratada, esséncia, corante
Il Feira da Vermelho Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babacu, massa base para
Sabonete de Lua sabonete, less, alcool, propilenoglicol
morango USP, glicerina, acqua, acido, aditrénico,
com NaCl, extratos vegetais, semente

champagne desidratada, esséncia, corante
Il Feira da Formato de Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babacu, massa base para
Sabonete de Lua arvore, verde, sabonete, less, alcool, propilenoglicol
arruda e sal presenca de sal USP, glicerina, acqua, acido, aditrénico,
grosso grosso e fitas de NaCl, extratos vegetais, semente

tecido ao redor— desidratada, esséncia, corante
v Feira da Bege com Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babacu, massa base para
Sabonete de Lua flocos de aveia sabonete, less, alcool, propilenoglicol
aveia e mel USP, glicerina, acqua, acido, aditrénico,
NaCl, extratos vegetais, semente

desidratada, esséncia, corante
Vv Feira da Branco Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babacu, massa base para
Sabonete de Lua sabonete, less, alcool, propilenoglicol
leite de USP, glicerina, acqua, acido, aditrénico,
cabra NaCl, extratos vegetais, semente

desidratada, esséncia, corante




Tabela 4 - Sabonetes artesanais analisados nos experimentos (continua¢ao)

Local de Aspectos Responsavel Data de Data de
aquisicao organolépticos técnico fabricacdo validade Composicao descrita no rotulo*
identificado
Vi Feira da Marrom- Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babagu, massa base
Sabonete de Lua esverdeado para sabonete, argila, centella
argila asiatica, less, alcool, propilenoglicol
USP, glicerina, acqua, 4&cido,
aditrénico, NaCl, esséncia.
Vi Feira da Verde e Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babagu, massa base
Sabonete de Lua vermelho com para sabonete, less, alcool,
melancia sementes propilenoglicol USP, glicerina, acqua,
acido, aditrénico, NaCl, extratos
vegetais, semente desidratada,
esséncia, corante
VIII Feira da Verde e Sim 09/2010 03/2011 Oleo de coco babacu, massa base
Sabonete de Lua vermelho para sabonete, less, alcool,
péssego propilenoglicol USP, glicerina, acqua,
acido, aditrénico, NaCl, extratos
vegetais, semente desidratada,
esséncia, corante
IX Feira dos Azul Sim 06/2010 05 anos Ausente
Sabonete de  Importados
algas
marinhas
X Feira dos Rosa Sim 06/2010 05 anos Ausente
Sabonete de  Importados
segovia
XI Feira dos Verde Sim 06/2010 05 anos Ausente
Sabonete de  Importados
bambu

chinés

28



Tabela 4 - Sabonetes artesanais analisados nos experimentos (continua¢ao)
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Local de Aspectos Responsavel Data de Data de
aquisicdo  organolépticos técnico fabricacdo validade Composicao descrita no rotulo*
identificado
Xl Feira Vermelho, verde Nao Ausente Ausente Ausente
Sabonete de Natalina e rosa
morango
Xl Feira Branco, Nao Ausente Ausente Ausente
Sabonete Natalina dourado e
com formato vermelho
de sino
XV Feira Marrom e Nao Ausente Ausente Ausente
Sabonete em  Natalina amarelo
formato de
hena
XV Feira Verde Nao Ausente Ausente Ausente
Sabonete Natalina
com formato
de boneco

* Composicao idéntica a contida no rétulo do produto
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3.2 EQUIPAMENTOS

- Placa aquecedora Fisaton.

- Estufa MA033 — Marconi.

- Estufa FANEM Ltda — S&o Paulo.

- Geladeira Consul duplex Frost Free 420.

- Destilador de agua - GFL 2008.

- Fluxo Laminar Labculture - ESCO Class Il type A2.

- Balanca eletrénica Marte® - modelo As 500C.

- Balanca Analitica Chyo®.

- Autoclave Vertical Linea AV plus.

- Agitador de tubos vortex Super Mixer, Lab-line instruments Inc.
- pH metro digital microprocessado DLA-PH DEL-LAB.
- Rotaevaporador Heidolph®.

- Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Shimadzu Class-VP, com
detector espectrofotométrico UV-Visivel.

3.3 METODOS

3.3.1 Avaliagéo do pH dos sabonetes

Uma aliquota de cada um dos sabonetes foi diluida em agua destilada, numa
concentracgao final de 10% (p/v), e teve seu pH determinado. O ensaio foi realizado
em triplicata e os resultados expressos como média aritmética das medidas + desvio

padrao.
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3.3.2 Avaliagdo da qualidade microbiana das formulagdes

Os meios de cultura utilizados nos ensaios foram o caldo e o 4gar de caseina-
soja para crescimento de bactérias viaveis e 0 agar Sabouraud-dextrose para
crescimento de bolores e leveduras. Para a pesquisa de patdégenos especificos
foram utilizados o caldo tetrationato, o caldo lactosado, o caldo de caseina-soja, o
agar Verde Brilhante, o agar Cetrimida, o agar MacConkey e agar Baird Parker.
Todos os meios de cultura foram preparados a partir do meio de cultura desidratado
e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.3.2.1 Determinacao quantitativa de microrganismos viaveis nos sabonetes

A contagem de bactérias mesofilas e bolores e leveduras foi efetuada pelo
método convencional de semeadura em superficie usando um diluente para inativar
0 sistema conservante. Amostras de 1 g de sabonetes foram solubilizadas no
diluente, uma solucdo neutralizadora de conservantes, composto por 2,0% de
polissorbato 80, 0,6% de lecitina de soja, 1,0% de glicina e 0,5% de sulfito de sédio
em solucao fisiologica. A funcdo de cada composto neutralizador esta indicada na
Tabela 5. As amostras foram submetidas a diluicdo seriada na solucdo
neutralizadora e inoculadas nos meios de cultura apropriados.

No caso das bactérias mesofilas, as amostras foram inoculadas em placas de
agar caseina-soja, incubadas a 37°C e examinadas diariamente até 48 horas. A
contagem de bolores e leveduras foi executada por semeadura das amostras em
placa de &agar Sabouraud-dextrose, incubadas a 30°C por 7 dias e analisadas

diariamente.

Tabela 5 - Funcao das substancias utilizadas na solucéo neutralizante

Composto Concentracéo Tipo de Conservante Neutralizado
Polissorbato 80 2,0% Compostos de amdnio quaternario,
parabenos
Lecitina de soja 0,6% Compostos de amdnio quaternario, bis-
guanidas, parabenos
Glicina 1,0% Aldeidos

Fonte: Farmacopeia Brasileira e Europeia (1, 80)
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3.3.2.2 Pesquisa de patdgenos especificos

3.3.2.2.1 Enriquecimento em meios nao seletivos

Amostras dos sabonetes artesanais foram solubilizadas na solucao
neutralizadora descrita anteriormente e inoculadas em caldo lactosado e caldo de
caseina e soja. Apds incubacdo a 37° C por 48 horas, aliquotas dos caldos foram
inoculadas por esgotamento em meios seletivos de diferenciacéo para pesquisa de
patdgenos especificos.

3.3.2.2.2 Determinacéao qualitativa da presenca de Pseudomonas aeruginosa

Uma aliquota da cultura de enriquecimento em caldo de caseina e soja foi
inoculada por esgotamento em meio agar Cetrimida e incubada em estufa
bacteriolégica a 37°C por 48 horas. Apos este periodo, foi avaliado o crescimento de
coldénias com coloracdo esverdeada (Figura 5) (13).

Figura 5 - Cultura de P. aeruginosa em agar Cetrimida

3.3.2.2.3 Determinacédo qualitativa da presenca de Salmonella sp.

Uma aliquota da cultura de enriqguecimento em caldo lactosado foi inoculada
por esgotamento em meio agar Verde Brilhante. Outra amostra do sabonete foi
solubilizada no diluente descrito anteriormente e inoculada em caldo tetrationato,

meio de enriquecimento seletivo. Uma aliquota do caldo tetrationato foi inoculada
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por esgotamento em meio agar Verde Brilhante. Apés a inoculacdo, o meio agar
Verde Brilhante foi incubado em estufa bacteriologica a 37°C por 48 horas. ApoOs
este periodo, foi avaliado o crescimento de colbnias pequenas, transparentes, sem
cor ou com coloracdo de rosa a branco opaco, frequentemente cercadas por um
halo com coloracgéo rosa a vermelha (Figura 6) (13).

Figura 6 - Cultura de Salmonella sp em agar Verde Brilhante

3.3.2.2.4 Determinacédo qualitativa da presenca de Staphylococcus aureus

Uma aliquota da cultura de enriquecimento em caldo de caseina e soja foi
inoculada por esgotamento em meio agar Baird-Parker e incubada em estufa
bacteriolégica a 37°C por 48 horas. Apos este periodo, foi avaliado o crescimento de

col6nias pretas brilhantes cercadas por halos claros de 2 a 5 mm (Figura 7) (13).

Figura 7 - Cultura de Staphylococcus aureus em meio agar Baird-Parker
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3.3.2.2.5 Determinacédo qualitativa da presenca de Escherichia coli

Uma aliquota da cultura de enriquecimento em caldo lactosado foi inoculada
por esgotamento em meio agar MacConkey, e incubada em estufa bacteriolégica a
37°C por 48 horas. Apés este periodo, foi avaliado o crescimento de col6nias com
coloracéo vermelho-tijolo, geralmente ndo mucosas (Figura 8) (1, 13).

Figura 8- Cultura de Escherichia coli em meio agar MacConkey

Um resumo do ensaio para avaliacdo da presenca de patdgenos esta
esquematizado na Figura 9.

Caldo Caldo
Lactosado Caldo Caseina Soja Tetrationato

Z:)

Neutralizador+amostra I

A
o0 @
L X @
e ®

Agar Mac Agar Verde Agar Agar Baird Aga_LrVerde
Conkey  Brilhante Cetrimida  Parker Brilhante

Figura 9 - Fluxograma do ensaio de avaliacdo da presenca de patégenos especificos nos
sabonetes.
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3.3.2.2.6 Determinacdo quantitativa da presenca de bactérias fermentadoras de

lactose.

Amostras de 1 grama dos sabonetes foram solubilizadas em solucao
neutralizadora de conservantes e inoculadas em 3 séries de 5 tubos de ensaio com
caldo lactosado, de modo a obter séries de diluicbes decimais, contendo tubos de
Durhan invertidos. Os meios foram incubados em estufa bacteriol6gica a 37°C por
48 horas e a presenca de bactérias fermentadoras de lactose foi avaliada pela
producdo de gas, observado dentro dos tubos de Durhan. O numero de tubos
positivos em cada série de dilui¢do foi determinado e os resultados comparados com
a tabela de Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais por g ou mL de
amostra, disponivel na Farmacopeia Brasileira (Anexo A) (1).

3.3.3 Determinagdo quantitativa dos conservantes metilparabeno,
propilparabeno, fenoxietanol, metildibromoglutaronitrila e imidazolidinil ureia

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Amostras dos sabonetes foram diluidos em agua e submetidos a uma
extracdo liquido-liquido com acetato de etila. ApGs as extragfes, as amostras foram
concentradas em rotaevaporador e as amostras obtidas foram solubilizadas em
metanol.

Essas amostras foram filtradas em membrana de 0,45 pm e aplicadas a uma
coluna 250 x 4,6 mm SSWakosil C18RS 5 um em sistema de CLAE e eluidas por
uma fase moével composta por tampéo fosfato de sédio 25 mM, pH 3,5 e metanol,
em sistema gradiente com um fluxo de 1 mL/min. O sistema gradiente utilizado esta
descrito na Tabela 6. A eluicdo foi acompanhada por detec¢cdo em espectrofotdmetro
UV/VIS a 220 nm. Padrbes de conservantes em diferentes concentracées foram
aplicados & mesma coluna e eluidos com a mesma fase moével para tracar uma
curva padrao para cada um desses conservantes. As curvas padroes foram plotadas
na forma de concentracdo dos conservantes versus a area sob a curva dos

cromatogramas obtidos para cada concentracdo de conservante.
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Tabela 6 - Gradiente da fase movel utilizado na eluicdo das amostras e conservantes na CLAE.

Tampao fosfato de s6dio 25 mM Metanol Tempo
pH 3,5 (%) (%) (minutos)
60 40 05
50 50 10
40 60 15
30 70 20
20 80 25
60 40 30

A validacdo do método foi feita pela avaliacdo dos parametros: seletividade,

linearidade, recuperacao, precisdo inter e intra-dia.
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO pH DOS SABONETES ARTESANAIS

Os resultados da avaliacdo do pH dos sabonetes artesanais estao
apresentados na tabela 7. Eles indicam a média + desvio padrao de 3 determinacdes
distintas.

Tabela 7 - pH dos sabonetes artesanais

Sabonetes pH
I 9,75 + 0,037
Il 9,83+ 0,041
1] 9,41 £ 0,087
\Y 9,64 + 0,005
\Y 9,83 + 0,026
\ 9,93 + 0,040
\Yll 9,76 + 0,023
Vil 9,80 + 0,055
IX 9,72 £ 0,040
X 9,78 £ 0,020
Xl 9,85 + 0,017
Xl 9,91 £ 0,101
Xl 9,85 + 0,091
X1V 9,55 + 0,034

XV 9,74 + 0,025
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4.2 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE MICRORGANISMOS VIAVEIS NOS
SABONETES

A contagem do numero de bactérias mesofilas e do nimero de bolores e
leveduras obtidas para os sabonetes testados estdo apresentados na Tabela 8. Os
ensaios foram realizados em triplicata e a tabela apresenta a média dos resultados
obtidos.

Tabela 8 - Contagem de bactérias mesofilas totais e de bolores e leveduras nos sabonetes
artesanais.

Sabonetes Média da contagem de bactérias Média da contagem de
mesdfilas totais bolores e leveduras
(UFC/g de sabonete) (UFC/g de sabonete)
| 995+ 371%
Il 682** 0*
1] 394** 700**
v 1.245** o*
\% 1.046** o*
VI 386** 77+
VI 467** 343**
VIl 1.034** *
IX 1.431* 45**
X 901 0*
X1 529** 1044**
Xl 443** 39**
Xl 455** o*
XV 587** 4*
XV 679** 110**

Legenda: UFC, Unidades Formadoras de Coldnia; *, atende as especificacbes da Farmacopeia
Brasileira - V edicéo; **, ndo atende as especificacbes da Farmacopeia Brasileira - V edi¢ao.
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4.3 PESQUISA DE PATOGENOS ESPECIFICOS

Conforme ilustrado na Tabela 9, ndo houve crescimento de colbnias com
caracteristicas tipicas de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Salmonella sp. nos sabonetes testados. Porém, houve crescimento de coldénias no
meio agar MacConkey, sugerindo a presenca de Escherichia coli nos sabonetes lll,
V, VI e VIII.

Houve também um crescimento de algumas coldnias com caracteristicas
diferentes das coldnias tipicas de E. coli no meio de cultura agar MacConkey dos
sabonetes |, I, 1V, VI, VII e VIIl. O mesmo ocorreu no meio de cultura agar Verde
Brilhante para os sabonetes Il e VI, indicando o crescimento de bactérias, mas
sem as caracteristicas tipicas das colénias de Salmonela sp.

Tabela 9 - Presenca de colénias caracteristicas de Escherichia coli nos sabonetes artesanais

Sabonetes Pseudomonas  Staphylococcus Escherichia Salmonella
aeruginosa aureus coli sp.
| - - - -
I - - - -
1] - ) + )
\Y, - - - -
\Y - - + -
Vi - - + ]
Vil - - - -
Vil - - + )
IX - - - -
X - - - -
XI - - - -
XII - - - -
Xl - - - -
XIV - - - -
XV - - - -

Legenda: -, auséncia de col6nias tipicas; +, presenca de colbnias tipicas.
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4.4 DETERMINACAO QUANTITATIVA DA PRESENCA DE BACTERIAS
FERMENTADORAS DE LACTOSE

A producdo de géas, observada nos tubos de Durhan invertidos dentro dos
tubos de ensaio com caldo lactosado, foi o indicativo da presenca de bactérias
fermentadoras de lactose nos sabonetes estudados. A Tabela 10 mostra o resultado
da quantificacdo dessas bactérias, através do método do Numero Mais Provavel
(NMP). Os ensaios foram realizados em triplicata, indicados pelos ensaios 1, 2 e 3.
Os sabonetes I, Ill, IX e XV apresentaram o0 maior namero de bactérias
fermentadoras de lactose por grama de produto.
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Tabela 10 - Determinagdo do niumero mais provavel de bactérias fermentadoras de lactose nos
sabonetes artesanais

Determinacéo do Numero Mais Provavel de microrganismos
fermentadores de lactose para limite de confianga de 95%

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Sabonetes

NMP Limites NMP Limites NMP Limites
inferior / inferior / inferior /
superior superior superior
| 12 (] 0,5/- 4 [10,5/11 12 (] 0,5/-
Il 2 [10,5/7 2 [10,5/7 4 [10,5/11
11| 4 [10,5/11 6 (] 0,5/15 (]2 (1 0,5/-
v 2 [10,5/7 2 [10,5/7 (2 (] 0,5/-
V 12 (1 0,5/- 2 ] 0,5/- 12 (] 0,5/-
VI 12 (] 0,5/- 2 ] 0,5/- 2 [10,5/7
VII 12 (] 0,5/- 2 ] 0,5/- 12 (1 0,5/-
VI 12 (] 0,5/- 2 ] 0,5/- 12 (] 0,5/-
IX (]2 (] 0,5/- 4 [10,5/11 5 [10,5/13
X (2 [10,5/- 2 [10,5/7 2 [ 0,5/7
Xl 12 (] 0,5/- 2 [10,5/7 12 (1 0,5/-
Xl 2 [10,5/7 2 ] 0,5/- 12 (] 0,5/-
Xl 12 (] 0,5/- 2 ] 0,5/- 4 [10,5/11
XV 4 [10,5/11 02 ] 0,5/- (]2 (] 0,5/-
XV (]2 [10,5/- 4 [10,5/11 4 [10,5/11

Legenda: NMP, Nimero Mais Provavel de UFC/g de sabonete
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45 DETERMINACAO QUANTITATIVA DOS CONSERVANTES POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Antes da avaliacdo da presenca dos conservantes metilparabeno,
propilparabeno, fenoxietanol e metildibromoglutaronitrila nos sabonetes, uma
validacdo do método de andlise foi feita por avaliacdo dos parametros seletividade,

linearidade, preciséo inter e intra-dia e recuperacao.

O cromatograma obtido para o ensaio realizado com a aplicacdo dos padrdes

analiticos dos conservantes esta apresentado na Figura 10.
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Figura 10 - Cromatogramas dos conservantes em estudo

Cromatograma obtidos por aplicacdo dos conservantes padrées em um sistema de CLAE em uma
coluna 250 x 4,6 mm SSWakosil C18RS 5 um e eluidos por uma fase moével composta por tampao
fosfato de sddio 25 mM, pH 3,5 e metanol em sistema gradiente com um fluxo de 1 mL/min. A eluicdo
foi acompanhada por deteccdo em espectrofotdmetro a 220 nm. a) metildibromoglutaronitrila*,

fenoxietanol**, metilparabeno*** e propilparabeno****. b) imidazolidinil ureia*****,

Pode-se observar pelos diferentes tempos de retencdo dos conservantes
(Tabela 11) que o método foi seletivo para os diferentes conservantes analisados.



Tabela 11 - Tempo de retencéo dos conservantes

Tempo de retencao

Conservante (minutos)
Imidazolidinil ureia 2,98 £ 0,04
Metildibromoglutaronitrila 12,83+£0,11
Fenoxietanol 13,61 +£0,10
Metilparabeno 15,24 + 0,09
Propilparabeno 23,39 £ 0,07
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Uma curva padrédo foi feita com diferentes concentracbes dos padrbes de

cada conservante. As curvas padrdes podem ser vistas na Figura 11.
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Figura 11 - Curvas padrdes dos conservantes.

As faixas de linearidade de cada um dos conservantes usados como padréo
analitico, assim como as curvas obtidas para o intervalo escolhido podem ser vistos
na tabela 12 e figura 12.



Tabela 12 - Faixa de linearidade e reta obtida para cada conservante
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Intervalo de Curva obtida para o
Padrdes analiticos linearidade intervalo de linearidade R?
dos conservantes (ng/mL) (y = ax+b)

Imidazolidinil ureia 60-1000 y = 14.675.532,43x + 769.429,89 1
Metildibromoglutaronitrila 250-2000 y = 1.535.263,09x - 442.932,93 0,96
Fenoxietanol 12,5-200 y =36.126.921,76x - 212.464,94 0,99

Metilparabeno 125-2000 y = 17.966.304,93x + 882.656,88 1

Propilparabeno 60-1000 y =4.571.268,12x + 118.231,61 1




. . ge . yu 14675532 450+ 76042989
Imidazolidinilureia """ wiin

~ )
: 10,00 e
- B.00 // g F
e <
500 — ,
400 /
- 1
200 /
0.00 ]
] 02 0, 0s 08 1 12 9
-1
Concentragio mg/ml
: ¥536.126.92176x- 21246494
Fenoxietanol o .
900
3500
800
2000
700 ’%
Py
600 // 500
500 e - £ 2000
£ ~
400 / 1500
Py
300 // {' 1000
100 /
500
100 ’,/
| 4 000
000 Q
] 0.5 04 0.15 02 0.5
Concentragho mg/ml
" Y=457126812x+ 118231 61
Propilparabeno #3100
600

500 /{
400

Area
g
i,

0 02 04 06 08 1 12

Contentragho mg/mL

Figura 12- Linearidade e equacao da reta dos conservantes.
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A precisao foi determinada pelo estudo da repetitividade do método analitico,

através da avaliacdo do coeficiente de variacdo obtido entre as medidas de 5

concentragOes distintas, dentro da faixa de linearidade, repetidas no mesmo dia
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(intradia) e a preciséo intermediaria foi avaliada com a repeticdo do ensaio em, pelo
menos, 3 dias distintos (inter-dia). Foram realizadas 3 replicatas para cada
concentragdo no ensaio intradia e 3 replicatas nos ensaios inter-dia. Os resultados
podem ser vistos na Tabela 13.

Tabela 13 — Precisdo da analise dos conservantes nas diferentes concentragdes.

Precisdo
Padrbes analiticos dos Concentragoes Repetitividade Repetitividade
conservantes analisadas intradia inter-dia
(ng/mL) CV (%) CV (%)
Imidazolidinil ureia 60 17,36 6,03
125 6,21 0,22
250 7,71 0,87
500 4,65 0,13
1000 2,93 0,12
Metildibromoglutaronitrila 250 8,72 18,91
500 7,31 19,03
1000 7,49 19,45
1500 7,61 18,51
2000 19,09 17,17
Fenoxietanol 12,5 8,08 19,82
25 2,29 9,53
50 4,61 6,87
100 2,85 10,87
200 4,74 7,77
Metilparabeno 125 2,89 6,23
250 0,52 8,39
500 0,63 4,34
1000 0,41 4,79
2000 1,01 3,62
Propilparabeno 60 0,18 19,40
125 1,51 19,21
250 0,39 16,84
500 0,26 15,67
1000 1,05 14,92

Legenda: CV, coeficiente de variacdo (desvio padrdo/média x 100).

A recuperacao do conservante da amostra pela método de particdo liquido-
liquido com acetato de etila também foi avaliada antes da andlise dos conservantes

dos sabonetes artesanais. Para isso, uma concentragdo conhecida de conservante
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padrao foi adicionada a uma amostra de sabonete (fortificacdo) e esta foi submetida
ao processo de extracao para verificacdo da eficacia do processo de recuperagéao. O

método foi considerado adequado para a extracdo dos conservantes das amostras.

Apos a validagdo do método de analise, amostras dos sabonetes artesanais
foram analisadas para identificacdo e quantificacdo dos conservantes presentes.

Conforme apresentado na Tabela 14, todos os sabonetes apresentaram a
presenca de metilparabeno e propilparabeno. Apenas o sabonete IV continha
fenoxietanol em uma concentracdo menor que 0,1%. Nas figuras 13 a 16 estédo
apresentados os cromatogramas dos sabonetes.

Tabela 14 - Porcentagem de metildibromoglutaronitrila, fenoxietanol, metilparabeno e
propilparabeno nas amostras de sabonetes.

Conservantes identificados nos sabonetes artesanais.

Sabonetes Metilparabeno Propilparabeno  Fenoxietanol Metildibrgmo-

glutaronitrila
| 0,05% 1,63% ) )
Il 0,04% 1,25% - -
11 0,04% 1,67% - -
v 0,04% 2,23% 0,08% -
Vv 0,03% 1,13% - -
Vi 0,04% 1,33% - -
VI 0,02% 1,51% - -
VIl 0,02% 1,06% - -
IX 0,02% 1,32% - -
X 0,03% 1,01% - -
Xl 0,02% 0,98% - -
Xl 0,04% 1,53% - -
Xl 0,05% 2,22% - -
XIV 0,04% 1,79% - -

XV 0,05% 1,72% - -
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Figura 13 - Cromatogramas dos sabonetes artesanais |, Il, lll e IV.

Cromatogramas obtidos por aplicacdo dos extratos resultantes da particdo liquido-liquido das amostras de

sabonetes com acetato de etila em um sistema de CLAE, usando uma coluna 250 x 4,6 mm SSWakosil C18RS 5

um e eluidos por uma fase mdével composta por tampéo fosfato de sédio 25 mM, pH 3,5 e metanol em sistema

gradiente com um fluxo de 1 mL/min. A elui¢cdo foi acompanhada por detec¢cdo em espectrofotbmetro a 220 nm.
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Figura 14 - Cromatogramas dos sabonetes artesanais V, VI, VIl e VIII.

Cromatogramas obtidos por aplicacéo dos extratos resultantes da particéo liquido-liquido das amostras de

sabonetes com acetato de etila em um sistema de CLAE, usando uma coluna 250 x 4,6 mm SSWakosil C18RS 5

um e eluidos p
gradiente com

or uma fase mével composta por tampéo fosfato de sédio 25 mM, pH 3,5 e metanol em sistema
um fluxo de 1 mL/min. A elui¢&o foi acompanhada por detec¢cdo em espectrofotbmetro a 220 nm.
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Figura 15 - Cromatogramas dos sabonetes artesanais IX, X, Xl e XII.

Cromatogramas obtidos por aplicacdo dos extratos resultantes da particdo liquido-liquido das amostras de
sabonetes com acetato de etila em um sistema de CLAE, usando uma coluna 250 x 4,6 mm SSWakosil C18RS 5
um e eluidos por uma fase mdével composta por tampéo fosfato de sédio 25 mM, pH 3,5 e metanol em sistema
gradiente com um fluxo de 1 mL/min. A elui¢cdo foi acompanhada por deteccdo em espectrofotbmetro a 220 nm.
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Figura 16 - Cromatogramas dos sabonetes artesanais Xlll, XIV e XV.

Cromatogramas obtidos por aplicacdo dos extratos resultantes da particdo liquido-liquido das
amostras de sabonetes com acetato de etila em um sistema de CLAE, usando uma coluna 250 x 4,6
mm SSWakosil C18RS 5 pm e eluidos por uma fase mével composta por tampao fosfato de sodio 25
mM, pH 3,5 e metanol em sistema gradiente com um fluxo de 1 mL/min. A elui¢cdo foi acompanhada

por deteccdo em espectrofotdmetro a 220 nm.

Nenhum dos sabonetes testados apresentou metildibromoglutaronitrila em
suas formulacfes. Nao foi possivel a deteccéo de imidazolidinil ureia nos sabonetes,
pois as condicdes de ensaio ndo permitiram resultados conclusivos acerca da

presenca deste conservante nas amostras.
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5. DISCUSSAO

De acordo com as Resolugfes 211 e 343 da ANVISA, o rotulo dos produtos
de higiene devem conter informacdes sobre nome do produto, marca, nUmero de
registro, lote, prazo de validade, contetdo, pais de origem, fabricante, modo de uso
(se for o caso), adverténcias e restricdes de usos, composi¢cao, numero identificador
de produto, nimero da Autorizacdo de Funcionamento da empresa e a expressao
“Res. ANVISA n° _/05"(2, 6). Nas amostras analisadas, os sabonetes | a VIII traziam
todas as informacgdes necessarias em seus rétulos, porém, algumas das informacdes
nao condiziam com a formulacdo do produto. Os sabonetes IX, X e Xl continham
apenas informacdes sobre o responsavel técnico, CNPJ e prazo de validade. Ja os
sabonetes XII, XIll, XIV e XV ndo traziam nenhuma informacdo em seus roétulos.
Nenhum sabonete indicava a presenca de conservantes em sua composi¢ao. Isso
sugere que, apesar dos esforcos da legislacdo brasileira em regular a manipulacéo
dos sabonetes, ainda existem muitos produtos sendo comercializados de forma
irregular em feiras de artesanato de Brasilia, e isso pode colocar em risco a saude

da populacgéo.

Hugbo e colaboradores, em 2003, analisaram 10 cosméticos (cremes e
locdes) comercializados na Nigéria. Entre eles, apenas trés possuiam data de
validade, quatro informavam o tipo de conservante utilizado e quatro indicavam o
namero do lote (81). Portanto, os problemas de regulamentacdo nao sao
exclusividade do Brasil.

Uma vez que foram percebidas irregularidades na apresentacdo das
embalagens dos sabonetes artesanais, a qualidade microbiana desses sabonetes foi
analisada. Para que os sabonetes tenham caracteristicas organolépticas atrativas,
manipuladores adicionam compostos organicos, 6leos e extratos de plantas e,
alguns desses compostos podem favorecer o crescimento de microrganismos (82-
83). Os produtos analisados continham sementes de maracuja e de melancia,
respectivamente nos sabonetes | e VII, e leite em p6é no sabonete V. A presenca
destes compostos, que ndo possuem qualidade adequada para serem utilizados
como materias-primas em cosmeticos, introduz um maior risco de contaminacao dos

produtos. Produtos de origem vegetal normalmente contém alta carga microbiana,
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principalmente de fungos. Além disso, a presenca de compostos organicos e
proteicos, como o leite em po, favorece o desenvolvimento de microrganismos, por
serem fontes de carbono de féacil utilizacdo para esses organismos. Condi¢cdes
climaticas, como calor e umidade, presentes em paises tropicais, como o Brasil,
também favorecem a sobrevida e o crescimento de microrganismos nesses produtos
(81).

Ainda, a falta de informacdo de registro e da indicacdo de profissional
responsavel no rotulo, faz com que se questione se as condi¢cbes de manipulacdo
adequadas, ambientais e profissionais, e de qualidade das matérias-primas
certificadas foram respeitadas, para que o produto nédo fosse submetido a condi¢des

gue pudessem introduzir uma grande carga de microrganismos no mesmo.

Os conservantes antimicrobianos acrescidos aos produtos tém a funcao de
eliminar com rapidez qualquer microrganismo que venha a entrar em contato com o
produto durante a fabricacdo e o uso. Porém, a capacidade desses conservantes na
concentragdo usada apresenta um limite, e 0 aumento excessivo de conservantes
pode aumentar os riscos de alergenicidade e toxicidade do produto. A soma destes
fatores produz um risco bastante elevado aos consumidores destes produtos.

O critério de aceitabilidade de carga microbiana em produtos ndo estéreis
varia de acordo com o uso do produto, natureza e potencial dano que ele pode
causar ao consumidor (13). De acordo com resolucdo 481 da ANVISA, os produtos
de higiene podem ser classificados em tipo 1, produtos infantis, para area dos olhos
e que entram em contato com mucosas, ou tipo 2, os demais produtos susceptiveis
de contaminacdo (12). Considerando os sabonetes artesanais como tipo 2, de
acordo com a ANVISA, a contagem de microrganismos mesofilos totais ndo poderia
ser maior que 10° UFC/g ou mL de produto, sendo o limite maximo de 5x10° UFC/g
ou mL de produto. JA de acordo com a Farmacopeia Brasileira, a Farmacopeia
Americana (USP) e a Europeia a contagem de bactérias aerébias totais deve ser
menor que 10° UFC/g de produto, considerando o limite maximo de 200 UFC/g de
produto (1, 13-14).

Conforme mostrado na Tabela 8, todos os sabonetes analisados possuem
contagem de bactérias mesofilas totais acima dos limites aceitos nas farmacopeias.

Ja quando avaliados de acordo com os critérios de aceitabilidade da ANVISA, os
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sabonetes IV, V, VIl e IX, que possuem mais que 10° UFC/g de produto, porém nao
ultrapassam o limite maximo de 5x10° UFC/g de produto, estariam dentro dos limites
permitidos. A maior concentracéo de bactérias mesdfilas foi encontrada no sabonete
IX, com um bioburden de 1.431 UFC/g de sabonete.

Em relacdo a bolores e leveduras, as Farmacopeias Brasileira, Americana e
Europeia delimitam uma quantidade inferior a 10 UFC/g de produto ou, no maximo,
20 UFC/g de produto. Foram encontradas quantidades de bolores e leveduras acima
das estabelecidas nos sabonetes |, IlI, VI, VII, IX, XI, XII, XV. Ou seja, 53,3% das
amostras estavam com cargas microbianas acima dos limites permitidos. A maior
carga microbiana foi encontrada no sabonete Xl, que apresentou uma carga 52
vezes maior que a carga de bolores e leveduras maxima permitida por grama de
sabonete. Os sabonetes | e VII possuiam sementes de maracuja e de melancia,
respectivamente, o que pode ter favorecido o aparecimento de fungos.

No estudo de Hugbo e col. (2003) descrito anteriormente, os autores
demonstraram que 9 dos 10 cosméticos apresentavam contagem bacteriana de
5x107 a 1,25x10* UFC/mL, sendo que o género mais comumente encontrado nesses
produtos foi o Staphylococcus. Em relacédo aos fungos, 6 cosméticos apresentaram
crescimento de 5x107 a 3,5x10* UFC/mL (81).

Atualmente, a contaminac¢do microbiana ainda € uma das principais causas
de recall de produtos no mundo, principalmente em paises tropicais em
desenvolvimento (84). Por isso, € de grande importancia o controle de qualidade
microbioldgico em produtos farmacéuticos, e este pode ser feito com processos de
rastreamento de produtos bem definidos e estabelecidos. Os sabonetes IX, X e XI
ndo continham todas as informac6es necessarias em seus rétulos. Provavelmente,
sua producao nao ocorreu dentro dos parametros de boas préaticas de manipulacao.
Assim, as chances de contaminacdo sdo maiores e, realmente, estes foram os
produtos que apresentaram a maior contagem de bactérias mesdfilas, no sabonete

IX, e de bolores e leveduras, no sabonete XI.

Em farméacias de manipulacdo, as principais fontes de contaminacdo de
produtos sdo a agua, as matérias-primas, 0S equipamentos, 0 ambiente e o
manipulador (85-86). A agua pode ser tanto a utilizada na producdo quanto a

utilizada na lavagem do ambiente de manipulacédo e na lavagem de utensilios. As
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matérias-primas de origem natural possuem a capacidade de reter agua e, assim,
favorecem o crescimento de microrganismos. Ja a higiene do manipulador inclui a
lavagem adequada das maos e o0 seguimento das boas praticas de manipulacao
(85). A 4gua pode ser considerada a principal fonte de contaminacdo em cosméticos
por bactérias Gram negativas, como a E. coli e P. aeruginosa (83). Como os
sabonetes artesanais possuem uma suspeita de manipulacdo caseira, existem
grandes chances das causas citadas serem as responsaveis pelo alto indice de

contaminagao encontrado nos sabonetes.

Em um estudo realizado por Maiuta e colaboradores (2011) em que foi
analisada a qualidade microbiolégica do carbonato de calcio, que é uma matéria-
prima muito utilizada para a producdo de cosméticos, ndo foram encontradas a
presenca de Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, e 0 nimero de bactérias mesdfilas totais e bolores e leveduras foi
de até 10° UFC/g de produto. Assim, essa matéria-prima estava dentro dos padrdes
estabelecidos de qualidade microbiana (86). Porém, o uso de matérias-primas nao
certificadas, ou ainda a utilizacdo de sementes desidratadas e fitas em contato direto

com o produto, podem incluir riscos desnecessarios ao usuario destes cosméticos.

Outro aspecto importante a se considerar € a qualidade microbiana do
produto em uso. Behravan e colaboradores, 2005, realizaram uma analise
microbioldgica de 48 cremes cosméticos, sendo que 24 deles eram produtos novos
e 24 cremes que estavam sendo utilizados por pessoas saudaveis. Os autores
demonstraram que os cremes possufam carga bacteriana entre 10 e 10° UFC/g de
produto, e que a incidéncia de contaminagao dos cremes foi maior nos produtos que
jA haviam sido utilizados (75%) quando comparados com 0S cOSméticos novos
(58%) (82). Esse resultado comprova o efeito que a manipulacdo de uso pode
causar nos produtos. No caso dos sabonetes artesanais, é ainda importante notar
gue muitas vezes esses produtos sdo colocados em lavabos, que sdo pouco
usados, para servirem, a0 mesmo tempo, como produto de higiene e como
elementos de decoragdo de ambiente. Banheiros sdo ambientes que favorecem
muito o desenvolvimento de microrganismos por serem ambientes que s&o
constantemente umedecidos e aquecidos pelo uso de chuveiros, que propiciam o
acumulo de vapor de agua. O uso dos sabonetes artesanais como decoragdo e o
uso esporadico com a efetiva funcdo de produto de higiene pode favorecer o
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desenvolvimento da carga microbiana ja existente, incutindo um maior risco do que

aquele previsto pela analise do produto novo.

Bactérias e fungos podem interferir na estabilidade de produtos farmacéuticos
devido a alteracdes fisico-quimicas que podem produzir, como mudanca de cor,
odor e até alteracdes no pH (87). Nos sabonetes analisados, todos apresentaram pH
de aproximadamente 9,0, sendo os maiores resultados encontrados na amostra VI
com 9,93 e Xll com 9,91 (Tabela 7).

Os conservantes possuem uma faixa de pH Otima de utilizacao.
Ultrapassando esse limite, pode ocorrer degradacdo do conservante e, assim, perda
de sua eficacia. O propilparabeno e o metilparabeno sofrem rapida hidrélise a acido
p-hidroxibenzoico em solu¢cdes aquosas com pH igual ou acima de 7 e 8,
respectivamente (54-55). Ja o fenoxietanol é estavel em pH de 7 a 10 (informagfes
do fabricante - Sigma-Aldrich). Todos o0s sabonetes artesanais testados
apresentaram pH acima dos valores da faixa de eficicia dos parabenos, em valores

em que os mesmos sofrem degradacéao.

Dessa forma, pode-se levantar algumas hipoteses sobre os resultados
encontrados. Ou a presenca de microrganismos ocasionou alteracdes no pH, ou os
altos valores de pH encontrados inativaram parte dos parabenos e,
consequentemente, favoreceram o crescimento de microrganismos. Em solucdes
fortemente alcalinas, os parabenos sdo hidrolisados a &cidos carboxilicos, que
depois se tornam ionizados (64). Na forma ionizada, os parabenos perdem suas
funcbes, pois perdem a capacidade de permeac¢do nas células dos microrganismos.
Assim, o pH 9 dos sabonetes analisados pode interferir na acédo desses
conservantes, uma vez que 0S mesmos estejam na presenca de agua, para que

ocorra o processo de hidrolise.

Com o objetivo de tentar identificar alguns dos contaminantes dos sabonetes,
foi realizado o ensaio para pesquisa de patdgenos especificos. De acordo com a
ANVISA e a Farmacopeia Americana, 0s sabonetes ndo podem conter
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em 1 g ou mL de produto (12).
Assim, foram analisadas a presenca tanto de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, quanto de Salmonella sp. e Escherichia coli.
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O S. aureus é um microrganismo encontrado em fossas nasais, garganta,
intestino e pele e pode ser disseminado através da fala e da tosse (16-17). A P.
aeruginosa pode estar presentes no solo, vegetais e na agua, e pode sobreviver a
baixas temperaturas (28). E um dos principais contaminantes de ambientes que n&o
foram bem enxutos apOds o0 processo de higienizacdo e, por isso, pode ser um
potente contaminante de areas de produc¢éo. Esses microrganismos podem habitar a
pele, mucosa nasal, garganta e fezes (21) e podem ser importantes patdégenos
oportunistas. A Salmonella sp. € a principal causadora de infec¢des intestinais no
ser humano, ocasionando o aparecimento de 5.000 casos por ano em humanos no
Canada (37). A E. coli é utilizada como um indicador de contaminagédo por fonte
fecal (28). Assim, a andlise da presenca desses microrganismos foi realizada para
verificar a contaminacdo dos sabonetes através de sua manipulacdo ou como

indicador de auséncia de higiene.

Os sabonetes lll, V, VI e VIII apresentaram colénias com caracteristicas
tipicas de E. coli (Tabela 9). Apesar dos sabonetes | a VIl possuirem todas as
informacdes obrigatérias em seus rotulos, indicando serem produzidos de acordo
com as boas praticas de manipulacdo, os sabonetes Ill, V, VI e VIII possuiam
coldnias com caracteristicas tipicas de E. coli, que sdo indicativas de contaminacao
por fontes fecais.

No meio de cultura seletivo para crescimento de E. coli houve o aparecimento
de algumas colbnias com caracteristicas diferentes das esperadas para E. coli nos
sabonetes I, IlI, IV, VI, VII e VIIl. O mesmo ocorreu no meio de cultura seletivo para
Salmonella sp. nos sabonetes Ill e VIII. Isso demonstra que houve o crescimento de
outras espécies de bactérias nos meios de cultura seletivos, que ndo os patdbgenos

em estudo.

Em um estudo realizado na Nigéria, em 2001, com cremes e lo¢des, foram
encontradas contaminacdes por E.coli em 16,3% dos produtos analisados (83). A E.
coli é uma bactéria que pode ocasionar infec¢des intestinais (enteropatogénicas) ou
extraintestinais. As principais infec¢Bes extraintestinais sdo a infec¢do urinaria,
pneumonias, osteomielite e meningite do recém-nascido. Ja as infecgbes
enteropatogénicas podem ser causadas por diversas cepas de E. coli. (16, 21). A

diarreia causada por E. coli € responsavel por aproximadamente 2 milhdes de
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mortes em criancas no mundo, anualmente (32). Normalmente a E.coli é
considerada um comensal no humano. Muitas cepas podem ser isoladas das fezes
de humanos saudaveis (88), sendo o principal representante dos coliformes
termotolerantes (89). Porém, em pacientes imunocomprometidos a E.coli pode
causar diversas infec¢cdes oportunistas. Assim, a presenca dessa bactéria em
sabonetes pode oferecer um risco as pessoas imunocomprometidas e, dessa forma,
ocasionar diversas patologias. Existem diversos géneros de bactérias fermentadoras
de lactose, como Escherichia coli, Enterobacter e Klebsiella, sendo que a mais
comum € a E. coli. Conforme apresentado na Tabela 10, os sabonetes I, I, IX e XV
possuiam as maiores quantidades de bactérias fermentadoras de lactose. De acordo
com a Tabela 9, o sabonete Il apresentava colénias de bactérias caracteristicas de
E. coli, assim, o alto indice de bactérias fermentadoras de lactose esta de acordo
com a presenca de E. coli no sabonete Ill. Nos outros sabonetes, ha a presenca de
bactérias fermentadores de lactose, mas provavelmente ndo sao, especificamente,

cepas de E. coli.

Os produtos farmacéuticos utilizam combinacdes de diversos conservantes
para impedir o crescimento da maior quantidade de microrganismos possiveis. Por
exemplo, como os parabenos possuem maior atividade contra fungos e bactérias
Gram positivas, eles podem ser associados a imidazolidinil ureia que possui grande
atividade contra bactérias Gram positivas e negativas (54). Ja o fenoxietanol age em
bactérias Gram positivas, Gram negativas, fungos e leveduras (69). Entre os
parabenos, os menores ésteres, ou seja, os mais hidrofilicos, como o metil sdo
associados aos maiores, ou mais lipofilicos, como o propil, para permitir maior

eficiéncia na conservacao dos produtos (60).

A concentracdo maxima de parabenos que a ANVISA e a Unido Europeia
permitem é de 0,4% de cada parabeno ou, quando eles estdo associados, a
concentragcdo maxima permitida é de 0,8% (55-56). A associacdo de parabenos
permite um efeito sinérgico contra o crescimento de microrganismos (90). Em
relacdo ao fenoxietanol, a ANVISA permite a utilizacdo maxima de 1% (56). O
propilparabeno é o conservante mais comumente utilizado em produtos baseados

em agua, como cosmeéticos, xampus, condicionadores e protetores solar (90).
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A Tabela 14 demonstra que todos os sabonetes possuiam metilparabeno e
propilparabeno em suas composicdes. As concentragcbes de metilparabeno
utiizadas eram menores que 0,4%. Porém, todas as concentracdes de
propilparabeno eram muito maiores que 0,4%, gerando uma soma de parabenos
maior que 0,8%, em desacordo com o preconizado pela ANVISA. As maiores
concentracOes de propilparabeno foram encontradas nos sabonetes IV e Xlll com
2,23% e 2,22%, respectivamente.

Apenas o sabonete IV apresentou fenoxietanol na sua composi¢do, numa
concentragdo de 0,08%, ou seja, estava dentro do limite de 1% preconizado pela
ANVISA.

Os sabonetes com maiores concentracdes de propilparabeno foram os
sabonetes IV e XIll, sendo que o sabonete IV possuia ainda 0,08% de fenoxietanol.
Nestes produtos n&do foram encontradas cargas microbianas de bolores e leveduras,
nem foram identificadas colénias com caracteristicas especificas de E. coli.

Em 1984, a Cosmetic Ingredient Review (CIR), dos Estados Unidos,
considerou que os parabenos eram seguros para serem utilizados em cosméticos
em concentracdes de até 25%. Apesar de hoje esses valores terem mudado, a CIR
continua classificando os parabenos como seguros, o que leva a sua ampla
utilizagdo (91). Os parabenos podem provocar diversos efeitos adversos nos seres
humanos. Recentemente, eles estdo sendo considerados como genotoxicos,
estrogénicos, como produtos que afetam o sistema enddcrino, que podem causar
cancer de mama, disturbios no sistema reprodutor masculino e ainda existe uma
relacdo entre a maior utilizacdo de protetores solares com parabenos e o0 aumento
da taxa de aparecimento de melanomas (92). Ja foram encontrados parabenos, na
forma conjugada ou livre, na urina de pessoas que nao sabiam que tinham
exposicdo ao conservante. Na forma livre, 99%, 96%, 58%, 69% e 39% das
amostras de urina dessas pessoas possuiam metilparabeno, propilparabeno,
etilparabeno, butilparabeno e benzilparabeno, respectivamente. J& foram relatados,
também, a presenca de parabenos no leite materno, indicando uma exposicado

precoce a esse conservante em bebés (91).

Os principais parabenos utilizados em produtos farmacéuticos sao o

metilparabeno e o propilparabeno. Os parabenos sao rapidamente absorvidos pela
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pele e tem-se sugerido que o metabolismo dessas substancias por esterases da
pele é incompleto (55). Outros fatores podem influenciar o tempo de exposicédo a
parabenos, como o consumo de flavonoides do suco de toranja e os extratos de
sementes de uva que inibem a acéo das esterases e, consequentemente, aumentam
a biodisponibilidade de parabenos na circulacdo, além do uso de alguns tensoativos
e promotores de absorcdo que também podem alterar a absorcdo de parabenos
(91). Nos sabonetes | a VIII havia a presenca do tensoativo aniénico LESS (lauril
éter sulfato de sddio) que pode interferir na absorcao desses conservantes e alterar
a sua toxicidade. Dependendo da concentracdo dos tensoativos ndo ionicos, por
exemplo, Tween 80 ou 60, pode haver um aumento ou diminuicdo dos efeitos dos
parabenos (64).

De acordo com a FDA, em 2006, foram utilizados metilparabeno, etilparabeno
e propilparabeno em 8.786, 2.679 e 7.118 produtos cosméticos, respectivamente.
No total, utilizavam-se os parabenos como conservantes em 22.000 produtos
cosmeéticos. Em 1981, a concentracao utilizada de metilparabeno e propilparabeno
em sabonetes e detergentes era de até 1%. Ja em 2003 essas proporcdes
diminuiram para 0,001 a 0,4 e 0,02 a 0,1%, respectivamente (64). Nos sabonetes
analisados, a concentracdo de metilparabeno foi de 0,02 a 0,05%, ou seja, esta de
acordo com os dados publicados anteriormente e com os valores permitidos pelos
compéndios oficiais. Porém, a concentracao de propilparabeno foi de 0,98 a 2,23%,

muito acima da concentracéo esperada.

Os parabenos atuam de forma mais efetiva contra fungos que contra
bactérias. Entre as bactérias, eles atuam mais contra Gram positivas que Gram
negativas (54). Como ha excesso de parabenos nos sabonetes analisados, eles
podem estar atuando mais efetivamente contra os bolores e leveduras. Assim, essa
hip6tese coincide com os resultados encontrados de menor carga microbiana de
bolores e leveduras quando comprada com as bactérias. Entre as bactérias
patogénicas identificadas, ndo houve o crescimento de Gram positivas, mais uma
vez corroborando com os resultados encontrados de quantificacdo e tipo de

conservantes presentes.

Concentracdes de 0,5 a 2,0 mM de propilparabeno foram capazes de matar
hepatdcitos de ratos em concentracées e tempo dependentes. Em 1 hora, 2,0 mM
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de propilparabeno matou 50% de hepatdcitos, enquanto que o isobutilparabeno
matou 98%. Essa alteracdo foi proporcionada pela diminuicdo da funcéo
mitocondrial (93).

7

O propilparabeno € rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e a
absorcao pela pele pode chegar a 100% (54). Assim, 0 excesso desse parabeno,
presente nos sabonetes analisados, pode propiciar o desenvolvimento das reacdes
adversas citadas anteriormente.

Além disso, como discutido previamente neste trabalho, os conservantes sao
uma classe de compostos com alta alergenicidade, o que apresenta mais um risco

aos consumidores.
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CONCLUSOES

Os sabonetes IX, X, XI, XII, XIll, XIV e XV n&o continham ou apresentavam
informacdes incompletas em seus rétulos.

Todos os sabonetes analisados possuiam contagem de bactérias mesofilas
totais acima dos limites preconizados nas Farmacopeias, mas estavam dentro
dos limites permitidos pela ANVISA.

53,3% das amostras estavam com carga de bolores e leveduras acima dos
limites permitidos, sendo que o sabonete XI apresentou uma carga 52 vezes
maior que a carga de bolores e leveduras maxima permitida pela
Farmacopeia brasileira por grama de sabonete.

Os valores de pH encontrados para as amostras de sabonetes ndo sao
compativeis com aqueles sugeridos para este tipo de produto e, ainda, 0s
altos valores de pH encontrados podem inativar parte dos parabenos e,
consequentemente, favorecer o crescimento de microrganismos.

Os sabonetes Ill, V, VI e VIII apresentaram coldénias com caracteristicas
tipicas de E. coli, que s&o indicativas de contaminacdo por fontes fecais. O
resultado do ensaio de fermentacédo de lactose corroborou com o achado da
presenca dessa bactéria no sabonete lll.

Apesar de nenhum sabonete indicar a presenca de conservantes em sua
composicdo, as concentracdes de propilparabeno encontradas foram muito
maiores que 0,4%, enquanto que as concentracdes de metilparabeno foram
menores que 0,4%. Assim, a soma de parabenos foi maior que 0,8%, em
desacordo com o preconizado pela ANVISA, podendo provocar diversos
efeitos adversos nos seres humanos.

Apenas o sabonete IV apresentou fenoxietanol na concentracéo de 0,08%, ou
seja, dentro do limite de 1% preconizado pela ANVISA.
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ANEXO A - Tabela de Numeros Mais Provavel (NMP)

Tabela 3 — Namero mais provavel para réplicas de 3 tubos ¢ limites de confianga de 93%s

Numero de Tubos Positivos NMP/ Limite
100 mg ou 10 mg ou 1 mg ou g(mL}

0,1 mL/tubo 0,01 mL/tubo 0,001 mL/tubo ) Inferior Superior
0 0 0 <2 - < 0,5 -
0 0 1 2 <0,5 7
0 0 2 4 <0,5 11
i} 1 0 2 <05 7
0 | l 4 <0,5 11
0 1 2 6 < 0,5 15
0 2 0 4 < 0,5 11
0 2 1 6 <0,5 15
1 0 0 2 <0,5 7
1 0 1 4 <0,5 11
1 0 2 6 <0,5 15
1 0 3 8 1 19
1 | 0 4 <9,5 11
1 1 ] 6 <0,5 15
I 1 2 8 1 19
1 2 0 6 < 0,5 13
1 2 1 8 1 19
1 2 2 10 2 23
1 ! 0 8 l 19
l 3 1 10 2 23
1 4 0 11 2 23
2 0 0 5 <qQ,5 13
2 0 1 { 17
2 0 2 2 21
2 0 3 12 3 28
2 1 0 7 1 17
2 | I 9 2 21
2 1 2 12 3 28
2 2 0 9 2 21
2 2 1 12 3 28
2 2 2 14 4 4






